Univerzita Karlova v Praze

Lékaiska fakulta v Hradci Krilové

Hodnoceni angiogeneze u chronické lymfocytarni leukémie

Dizertacni prace

MUDr. Lukds Smolej
ILinterni klinika, oddéleni klinické hematologie

Lékaiska fakulta UK a Fakultni nemocnice Hradee Kralové

Hradec Kralové 2008

Dizertacni prace byla podpofena grantem ¢. NR/8373-3 a vyzkumnym zamérem

MZO 00179906 Ministerstva zdravotnictvi Ceské republiky.



Podékovani

V prvni fadé dekuji své rodiné, zejména manZelce Marii, za neocenitelnou podporu. Dékuji
MUDxr. Petfe KaSparové, Ph.D. a RNDr. Ctiradu Andrysovi, Ph.D. za vynikajici usili
a spolupraci pfi zavadéni metod hodnoceni angiogeneze. Déle dekuji svému 3koliteli prof.
MUDr. Jaroslavu Malému, CSc. za cennou podporu, pomoc, rady a pfipominky b&hem celého
doktorského studia. V neposledni fad¢ dékuji vSem kolegiim a kolegynim z Oddé&leni klinické
hematologie II. interni kliniky Lékaiské fakulty Univerzity Karlovy a Fakultni nemocnice

Hradec Krélové za spoluprici. Bez t&chto lidi by tato dizertani prace nemohla vzniknout.



1. Uvod a cile GIZEXtalng PIACE...........cocovveereeeeeeeeeeseieseeeeseeeeeeeeeeeseeesssesssessseessesse oo 3
2.  Chronicka lymfocytirnf leukémie (CLL) — teoreticky avod................ccoveeeennn...... 4
2.1 CLL ODECNE. ...ttt es st s e s b srs st e e ssbe st s e seeeeeenes 4
2.2 Prognosticke faktory U CLL.... e eeee s 4
2.3 LECDA CLLiuorteieecer ettt sttt e et st s et s e 7
24 CLL = SRITIUH. ..ottt ae b et sa s e s san 9
3. Angiogeneze — teoreticky Uvod............ccocoiiiiviiniiennier e 10
3.1  Angiogeneze a antiangiogenni 1é¢ba u nddorQ........c.coovveveeeeeicriciverineeeenen. 11
3.2  Vyznam angiogeneze u malignich nadort.......ccceeeeevviveeieecencieinre e 20
4., CLL a angiogeneze — MVOW...........ccoeriiiirrinieniineeteereet et sra s s e s sassnessne s 24
4,1 Cirkulujfci angiogenni faktory U CLL....coooeeceoececccinerieee e 24
4.2  Vaskularita kostni dfen 0 CLL....cvveevioieeicetrecc e 25
S0 VESIEAKY ...t r e s sar e 27
5.1  Cirkulujici angiogenni faktory U CLL....covoveeviveeieeecieieceerinceee e 27
5.1.1 Plazmatické koncentrace VEGF a bFGF u lymfoproliferaci.............. 28
5.1.2 Cirkulujici solubilni endoglin u lymfoidnich malignit........................ 30
5.1.3 Souvislost muta¢niho stavu IgVH s bFGF a VEGFu CLL................ 33
5.1.4 Pokles cirkulujiciho bEGF a VEGF po 16¢b& CLL......covervrvreeereneee. 35
5.1.5 Moderni prognostické faktory a angiogeneze u CLL........coovvevneenen. 41
5.1.6 Prognosticky vyznam solubilniho endoglinu u CLL........................... 43
5.1.7 Endostatin u CLL a jeho vztah k prognostickym faktorim................. 51
5.2 Vaskularita dieng 0 CLL...oovvveivereecececeeceeces ettt 62
5.2.1 Vyznam angiogeneze ve dfeni U CLL...c.ooooecniciieccivineeereee. 63
5.2.2 Angiogeneze v kostni dfeni u pacientll s CLL........ccccovvvrmnniinenninnncens 65

5.2.3 Vybér endotelového markeru a hodnoceni vaskularity dfené u CLL.. 74

6. ZAVEry a diSKUZE...........c.cooeiiiiimiiiiiiiiitrirn st s eas e sr et ab s 84
T PHHIOBY .ottt e ettt b e bt en 87
7.1 LHETAUTAL....coiiiiiriiiieciresercseie et estesesnereereeensestesssaesssaessssessessnss st e nenes 87

7.2 Seznam pouZitych ZKratek........cocooveeviinncrieieieiereterce et 91



1. Uvod a cile prace
Chronicka lymfocytarni leukémie (CLL) je nej¢ast&jsim leukemickym onemocnénim dospélych
na zapadni polokouli. Tato nozologickd jednotka je nesmimé zajimava z fady divodd, at’ jiz jde
0 nejasnou etiopatogenezi, vyjime¢nou riiznorodost klinického priib&hu &i 1édebné uspéchy,
kterych bylo v poslednich 10-15 letech dosaZeno. Zhruba tfetina nemocnych nikdy nevyzaduje
lécbu, nicméné vzhledem k incidenci onemocnéni, kterd navic diky Gast&j$imu vydetfovani
krevniho obrazu nadéle stoupd, znamenaji zbylé 2/3 nemocnych obrovské naklady, které je tfeba
vyloZit na diagnostiku a 1é¢bu (v€etné prevence a lé€by infekénich komplikaci, tak typickych pro
toto onemocnéni), a tim pfedstavuji nejen ryze medicinsky, ale také finanéni a socidlni problém.
Aktualni problematikou feSenou v poslednich letech je snaha o prognostické zatazeni
jednotlivého pacienta. Je znamo, Ze celkové pieZiti u CLL se miZe pohybovat v ¥adech mésic
aZ po cela desetileti, a ani systémy klinické klasifikace die Bineta a Raie, a& nemocné zakladnim
zpiisobem rozdéli dle klinického rizika, nejsou zejména schopné stanovit progndzu u pacientd
diagnostikovanych v Casnych stadiich (kterych je dnes az 75 %), u kterych viak dojde k rychlé
progresi a jejichZ celkové pieZiti bude vyrazn€ zkraceno. Jednim z moZnych prognostickych
faktord, které by mohly pfispét ke zpfesnéni prognézy nemocnych s CLL, je angiogeneze, neboli
novotvorba cév zjiZ existujici vaskulatury. Cilem dizertaéni prace bylo stanovit ukazatele
angiogeneze u CLL a vyhodnotit jejich prognosticky vyznam i v kontextu s dal§imi klasickymi i

novymi prognostickymi ukazateli u CLL.

Cile dizerta¢ni prace:
Stanovit koncentrace cirkulujicich angiogennich faktort v plazmé nemocaych s CLL.
Zhodnotit souvislost angiogennich faktortl s prognostickymi faktory u CLL.
Vysetiit vyvoj koncentraci angiogennich faktord po intenzivni 1é¢b&
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4. Stanovit mikrovaskularni denzitu kostni dfeng u nemocnych s CLL.

5. Zhodnotit souvislost mikrovaskularni denzity a prognostickych faktord u CLL.
6

Stanovit souvislost mikrovaskularni denzity a cirkulujicich angiogennich faktord.

Dizertaéni prace je koncipovana jako soubor publikaci, které jsem publikoval & byly piijaty
k publikaci v ¢eském i zahraniénim tisku na téma angiogeneze u chronické lymfocytarni
leukémie. Teoreticky Uivod k CLL a angiogenezi u tohoto onemocnéni je uveden v textu. Teorie
tykajici se angiogeneze obecné je shrnuta ve dvou prehlednych pracech a poté vysledky ve forms
deseti plnotextovych praci (studie hodnotici endostatin u CLL dosud nebyla publikovina).
Literatura je uvedena v kazdém &lanku; pfehled literatury na konci dizertadni price obsahuje

pouze literarni odkazy neobsaZené v niZe uvedenych &lancich.



2, Chronicka lymfocytarni leukémie — teoreticky tvod

2.1 CLL obecné

Chronické lymfocytarni leukémie je nejcastéjsi leukémii dospélého véku na zdpadni polokouli,
celkové tvoii 25-30 % vSech leukémii. Jde o onemocnéni charakterizované hromadénim
morfologicky zralych B-lymfocyth v kosini dfeni, periferni krvi a lymfatickych organech.
Etiologie choroby je nezndmd. V patogenezi hraje z4sadni roli porucha programované bun&éné
smrti — apoptozy - ktera vede k naruSeni rovnovahy mezi novotvorbou a zdnikem B-lymfocyti.
Tradi¢ni pfedstava o pasivnim hromadéni lymfocytl neschopnych apoptdzy viak byla vyvracena
diky experimentiim, které prokdzaly vyznamny podil aktivni proliferace maligniho klonu na
celkové nadorové populaci. CLL ma primémou incidenci kolem 3/100 000, avsak vyrazng
stoupajici s vékem. Ze vSech leukémii jevi nejCast&jdi familidrni vyskyt (riziko vzniku CLL
v 1.piibuzenske linii je cca 7x vy$8i neZ u b€Zné populace). CLL postihuje astéji muze neZ Zeny
v poméru 1,8:1. Median v&ku pii stanoveni diagnézy je zhruba 65 let, v posiedni dobg vak klesa
diky nahodnému zichytu CLL u asymptomatickych jedincd pfi ast&j$im rutinnim vySetfovani
krevniho obrazu. Zhruba 30 % nemocnych je mladSich nez 50 let, coz je velmi dtleZité
z hlediska moZnosti pouZiti intenzivni 1é¢by. Diagnoza je zaloZena na Chesonovych kritériich
z roku 1996 _(tab. 1).

morfologicky zralé lymfocyty v periferni krvi >5000/mm’, < 55 % atypickych bungk
imunofenotyp (CD 5/19/20/23+, slgslabé& +, FMC7-)
Tab.1. Diagnostické kritéria CLL dle National Cancer Institute Sponsored Working Group.

2.2 Prognostické faktory

Systémy stagingu zavedené v 70. letech 20. stoleti Raiem a Binetem uvedené v tab.2 a 3 jsou
nadile zdkladem pro hodnoceni rizika onemocnéni. Binetova klasifikace je pfevaZné pouZivina
v Evropé, Raiova (v tfibodovém modifikovaném systému) v USA. I kdyz tyto systémy rozdéli
nemocné podle celkového preZiti, neni moZné podle nich identifikovat ty nemocné, jejichz
onemocnénf bylo zji§téné v asném stadiu, ale maji vysoké riziko progrese a celkové 3patnou
prognézu. Dale existuji velké rozdily v celkovém pieZiti v ramci jednoho stadia. Je nutno uvést,
Ze oba stagingové systémy v klasické podobé& vyuZivaji pouze fyzikdlniho vySetfeni pro detekci
lymfadenopatie a hepato/splenomegalie; nyni se vSak stdle vice pouziva ultrazvukové vySetieni
perifernich uzlin a bficha, ev. CT vySetfeni hrudniku a bficha podobné jako u ostatnich
lymfoproliferaci. Mezi jiZ klasické nepfiznivé prognostické faktory patéi kratky zdvojovaci &as
lymfocytli do 12 mésicli, difuzni infiltrace kostni dfené a zvySeni sérovych parametrl beta2-
mikroglobulinu, tymidin kindzy nebo solubilniho CD23 (sCD23).



Stadium Definice

0 Lymfocytbza

I Lymfadenopatie

II Hepatomegalie a/nebo splenomegalie
I Anémie Hb<110 g/I
v Trombocytopenie <100 000/mm’

Tab.2. Staging CLL podle Raie. Dle modifikovaného stiistupfiového stagingu (1987)
Jje stadium nizkého rizika 0, stiedniho I/11 a vysokého ITI/IV.

Stadium Definice

A Meéné nez 3 postizené lymfatické oblasti
B 3 a vice postizenych lymfatickych oblasti
C Anémie Hb<100 g/l a/nebo trombocytopenie <100 000/mm>

Tab.3. Staging CLL podle Bineta. Za 1 oblast jsou pocitany kréni, axilarni, mediastinalni,

retroperitonedlni, tfiselné, jatra a slezina. Oboustranné postiZeni je po&itino jako 1 oblast.

V roce 1999 byly publikovany dve studie, které prokazaly diametralni rozdily v celkovém peZiti
nemocnych s CLL na zdklad& molekularné-biologického vySetfeni tzv. mutaéntho stavu genil pro
variabilni ¢ast t€Zkého feté€zce imunoglobulinu (IgVH). Nemocni s mutovanymi geny pro IgVH
maji zpravidla stabilni onemocnéni a vyrazn¢ delsi celkové pfeziti, na druhé stran& nemocni
s méné neZ dvouprocentni mutaci IgVH genii maji tendenci k progresi a kratsi celkové pieziti. Je
viak nutné si uvédomit, Ze jde o retrospektivni sledovani heterogenni skupiny pacientii a
definitivad potvrzeni vyznamu IgVH piinesou aZ prospektivni studie hodnotici eventudlni vliv
IgVH na uéinnost konkrétni 1é¢by, napiiklad kombinovanych fludarabinovych reZimi.
Vzhledem ktechnické a finanéni ndroCnosti stanoveni mutaéniho stavu IgVH (reverzné-
transkriptazovd PCR s nutnosti izolace a sekvenace PCR produkt) byla snaha najit zastupné
faktory, které by t&€sn€ korelovaly s timto vySetfenim, ale byly levngjsi a technicky dostupnéjsi.
Nadéjnou se v tomto sméru jevilo napi. stanoveni exprese zeta-asociovaného proteinu o 70
kilodaltonech (ZAP-70), ale v posledni dob¢& se ukazuje, Ze pijde spife o nezavisly prognosticky
faktor; vzhlederﬁ k tomu, Ze dostupnost vySetieni muta¢niho stavu IgVH se od roku 1999
vyrazné zlepsila (napt. v Ceské republice je nabizi 5 center), bude vhodné myslenku zéstupnych
faktorti za mutaéni stav IgVH opustit a snaZit se spiSe o zpfesnéni prognézy v ramci kazdé
podskupiny. Vysokd exprese znaku CD38 je zfejmé spojena s aktivaci leukemickych bunék,
zvySenou signalizaci pies B-bun€lny receptor a rychlejsi progresi onemocnéni. V poslednich 2-3
letech byly na zéklad€ studii profilu genové exprese identifikovény dalsi molekuly, které by
mohly mit prognosticky vyznam. Jde napfiklad o lipoproteinovou lipdzu (LPL), ADAM?9, &



CLLUL. Je vSak nutné ovéfeni v prospektivnich studiich. Zcela zasadnim prognostickym
faktorem u CLL jsou genetické aberace. Klasické cytogenetické vySetfeni je u CLL malo
vytéZné (cca 30 %) pro velice nizkou mitotickou aktivitu leukemickych lymfocytli in vitro a
moZné faleSn€ pozitivni vysledky zpisobené zachytem aberaci v piimési nenddorovych T-
lymfocytli. Proto je v soufasnosti standardem vySetfeni interfazni FISH, kterou je moZno
zachytit genetické abnormality aZ v 80 procentech. Na rozdil od lymfomi, kde jsou nalézany
typické translokace, hraji u CLL nejdilezit&jsi roli delece. Nejéast&jsi je delece dlouhého ramene
13. chromozému (del 13q), kterd je prognosticky pfizniva, Pacienti s trisomii 12. chromozdému
(+12) maji ziejme intermediarni prognézu. Delece ¢asti dlouhého ramene 11.chromozdému (del
11q) postihujici gen ATM je spojena s rychlej$i progresi a vyraznou lymfadenopatii, delece
kratkého ramene 17.chromozému (del 17p) postihujici gen p53 je jednoznaéng nejméné pfizniva,
spojena Casto s rezistenci na konventni lécbu alkylaénimi latkami & fludarabinem. Vztah

genetickych abnormalit k celkovému pieZiti podle nejcitovangjii retrospektivni analyzy Dohnera

a spol. je uveden v tab.4. Pfehled nepfiznivych prognostickych parametrti podéava tab.5.

abnormalita | vyskyt (%) | median piezZiti (més.)
del 13q14 36 133
negat. nalez 18 111
+12 14 114
del 1122 17 79
del 17p13 7 32

Tab. 4. Celkové preziti nemocnych s CLL v zavislosti na genetickych aberacich.

zdvojovaci €as lymfocytd pod 12 mésicii

pokrogilé klinické stadium (Binet C, Rai III/IV)
difizni infiltrace kostni dfené

vysoky beta2-mikroglobulin, tymidin kinaza, sCD23
nemutované geny pro IgVH

delece i1q, 17p

vysoka exprese ZAP-70

vysoka exprese CD38

Tab.3. Nepiiznivé prognostické faktory u CLL.



2.3 Lé¢ba CLL

Terapie CLL zaznamenala takika revolu¢ni obrat. Je§té pfed cca 10 lety mél neotiesitelnou
pozici v1é¢be 1. linie chlorambucil (CLB), tedy alkylatni cytostatikum podavané peroralné.
Utinnost 1ééby CLB je pomé&mé nizkd, dosahuje vitSinou jen parcidlni remise (PR) nebo
stabilizace onemocnéni, pocet kompletnich remisi zpravidla nedosahuje 10 procent a délka trvani
lécebné odpovédi je kolem 1 roku. PouZiti polychemoterapeutickych rezimé (cyklofosfamid,
vinkristin, prednison — COP, cyklofosfamid, doxorubicin, vinkristin, prednison — CHOP)
pfineslo sice zvySeni 1é¢ebné odpovedi, ale neprodlouZilo celkové pieziti. Chlorambucil, ev.
schémata COP/CHOP jsou tedy uZivana u nemocnych s CLL nad 75 let v&ku nebo obecnd u
téch, ktefi nemohou absolvovat intenzivni 1é¢bu. Fludarabin je hlavnim zastupcem skupiny
purinovych analog, cytostatik, jejichz mechanizmus téinku spoéiva v blokovani adenosin
deaminazy a DNA polymerdzy sndslednou poruchou reparace DNA, depleci ATP,
nahromadénim fragmenti DNA a apopt6ézou malignich lymfocytil. Fludarabin byl do 1é&by CLL
zaveden pocatkem 90. let 20. stoleti, a to zprvu v monoterapii rezistentni choroby. Vy33i
uéinnost ve srovnani s monoterapii nabizi kombinace fludarabinu s cyklofosfamidem (FC), ktera
dosahuje 70-90 % celkové odpovédi a 17-50 % kompletnich remisi (CR) pfi vyrazngjsi
myelosupresi, ale bez vysiitho vyskytu infekci. Na zdkladé i randomizovanych studii, ve
kterych byla prokdzano jednoznacné zlepSeni 1écebné odpovédi a doby do pfeZiti u kombinace
FC ve srovnani s monoterapii fludarabinem, je nyni v Evropé rezim FC pokladan za 1&€bu 1.
volby. Chimérickd my$i monoklondlni protilatka anti-CD20 rituximab neni v monoterapii ve
odstrandni rituximabu z ob&hu po navazani na solubilni CD20. Rituximab vak zvySuje
efektivitu cytostatické terapie, proto byly do 1é€by CLL zavedeny reZimy kombinované
chemoimunoterapie. Protokol fludarabintrituximab (FR) zaznamenal nejen vyS8i procento
celkové odpovédi a kompletnich remisi, ale také celkové pieZiti v porovnani s historickou
skupinou Iéfenou fludarabinem v monoterapii. Tyto slibné vysledky je vSak nutno potvrdit
prospektivni randomizovanou studii. V sou€asnosti neja€inn&j$im lééebnym schématem u CLL
je kombinace fludarabin, cyklofosfamid, rituximab (FCR), ktera dosahuje v 1é¢bé 1. linie 95 %
celkové odpovédi a 70 % kompletnich remisi, z nichZ polovina nemocnych dosahuje molekuldrni
remise, tedy nezachyceni klonu CLL citlivou metodou, napt., vicebarevnou pritokovou
cytometrii. Vysokou aktivitu ma reZim FCR 1 u relapsu nebo refrakterni choroby. Nejde viak o
randomizovand data. V soufasné dob& proto ve sv&t&€ probihaji velké randomizované
multicentrické studie, které maji za cil zhodnotit efekt kombinovanych fludarabinovych rezimi

v1ééb&é 1. linie. Humanizovand potkani protilatka anti-CD52 alemtuzumab pfedstavuje

wewr



rezistentni choroby u t€Zce pfedléCenych pacientd dosahuje 30-40 % celkové odpovédi a 2 % CR
(8), vjediné studii v 1é&bé 1.linie pak 87 % celkové odpovédi, z toho 19 % CR. Po 1&&be
alemtuzumabem dochazi v disledku dlouhodobé a vyrazné deplece zdravych B- a T-lymfocyti
ke zvySeni rizika oportunnich infekci, zeména mykotickych, Pneumocystis jiroveci (d¥ive P.
carinii) nebo reaktivace cytomegalovirové infekce (CMV). Z tohoto divedu je nutné, aby
nemocni lé¢eni alemtuzumabem uZivali antimikrobidni profylaxi po dobu 1é¢by a minimaing 2
mésice po jejim skonéeni, dale musi byt monitorovana reaktivace CMV pomoci PCR. PodkoZni
aplikace alemtuzumabu je povaZovana za srovnatelnou s nitroZilni stran ulinnosti, ale
vyhodn&j$f vzhledem k vyraznému sniZeni vedlej$ich Gdinkd spojenych s infizi (tfesavky,
zimnice, horecky, hypotenze), a to pouze za cenu kozniho infiltritu v misté aplikace. V soudasné
dobé je alemtuzumab schvalen pro [é&bu relabujici a refrakterni CLL u nemocnych v minulosti
légenych alkylaénimi latkami, u nichZz doslo k selhdni chemoterapie obsahujici fludarabin.
Dosud neexistuji randomizované studie hodnotici transplantaéni pristup u CLL.
Vysokodavkovand chemoterapii s naslednou autologni transplantaci perifernich kmenovych
bunék (nemocny je zaroven darce 1 pfijemce) ma minimdlni peritransplantatni mortalitu a je
moZné ji provést u nemocnych az do 65, ev. 70 let. I po této 1€¢b& se viak objevuji relapsy, nejde
tedy o kurativai metodu. Alogenni transplantace (od piibuzného &i nepfibuzného ddrce) je
proveditelnd u nemocnych do 55, vyjimeéné 60 let a je zatiZena vysokou peritransplantacni
mortalitou (aZ 30 %), mizZe vSak nemocného s CLL vylé¢it. Nad&jnou metodou je pouziti tzv.
nemyeloablativniho piistupu spo€ivajicim v pouZiti niZ§ich davek cytostatik, které zcela neznidi
plvodni krvetvorbu, ale zplsobi ,,pouze” téZzkou imunosupresi, kterd& umoZni pfihojeni
déarcovského St€pu. Tato 1éCebnd modalita vyuZiva efektu reakce §t€pu proti leukémii (graft
versus leukemia effect, GvL) schopného v mnoha piipadech zcela eliminovat zbytkovy
leukemicky klon. (16). Vyhodou tohoto piistupu je vyrazn& niZ¥ peritransplantaéni mortalita a
moznost pouZiti u nemocnych az do 70 let v€ku, mezi rizika patfi jednak nebezpeéi sniZeni
kvality Zivota p¥i t&€Zké reakei $t€pu proti hostiteli (graft versus host disease, GvHD), ktera GvL
efekt obvykle doprovazi, a také zvySené riziko oportunnich infekci. S ohledem na zminéné
skute¢nosti je doporu¢eno transplantatni postupy u CLL provadét v ramci klinickych studii.
V ramei klinickych studii se v soudasnosti zkous$i fada preparati, napt. thalidomid a lenalidomid
- imunomodulaéni a antiangiogenni 1éky, lumiliximab - monoklondlni protilatka anti-CD23,
ofatumumab — humanni protilatka anti-CD20, oblimersen - antisense oligonukleotid proti bel-2,

bortezomib - inhibitor proteasomu a dalsi.



2.4 CLL - shrnuti

Diagnostika i 1é¢ba CLL zaznamenala v uplynulych 10 letech nebyvaly pokrok, ktery umozZiiuje
lépe zhodnotit prognézu nemocnych jiZ v dobé diagnézy a tedy individualizovat 1é&bu podle
rizika s cilem maximalizace efektu a minimalizace neZadoucich G&inkil. VySetfeni mutaéniho
stavu IgVH a genetickych aberaci metodou FISH je nyni vhodné (pokud to ekonomické aspekty
dovoli) provadét u maximalniho moZného poctu pacientl v ramci komplexniho zhodnoceni
rizika, nicméné aZ do potvrzeni prognostického vyznamu vramci  randomizovanych
prospektivnich studii by nemél byt 1é¢ebny piistup (snad s vyjimkou poskozeni signdlni drahy
p53) ovlivnén témito novymi faktory. Doslo k odklonu od paliativni 16&by smérem k vysoce
u¢inné chemoterapii a chemoimunoterapii s pronikavym zvySenim lééebné odpovédi a doby do
progrese. Vysledky probihajicich randomizovanych multicentrickych studii pfinesou kyZenou
odpovéd na postaveni jednotlivych kombina¢nich rezimii s purinovymi analogy a

monoklonélnimi protilatkami a zlepSeni 1é8ebnych vysledkd u nemocnych s CLL.



3. Angiogeneze - teoreticky uvod

3.1 Pour L., Hajek R., Biichler T., Maisnar V., Smolej L.: Angiogeneze a antiangiogenni terapie
u nadortl. Vniti Lék 2004; 50(12):930-8.

3.2 Smolej L., BeneSova P.: Vyznam angiogeneze u malignich nadort. Acta Medica (Hradec
Kralové) Suppl 2005; 48(2):69-72.
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Souhrn
Fyziologicka angiogeneze hraje roli béhem hojeni ran, rovnéZ b&hem reprodukéniho cyklu Zeny
a b&hem embryondlniho vyvoje. Angiogeneze je ale nezbyina i pro rast nddoru a jeho metastazo-
vdni, a prote tedy pFedstavuje pochopitelny cil nadorové terapie. Angiogeneze je sloZity proces,
Lkiery je piisné regulovidn pro- a antiangiogennimi riistovymi faktory. Patologicka angiogeneze je
charakterizovdna bud zvyienou (nidory), nebo nedostateénou (napf. ischemicka choroba srdeé-
ni) neovaskularizaci. Avaskuldrmi tumory jsou inhibovany ve svém ristu kviili svému nedostateé-
nému zdsobeni krvi. Proto, aby niadory zataly rist, je nutny tzv. ,angiogenni switch®, béhem
kterého se zvysi aktivita proangiogennich faktorii a rovnovaha se posune na jejich stranu oproti
inhibitorim angiogeneze. Nadorové buniky €asto samy produkuji rastové faktory (napr. VEGT)
a vytvareji podminky pro tento angiogenni switch. V antiangiogenni terapii se vyuZivaji dva p¥i-
-stupy: 1. sniZeni aletivity proangiogennich faktoru, 2. terapie vyuzivajici endogennich inhibitord
angiogenese. V tomto souhrnném élanku jsou popsany perspektlvnl antiangiogenni léky, aktualné
zkounSeny v klinickych studiich. .

Kliéova slova: Angiogeneze - Antlangiogennl terapie - Rakovina '

Summary: Pour L., Hijek R., Buchler T., Maisnar V., Smolej L.: Angiogenesis and Antxangmgemc
Cancer Therapy

Physiologic angiogenesis takes place during tissue growth and repair, during the female repro-
ductive cycle, and during fetal development. Angiogenesis is also required for tumor growth and
metastasis and, therefore, represents an exciting target for cancer treatment, Axglogenesis is
a complex process that is tightly regulated by pro- and antiangiogenic growth factors. Pathologic
angiogenesis is characterized by either excessive {eg. cancer) or inadequate (eg. coronary artery
disease) neovascularization. Avascular tumors are severely restricted in their growth potential
because of the lack of a blood supply. For tumors to develop in size and metastatic potential they
must make an “angiogenic switch” through perturbing the local balance of proangiogenic and
antiangiogenic factors. Frequently, tumors overexpress proangiogenic factors, such as vascular
endothelial growth factor, allowing them to make this angiogenic switch, Two strategies used in
the development of antiangiogenic agents involve the inhibition of proangiogenic factors (eg.
anti-vascular endothelial growth factor monoeclonal antibodies) as well as therapy with endoge-
nous inhibitors of anglogenesm Emerglng antiangiogenic agents currently in chnmal studies are
discussed in this review.

Key words: Angiogenesis - Antiangiogenic therapy - Cancer
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sud Zadny 1ék z této skupiny nepfekroéil hranice
klinickych studii, nékteré vysledky se zdaji byt
velice povzbudivé. V soufasné dobé je zkouZeno
vice nez 40 latek s antiangiogenim efektem, z nichz
nékteré jiZ podstupuji fazi III klinickych studii (12,
68,- 93). Nelze si nepoviimnout skutefnosti, Ze
u fady dobfe znamych 16¢iv je nyni nové doklado-

Uvod

Angiogeneze je novotvorba cév fyziologicky se
vyskytujiel pfi embryogenezi, hojeni ran a ve vajeé-
nicich a déloini sliznici p¥i menstruaénim cyklu.
Souvislost nadorového bujeni a angiogeneze byla

objevena Folkmanem v roce 1971 (26). Po tomto
objevu se soustfedilo dsili minoha vyzkumnikd na
detailngjsi rozpozndni regulace angiogeneze. Ci-
lem nebyla jen moZnost ovlivnéni nddorového ris-
tu, ale i ostatnich na angiogenezi zdvislych one-
mocnéni. Od druhé poloviny devadesatych let dva-
cdtého stoleti 1ze pozorovat ndstup klinickych stu-
dif vyuzivajicich antiangiogenni léky. Ackoli dopo-

vén i antiangiogenni efekt. Znovu je ovéfovan je-
jich mechanismus déinku (61).

Antiangiogenni lé¢iva maji nékolik rozdilnosti
oproti klasické cytostatické 16éb&. Obecné ufinkuji
pomaleji a jsou lépe tolerovana. Pti jejich pouZiti
mitZe byt porufeno hojen{ ran a fertilita. Na rozdil
od cytotoxické terapie nemusi byt terapie orgdnové
specifickd. Orgédnové specificita antiangiogenni te-
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rapie nebyla doposud popsdna. Je mo#né synergis-
tické pouZiti s ostatnimi protinddorovymi léebny-
mi postupy. ProtoZe antiangiogenni terapie nemusi
nutné zasahovat nddorové busiky, nen{ pro hodno-
ceni lé¢ebné odpovEdi nejpodstatnéjsi redukce ob-
Jemu nadoru, ale &as k progresi, piipadné délka
preZiti(42).

N12e Jjsou nejprve ve strunosti zminény nékte-
ré zékladnf skuteénosti o anglogenezi, jejim vztahu
k nadorévému rastu, bunééné signalizaci a meta-
stazovani. Nédsledné je uvedeno zdkladni rozdéleni
antiangiogennich 1é¢iv do skupin s vybranymi pii-
klady.

Zavislost anglogeneze a nadorového
ristu

Piavodni Folkmanova hypotéza, Ze nadorovy
rist je zavisly na angiogenezi a kazdé zvySeni né-
dorového rastu je dzce spojeno s ristem novyeh

kapilar, je dnes obecné pfijimanym faktem. Zjed-
nodufené, zvyseni ristu nddoru nezbytné vyzaduje
zvyieni rastu cév (83). Dostupns data ukazuji, Ze
zablokovani angiogeneze je i¢inné nejen pro Iéébu
solidnich néddor1, ale i pro kontrolu ristu hemato-
logickych nddorovych onemocnéni (9, 24, 50, 55,
80).

Bunééna signalizace
&

Bylo prokdzano, Ze nadorové bunky stimuluji
proliferaci endotelovych bunék, ale zdroveri endo-
telové buriky pasold parakrinné na vlastni nadoro-
vé buriky. Stimulace je tedy oboustranna - reciprod-
ni. Angiogeneze je velmi sloZity proces, ve kterém

.je zapojeno obrovské mnoZstvi genl a produkti

téchto genit z nddorovych i normédlnich tkani. Pod-
le vysledné pFevahy jednotlivych zapojenych fakto-
i je angiogeneze tlumena nebo aktivovdna (12,

Tab. 1. Endogenni stimuldtory a inhibitory angiogeneze podle Brema

Stimuldtory

Inhibitory

Angiogenin
Angiotropin
Epidermal growth factor

Ristové faktory

Platelet-derived growth factor-BB
.Tumor necrosis factor-alpha (TNF)

Fibroblast growth factor (acidic and basic) (bFGF)
Granulocyte colony - stimulating factor
. Hepatocyte growth factor/scatter factor (HGF)-

Vagcular endothelial growth factor (VEGF}

Proteinazy (MMP) a
.inhibitory proteindz -

Cathepsin
Gelatinase A&, B
Stromelysin -

{uPA)

Urckinase-type plasminogen activator

Tissue inhibitor of metalloprotemase
(TIMP-1. TIMP-2)
Plasminogen actwater—mhlbltor-l (PAI-1)

Onkogeny cmyc
ras
¢-sTC
v-raf

c-jun

p33 Rb

Thymidine phosphorylase-
Farnesyl transferase
Geranylgeranyl transferase

Enzymy signalnich drah

Cytokiny Interleukin-1
Interleukin-6

Interleukin-8

Alpha v beta integrin
Angiopoietin-1 -

Angiostatin II (AT1 receptor)
Endothelin (ETB receptor)
Erythropoietin

Hypoxia

Nitric oxide synthase
Platelet-activating factor
Prostaglandin E
Thrombopoietin -

Endogenni modulitory

Angiostatin (fragment plasminogenu)
Anigopoietin-2

Angiotensin

Angiotensin I {AT2 receptor)
Cartilage derived inhibitor (CDI)
Caveolin-1, caveolin-2

Endostatin

Heparinasy
Interferon-alpha/beta/gama
Isoflavones

Kringleb (fragment plasminogenu)
2-metoxyestradiol

Platelet factor-4

Prolactin (16 Kd fragment)
Retinoidy

Tetrahydrokortisol
Thrombospondin

Troponin-1

Vasculostatin

Vasostatin

Stopové prviy

Zinek




25). S trochou nadsdzky lze konstatovat, Ze se se-
znam téchto faktord rozristd kazdym dnem.

Angiogeneze a invazivita
a metastazovani

i Tyto udélosti jsou velice dzce spojeny. DileZi-
tou vilohu zde majf protkindzy, zvlasté MMP (mat-
rixmetaloproteindzy). ZvySeni jejich aktivity je
nutrié pro migraci endotelovych bungk a pro mig-
raci a §ffen{ nddorovych bunék. Vétéina antiangio-

gennich 1€kt ma rovnéZ Wéinek antimetastaticky
a antiinvazivni (9, 41_}.

Aktivni molekuly uplattiujici

$e vV procesu angiogeneze

Znamé faktory jsou uvedeny v tabulce 1. Polet
znédmych angioaktivnich litek se neustile rozras-
td4. Brehm déli tyto faktory do sedmi skupin: rasto-
vé faktory, proteindzy a jejich inhibitory, onkoge-
ny, cytokiny, enzymy signalnich drah, endogenni
moduldtory a stopové prvky (10), Velky vyznam
pro zahdjenf angiogeneze a pro §feni nddoru maji
proteolytické enzymy (83, 41).

Nejvyznamnéjsimi aktivatory angiogeneze

jsou vaskuldrni endotelovy riistovy faktor (VEGF),

basicky fibroblastovy ristovy faktor (bFGF) a he-

patocytdrni rastovy faktor (HGF) (83). Nejvétsi

vyznam pro proces angiogeneze viak ma VEGF.
Ten reguluje vaskuldrni proliferaci i permeabilitu,
funguje jako endotelové specificky mitogen a rov-
néZ jako anti-apoptoticky faktor v endotelovych

burikdch novotvofengch cév. Je zndmo celkem Sest

élend VEGF rodiny - VEGF A-E, a placentarni
rustovy faktor. VEGF se uplatiiuje ve viech proce-
sech angiogeneze. Jeho exprese je potencovina
mnoha faktory, mezi nejsilnéjsi pat¥i hypoxie, p¥i
zvySené produkei VEGF je zvyiena permeabilita

cév, cof vede k dniku plazmatickych Proteim‘i avy-

tvofeni tzv. extravaskuldrniho fibrinového gelu,
ktery funguje jako substrat pro rist endotelovych
i nadorovych bunék (43, 83). Biologick4 vidinnost
VEGF je zprostfedkovana pomoci tyrosinkindzo-
vych receptorii. Zndmé jsou &tyfi typy: VEGFR1
(Ftll), VEGFR2 (FIkI/KDR), NP1 a VEGFRS.
* Prozkoumadn je vyznam VEGFR1 a VEGFR2, které
maji hlavni dlohu v angiogenezi, dalsf dva jsou
teprve neddvno objevené a jejich vyznam je zatim

nejasny (9). Exprese VEGF je asociovana s nddoro- .

vym ristem, angiogenezi a metastazovanim. Hla-
diny VEGF se jevi jako prognosticky faktor u celé
fady lidskych niadord. Exprese VEGF je asociovdna
se zhorSenou prognézou u akutni myeloidn{ leuks-
mie (5), karcinomu prsu (20), karcinomu tlustého
stieva (36), hepatoceluldrntho karcinomu (18),
bronchidlnich tumord (54, 76) a ovaridlniho karci-
nomu (56). Nap¥. ve studii u pacienti s primérnim
plicnim nddorem (rdézného histologického typu) di-
nil medidn pFeZiti u pacientt s nizkou hiadinou

VEGF v séru 151 mésich oproti 8 mésiciim u pa-
cientt s vysokou hladinou VEGF (54). Tyto skuted-
nosti vedou k oprdvnénym pokustm o inhibiei
VEGF jako protinddorové terapie.

Angiogeneze je fyziologicky tlumena nékolika
endogennimi inhibitory, mezi kterymi lze zduraz-
nit pfedevsim angiostatin, thrombospondin, endo-

statin, thdfiové inhibitory protedz (TIMP) (25, 41,

43, 83) Dal%{ jsou uvedené v tabulce 1.

Existuji i endogenni l4tky, jenZ mohou ptisobit
jako stimuldtory i inhibitory v zavislosti na jejich
koncentraci, mikroprostiedi a p¥itomnosti jinych
faktordt. Mezi tyto patti TNF-alfa (tumor nekroti-
zujici faktor alfa), TGF-beta (transformujici riisto-
vy faktor beta), [L-4 (interleukin 4) (83).

Velké mnozstvi soufasnych experimentt se za-
byvd médi jako prvkem nutnym pro novotvorbu
cév. Méd je dllezitym kofaktorem rastovych fakto-
ra angiogeneze. Proto jeji deplece brzdi angiogene-
zi, CehoZ se snaZi vyu¥it v¥zkumnici i pro klinické
aplikace (15, 57).

Mnoho soudasnych praci se zabyva roli supre-
sorového genu p53 v angiogenezi. Mutace genu pb3
koreluje se sniZenou expresi trombospondinu, ZVY-
Senou angiogenezi a maligni progresi. P¥i piitom-
nostitzv. wt-p53 (wild type) je vedle indukee apop-
tézy soucasné inhibovina i novotvorba cév (42).

Antiangiogenni terépi‘e

Léky inhibujici angiogenezi mohou wéinkovat
dvéma zptlsoby: 1. blokovat dinek stimulatord
angiogeneze; 2. zvySovat aktivitu angiogennich
inhibitord. Podle uéinku lze antiangiogenni léky _
délit na Sest skupin: :
inhibitory proteindz; ‘ -
inhibitory migrace a proliferace endotelu;
inhibitory angiogennich rastovych faktort;
léky inhibujici endotelové specificky integrin;
chelatory médi;
léky s nejasnym déinkem. _

.V nésledujicich odstavcich je uveden p¥ehled
jednotlivych skupin antiangiogennich 16k, zv145t&
téch, kterd jsou jiZ ve fazi klinického zkouseni.

o o 0

Inhibitory proteindz ) '
V tabulce 2 jsou uvedeny jednotlivé inhibitory

proteindz. Déle jsou popsdny nejsledovangjsi 1éky

z této skupiny.

Marimastat byl prvnf inhibitor metaloprotei-
naz testovany na lidech. Pokusy prokézaly vybor-

.nou dostupnost pfi perordlnim poddni. Ve fazi 1.

klinické studie se u pacientd vyskytly pouze fibro-
myalgie, které po vysazeni léku ustoupily. Proza-
timni vysledky jsou povzbudivé p¥i 168bé karcino-

‘mu rekta, vajeénikd, prostaty a pankreatu (85). -

Velka studie fize II vSak nepotvrdila zvyent me-
didnu pfeZiti a uZit{ marimastatu dokonce sni%ilo
kvalitu Zivota u malobun&&ného plicntho karcino-
mu (71). :
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Tahb. 2. Inhibitory proteindz

Lék Mechanismus ucinku Stav vyzkumu Zdroj
Marimastat Synteticky inhibitor Féze II1 British Biotech
metaloproteindz Karcinom plie, pankreatu,
Mealigni gliom
COL-g Synteticky inhibitor Féze III Collagenex
i metaloproteindz, derivdt Nadory mozku,
F tetracyklinu Kaposiho sarkom
BMS-275201 .. - Synteticky inhibitor Féze I Bristol-Meyers Squib
metaloproteindz Kaposiho sarkom,
Poleroéily karcinom plic faze A
‘ FIIE - :
AG3340 Synteticky inhibitor Fdze III Agouron/Warner/
Primomastat metaloproteindz Karcinom piic, Lamberi
Karcinom prostaty
CGS 27023A Synteticky inhibitor Féze VII Novartis
metaloproteiniz
AE-941 Neovastat Prirodni inhibitor Faze III Aeterna
metaloproteinaz Karcinom plic,
mnohoéetny myelom
Bay 12-9566 Synteticky inhibitor Féze 111 Bayer
. metaloproteindz Karcinom plie,
Karcinom pankreatu,
Karcinom ovaridlni
Dalteparin Nizkomolekuldrni heparin Fdze TIE Komeréné dostupny
Karcinom prostaty
. . Karcinom plig
Penicilamin Inhibitor urokindzy, médi Féze I1 Komeréné dostupny
; Glioblastom ,
Tab. 3. Inhibitory proliferace a migrace endotelovych bunék
Lék Mechanismus téinku Stav vyzkumu Zdroj
TNP-470 Inhibuje rast endotelovych Faze Il TAP
bungk
Squalamine Inhibuje Na-H vyménik Faze 1T Magainin
Combrestatin Indukce apoptézy Fdzel Oxigene
‘v proliferujicich endotelovych .
bufikach
Angiostatin Inhibice endotelovych bundk Fizel _
Endostatin Inhibice endotélov:?ch bunék Faze I EntreMed
Penicilamine i{ Inhibice médi bézné dostupny
Farnesyl transferasa Blokuje migraci a proliferaci Faze I NCI
inhibitor i endotelovych bundk
2-Metoxyestradiol i! Inhibice endotelovych bungk Faze VII EntreMed
LYS817615 Inhibiter proteinkindzy C beta | Fdze 111 Iymfomy, NCI
: karcinom prostaty
R115777 Inhibice endotelovych bungk Fiazel Janssen
Genistein Sojovy isoflavon Faze 111 NCI
SCH 66336 Inhibice endotelovych bunék Fazel Schering

Neovastat je p¥irodnf produkt ze Zraloci chru-
pavky pouZivany perordlné ve formé suspenze.
V klinickych studifch byl velmi dobfe tolerovan.
Vyskytly se jen mirné gastrointestindlni obtiZe.
I kdy? je jeho toxicky profil pfiznivy a diplné zhod-
noceni jeho protinddorové vdinnosti neni pfesné
zndmé, zda se, e jeho zdsadni p¥inos nebude pro-
kézan (22, 29,32).

Prinomastat AG3340 je synteticky produkt
podavany perorélng, selektivng inhibujfc{ metalo-
proteindzy MMP 9 a MMP 2 a MMP13. Je velmi
dobfe tolerovan, nejéastéjii nezddouei ddinky jsou
bolesti muskuloskeletdlntho systému a unava.
Probihaji studie faze III u pacientt s karcinomem

. prostaty a bronchidlnim karcinomem. Jsou publi-

kovany vysledky z fdze II klinické studie u pa-
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cientdl s myelodysplastickym syndromem, kde
z celkem 28 pacient® na transfizich zdvislych byl
u péti pacientd prokdzén dobry hematologicky
efekt (47). _

Dalteparin je nizkomolekuldrni heparin
s prokdzanym antiangiogennim efektem, v souas-
né dobé je uZivdn fasto v kombinaci s ostatnimi
cytostatiky pro 1é¢bu pokroéilych nddorovych one-
mocnéni (84). 7

C)statm zminéné léky jsou zatim na pofatku
klinického zkoudeni (14, 31, 45, 53). Nutno zminit,
Ze metaloproteindzy, konkretne MMP-2, maji pi-
my vliv na vznik jednoho z inhibitora angiogeneze
- thrombospondinu. Tato skutetnost miiZe sniZzovat
déinek inhibitort proteinz v klinickém pouZiti (42).

Inhibitory prohferace a migrace endotelo-
vych bunék
V tabulee 3 jsou uvedeni vybram zastupei teto

skupiny. Dile jsou popsany nejsledovane_]m 1léky -

z této skupiny..

TNP-470 je derivat fumagilinu, pfirozené se
vyskytujiciho se inhibitoru angiogeneze. Ze sougas-
nych poznatkd z klinického testovdni je zndma re-
verzibilni toxicita CNS. U pokroéilého rendlniho
karcinomu ‘nebyla prokdzdana klinickd uéinnost
(52, 73). Hodnoceni tifinnosti prozatim neni moZné.

Squalamin je produkt ziskany ze Zralogich
jater ve fazi I klinického zkouseni. Podobng jako
u Neovastatu (Zralo®i chrupavka} se zd4d toxicky
profil vynikajici, ale d&innost nizk4d (12). -

Endostatin je pfirozens se vyskytujici inhibi-
tor angiogeneze, ktery by dle féze I klinickych stu-
dif mohl byt p¥islibem pro 1é¢bu (13, 77).

Angiostatin je rovnéZ endogenni inhibitor an-
giogeneze. ViZe se na povrch endotelovych bungk,
ve kterych indukuje apoptézu a inhibuje jejich for-
movéni a migraci. Jeho plisobent je synergistické
s endostatinem (33, 51). Preklinicky se testuje je-
jich spoleéné vyuZiti v podobé antiangiogenni geno-
vé terapie (69). Princip metody spoéivé v pfenosu
genu {gent) pro tvorbu inhibitoru angiogeneze do

bungk organismu. Z vlastnfho téla (napf. svalové
tkansd) se vytvo¥i tovarna® na vyrobu angiostatinu

Tab. 4. Inhibitory ristovych angiogennich faktord

(42). Viastni pouZiti angiostatinu pro klinické studie
je limitovéno jeho ndroénou laboratorni vyrobou.

Inhibitory riistovych angiogennich faktora

(0 vBech potencionélnich 1é¢ivech této skupiny
uvedenych v tabulce 4 kromé interferonu a snad
anti-VEGF plati, Ze jsou na poéatku klinického
zkouSeni a informace jsou pfedb&iné.

Interferon alfa je antiproliferativni lék,
u kterého byla rovnéZ potvrzena inhibice produkee
bFGF a VEGF. Jde o 18k s pomé&rné Sirockym spek-
trem gink? a rovnéZ dob¥e zndmych neZddoucich
Uéinkt (2, 32). Neni ujasnéno, jak velkou roli hraje
jeho antiangiogenni d&inek, ani zda jej lze nové
vyuZit kroms jiz znamych indikaci v 16¢b& nadoro-
vych onemocnéni. Plati pro ngj vyse uvedeny ko-
mentaF, Ze jeho antiangiogenni efekt byl ,dodatec-
né dohleddn®.

RhuMAb-VEGF (bevacizumab) je prvnf kli-
nicky zkouSenou antiangiogenni monoklonalni
protildtkou. V experimentédlnich modelech in vitro
a in vivo vyrazné sniZoval hladinu VEGF selektiv-
ni inhibici receptoru VEGFR 2 (KDR/F1k-1,) inhi-
boval rist ndderu na mySim modelu (12). Za zmin-
ku stoji i vySe uvedena skutefnost, Ze zvySend
predlédebnd hodnota VEGF méZe mit u nékterych
nadorit znaénou prediktivni hodnotu pro 1éébu.

Pouziti bevacizumiabu je pomérnd netoxické.
Z nezadoucich i&ink se objevuji nejéastéji piizna-
ky chiipky, teplota, bolest hlavy, t¥es, hypertenzni
reakce. Bevacizumab byl hodnocen ve fazi IT klinic-
ké studie u 104 nelédenych nemocnych s metasta-
zujicim kolorektdlnim karcinomem. Nemocnf byli
randomizovani do t¥{ ramen, a to se standardni
1éébou (5-fluorouracil + leukovorin), ramenem se
stejnou Ié6bou a bevacizumabem v diavee 5 mgkg
intravenézné ka?dé dva tydny nebo do ramene
s bevacizumabem v d4vce 10 mg/kg. Lééebnd odpo-
vaéd byla pozorovani u 17 % pFipadd pH pouZiti
standardni 1é¢by, u 40 % pii pouziti nizké davky
a v 24 % pripadd p¥i pouiiti vysoké davky bevaci-
zumabu. Korespondujicf doba do progrese byla 5,2
mésice pro standardni 1é¢bu, 9,0 m&sict pro nizkou
a 7,2 mésice pro Vysokou davku bevamzun’i:abu

i
1

Lék Mechanismus téinku Stav vyzkumu Zdroj
RhuMab-VEGF Monoklondlni protilatka Fiaze I1 Avastin, Genentech
(bevacizumab) blekujici déinek VEGF
ZD6474 Blokuje signdlni drihy Féze IL Zeneca

receptort VEGF Mnohodetny myelom :

. Karcinom plic

SU6668 Blokuje signélni drahy Fizel Sugen

receptorti drihy receptor

VEGF, bFGF, PDGF
Ribozyme Snizuje mpoZstvi mENA pro Fdzel Ribozyme

) tverbu VEGF receptorG ’ Pharmaceutical Inc.
PTK787/ZK22584 “Blokuje receptor pro VEGF Fazel | Novartis
Suramin ' Blokuje navdzan{ ristovych Fize 11 Komer&né dostupné
. faktorti na jejich receptory
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Medidn pieZiti byl 13,6 mésice pro standardni che-
moterapii a 16,1 mésice pro vysokou ddvku bevaci-
zumabu, pfitem?Z pro nizkou ddvku jedté nebylo
medidnu pfeZiti dosaZeno (37). RovnéZ jini vy-
zkumnici prezentovali slibné vysledky klinickych
studii faze II u karcinomu prsu a plic {17, 30, 72).
Intenzivni klinické hodnoceni pokratuje a na konei
roku 2003 nelze vice upfésnit perspektivitu této
monoklondlni protilatky.

Firma Sugen vyviji fadu ldtek, jejichZ mecha-
nismem uéinku je interakce s receptory pro angio-
genni faktory. S1U11248 pat# mezi né a ma velice
slibné 1éinky u akutni myeloidni leukémie, kde ve
studii faze I do8lo k vice neZ 50 % redukci blasth
v perifern{ krvi u 18 ze 16 pacienti (1).

PTE787/ZK 222584 je inhibitor receptori
VEGFR1 a VEGFR2 aTovné? slabé inhibuje recep-
tory pro PDGF (48). Nejnovéji jsou publikoviny
vysledky faze I klinické studie u akutni myeloidni
leukémie a myelodysplastického syndromu.
U akutni myeloidni leukémie nebyla prokdzana
objektivni odpovéd na 1é¢bu (64).

Léky inhibujici endotelové specificky integrin

Integriny jsou daleZité adhezni molekuly podi-
lejici se na regulaci angiogeneze. U nadora prsu
byla potvrzena negativni prognostické hodnota pfi
jejich zvy%ené expresi. Protildtky proti integrinu
maji preklinicky prokdzany protinddorovy efekt.

Vitaxin I a I jsou protildtky blokujici integrin
alfa:v-beta3 na povrchu endotelovych bungk.
V soudasnosti je klinicky zkouen u leiomyosarko-
mu. P¥i dosavadnim pouziti byla tato 1ééba bezpeé-
nd a pomérné d&innd (58, 59).

EMD121974 patti mezi tzv. ,malé molekuly“
blokujici integrin na povrchu endotelovych bunék.
Kiinické studie jsou ve fazi I/I1 (75).

Chelatory médi

Nejnovéjéi studie potvrzuji hypotezu Ze méd se
vyznamn& podili na pfesmyku normélniho klidové-
ho endotelu do proliferaénfho stddia aktivovaného
rastovymi faktory. Méd je vyznamnym kofaktorem
ristovych faktori a p¥i jejim nedostatku jsou fak-
tory neii¢inné, endotelové buiiky zlstdvaji v GO
fazi nebo podléhaji apoptéze. Bylo prokdzéno, Ze
dieta s nizkym obsahem médi a terapie penicilami-
nem sniZuje novotvorbu cév (12, 15). Do této skupi-
ny lze zatadit penicilamin, kaptopril a tetrathio-
molybdat (57). :

Penicilamin m4 giroky antlangmgenm efekt,
blokuje migraci a proliferaci endotelovych bunék
pomoci vychytavan{ médi. Jeho sulfhydrylové sku-
piny se podilejf na vzniku angiostatinu. M4 inhibié-
ni Bdinek na nékteré proteinazy. Zevnim nedostat-
kem mé&di je jeho protinddorovy ufinek umocnén.
Je komeréné dostupny a probihaji fize II klinie-
kych studif (12, 83).

Captopril je komeréné dostupny lék, inhibitor
angiotenzin-konvertujiciho enzymu. Pro tento 18-
nek je rutinné pouZivany v 16¢bé vysokého tlaku.
Je rovnaZ cheldtorem médi a zinku a inhibitorem
MMP (85). Proto bylo zahdjeno klinické testovani

jeho protinddorové déinnosti (84). Vysledky zatim
nejsou k dispozici.

Léky s nespecifickym mechanismem tiéinku

Do této skupiny jsou zde zaFazeny léky, které
nepatii do ani jedné z vyse uvedenych skupin. Je-
jich Géinek neni presné definovan, obecné se viak
uzndvd, Ze ¢dst jejich efektu je i antiangiogenni.
Typickd je tato skutefnost pro skupinu imunomo-
dulaénich 1kt (immunomodulatory drugs; IMiDs)
s prokdzanym antiangiogenmim uéinkem.

Thalidomid, Actimid a Revimid jsou repre-
zentanty této skupiny 1ék. Thalidomid byl prvnim
klinicky zkouSenym lékem této skupiny, jeho me-
chanismus dfinku neni doposud zcela znam, ale
antiangiogenni efekt je vieohecné uzndvan. Dalsi
maji vyrazné vyssi imunomodulaéni aktivitu nez
thalidomid. Zpravy z prvinich studif ukézaly, Ze
IMiDs mohou zvySovat proliferaci T lymfocyti, ak-
tivitu NK bunék, zvySovat u riznych typlt bunék
produkei IL-2, IL-12, protizdnétlivych cytokind
véetné IL-10, a naopak sniZovat ¢ blokovat pro-
dukci prozdnétlivych cytoking typu TNF alfa, I1-1
beta, a jinych. Vyslednym efektern IMiDs tedy
mit¥e byt p¥imy i nep¥imy inhibiéni efekt na rist
nédorovych bunsk (16, 49, 63).

U thalidomidu jsou zndmé i dlouhodobé vysled-
ky 16&by. Zd4 se, Ze je dobfe Wéinny u relabujicich
& refrakternich myelom, zvl45té pak v kombinaci
s dexametazonem (23). Zde je uveden priklad asi
nejvetsi studie u relabyjicich nemocenych s mnoho-
detnym myelomem. Studie fdze II zapodata Arkan-
saskym centrem v roce 1998 hodnotila celkem 169
pacientd s relabujicim/refrakternim onemocné-
nim, ktefi byli lééeni Thalidomidem bez kombinace
s jinymi 1éky. U 50 % pacientii poklesla hladina
monoklondlntho proteinu alespoii o 25 %, toto za-

“ hrnuje 33 % pacientd s poklesem o vice neZ 50 %

a 11% procent pacienti dosdhnuviich celkové re-

" mise, tedy Uplné vymizeni monoklonalniho protei-

nu. Po 4 letech sledovdni ziistdva v celkové remisi
9 % pac1entu a 25 % sdle Zije. Touto studi byla
potvrzena 1 lepsi ucmnost tha11d0m1du U prognos-
teéni hodnotou beta—2—m1krog10bu11nu au pacientd
bez cytogenetlckych abnormalit. Bez téchto nega-
tivnich faktord pFeZivé 51 % pacienitd, ale s piitom-
nosti alespoii jednoho z nich pouze 14 % pacientl
(8). Lék je pouZfvan perordlné v davce zpravidla
nepfekradujici 400 mg denné. M4 Fadu neZddou-
cich fifinkid véetné proslule zndmé nestastné tera-
togemty Nejéastsji se objevuji sedace, 1inava, za-
vaZn4 periferni neuropatie, koZnf problémy a hlu-
boka Zilni trombdza (23). Logickym krokem tedy
byl vyvej dalsich 16k ze skaupiny nazyvané IMiDs.
Jde o perordlni analogy thalidomidu s vyrazné lep-
8im bezpeénostnim a toxickym profilem, bez tera-
togenity a soudasné o ndkolik #4dW in vitro Wéinnéj-
i (napf. pro. Actimid je uddvana 5 Q00krat vy5Si
inhibice aktivity TNF alfa oproti thalidomidu).
7 vyzkamné lihné firmy Celgene sem patfi nejdéle
zkoumany Revimid (CC-5013) ve fazi II s pfecho-
dem do faze III. Nejnovéji pak Actimid (CC-4047).
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Tab. 5. Léky s nespecifickym mechanismem dfinku

Lék Mechanismus déinku Stav vyzkumu Zdroj
Thalidomid Antiangiegenni Faze I Celgene
imunomodulaéni .
Actimid Imunomodulaéni Faze II Celgene
Antiangiogenni
Reyimid Imunomodulaéni Faze I1 Celgene
E S ) Antiangiogenni
ABT-627 Antagoenisia endotelinového Fazel Abbot
. receptoru .
Halofuginon hydrobromid (Tempostatin) | Komplexn{ antiangiogenni efekt Féze I1I Y NCI
CM1I0UZDO101 Interakee se specifick¥m receptorem | Fdzel CarboMed/Zeneca
IMB62 Blekuje produkei VEGF-a bFGF Faze il 1 Cytran
Celocoxil Cox-2 inhibice Faze V11 Pharmacia
CAI Inhibice kaleiového influxu Faze V11 NCI
Ovaridlni karcinom
Plicni tumory

Limitujiei toxicitou u tohoto 1éku byla neutropenie
atrombéza, doposud nebyla definovand maximalni
tolerovatelna davka (63).

- Dalsilatky uvedené v tabulce 5 jsou v poéatcich
svého klinického zkouSeni a hodnoceni jejich p¥ine-
su prozatim neni moZné (11, 19, 34, 74, 78).

- ZAvér

Antiangiogenni ptisobky déinkuji pomaleji ne#
klasické cytotoxické léky, jsou ale obecné lépe tole-
rovany. Velkou vyhodou je, Ze doposud nebyl po-
psan venik rezistence na antiangiogenni latky: Na

rozdil od cytotoxické terapie nemusi byt vybrana
terapie orgdnoveé specifickd. Orgdnovd specifita an-
tiangiogenni terapie nebyla popsdna, Je moZné sy-
nergistické pouZit{ s ostatnimi protinddorovymi lé-
debnymi postupy. ProtoZe antiangiogenni terapie
nemusi nutné zasahovat nddorové buiiky, neni pro
lééebnou odpovéd nejpodstatnéjsi redukee objernu
nddoru, ale ¢as k progresi pfipadné pfeZiti. Jedn4d
se o zplisob 166by pomérné novy a zda se byt velice
perspektivni, zvl45té pro jeho vySe uvedené pred-
nosti. Zhodnoceni efektn pro 16¢bu nddord je otdz-
kou nésledujicich let a jiZ nyn{ je jasné, Ze pouze
nékteré z vyge uvedenych 1€kt dojdoun Ziriho kli-
nického pouZiti.
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4. CLL a angiogeneze

Lze fici, Ze problematika angiogeneze u CLL je dosud malo prozkoumand. V databazi Medline
Ize nalézt pfi kombinaci kli¢ovych slov ,angiogenesis” a ,,chronic lymphocytic leukemia® pouze
33 odkazG (idaj ze srpna 2007). Angiogenni procesy u CLL jsou vysledkem intenzivnich a
mnohostrannych interakei leukemickych bundk CLL v mikroprostfedi kostni dfend
s endotelovymi ‘buiitkami, stromdlnimi budikami, ,,nurse like™ burikami, sloZkami imunitniho
systému (T-lymfocyty, NK-butiky) a dal8imi, pfi kterych se uplatiiuji nejen pfimé mezibundéné
kontakty, ale také parakrinni ¢&i autokrinni stimulace a inhibice (Obr.1). DilleZit4 studie Kaye et
al. prokazala schopnost leukemickych lymfocytdh CLL produkovat §irokou paletu pro- i
antiangiogennich latek. Bairey et al. zjistili expresi viech tii receptorti pro VEGF v membranové
form& na povrchu CLL bunék, coZ dokazuje moZnost jejich autokrinni stimulace. Stejng jako u
ostatnich hematologickych malignit, jsou moZné dvé zakladni metody hodnoceni angiogeneze:

meéfeni angiogennich cytokind v periferni krvi a hodnoceni neovaskularizace v kostni d¥eni.

- T-Lymfocyty, NK-buiiky

Stromalni buiiky,

\ Lymfocyty CLL nurse-like bufiky

IL-4, TGF-heta

VEGF, hFGF ' '
SDE-1 TGF-beta

% VEGF, hbFGF)

Obr. 1. Komplexni interakce v mikroprostiedi kostni dfené u chronické lymfocytarni leukémie.

4.1 Cirkulujici angiogenni faktory

Prvni zminka 6.angiogennich ukazatelich u chronické lymfocytarni leukémie pochdzi z r. 1995,
kdy Duensing et al.-prokzizali zvySeni bazického ristového faktoru pro fibroblasty (bFGF) v séru
u pilotniho souboru 18 pacientli s CLL. Dosud bylo publikovano nékolik praci zkoumajicich

cirkulujici bFGF i VEGF, n€které viak vykazovaly metodické nedostatky v podob& naprosté
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absence &i nedostate¢ného rozsahu kontrolni skupiny, eventudlng zafazeni i nemocnych, kteH
pfed hodnocenim angiogeneze jiZ podstoupili cytoredukéni 1é&bu. Z hlediska prognostického
vyznamu ukazatel(i angiogeneze byly ve tfech studiich nalezeny vy33i koncentrace bFGF u
pokrodilych vs. ¢asnych klinickych stadii. Molica et al. navic zjistili souvislost mezi vy$si
koncentraci VEGF a Casn€jsi progresi nemocnych z ¢asnych stadii. Bairey et al. publikovali
korelaci mezi sérovym bFGF a antiapoptotickym proteinem bel-2. Z hlediska cirkulujicich
inhibitord angiogeneze jsou k dispozici pouze dvé studie tykajici se sérového endostatinu, kde
nebyly zjistény vyznamné rozdily v koncentracich endostatinu mezi skupinou CLL pacientfl a
zdravymi kontrolami. Kromé endostatinu byla publikovana pouze jedind priace o
trombospondinu-1, a to vjiz zminéné praci Kay et al., ktefi prokdzali produkci mRNA pro
trombospondin bufikami CLL a jeho sekreci do kultivatniho média; cirkulujici trombospondin
méfen nebyl. Prognosticky vyznam endostatinu byl hodnocen ve dvou studiich a nalezena
souvislost mezi vy88imi hodnotami a klinickym stidiem a také kratSim obdobim do progrese.
V jediné pfedchozi studii hodnotici vliv 1é¢by na angiogenni faktory u CLL zjistili Gora-Tybor
et al. vyznamny pokles bFGF a TGF-beta u osmndicti nemocnych léfenych monoterapii
kladribinem. Dosud neexistuje prace hodnoticf angiogenni faktory v zdvislosti na kombinované
16Cb& obsahujici fludarabin, stejné tak nebyla dosud publikovdna studie hodnotici vyvoj
koncentraci VEGF po 1€€b€ CLL. Stejné tak neexistuje prace hodnotici solubilni endoglin
(sCD105) u CLIL.

Z metodického hlediska je nutno poznamenat, 7¢ naprostd vétSina studif hodnotila
angiogenni aktivatory v krevnim séru periferni krve, pouze ve dvou pracech byla pouzita krevni
plazma. Otdzka, zda méfit ukazatele angiogeneze v séru i plazmé je dosud nedofeSena,
nicméné fada praci dokazuje, Ze zejména v pfipadé VEGF je kvantifikace v séru zatiZena
chybou zplisobenou uvolnénim tohoto faktoru z trombocyti pfi tvorbé krevni sraZeniny, z &ehoZ
vyplyvaji vy3si hodnoty v séru ve srovnani s plazmou a pozitivani korelace s podtem trombocyti.
7 tohoto dfivodu je podle naseho ndzoru presnéjSi a lépe vystihujici biologickou aktivitu

stanoveni angiogennich faktorti v plazmé.

4.2 Vaskularita v kostni dieni

Vyznam vaskularity kostni dien¢ u CLL neni dosud zcela vyjasnén, coZ je dano nedostatkem
kvalitnich a rozsahlych studii v této oblasti. Prvni publikace na toto téma z roku 2000 pochazi z
M.D.Anderson Cancer Center v Houstonu; v této publikaci nebyla zjiSténa vySsi angiogeneze ve
dieni vici kontroldm. Problémem této studie v3ak je kromé& malého rozsahu vysetfeného souboru
a kontrol také zcela odlisnd metodika hodnoceni mikrovaskularni denzity (MVD). Naopak

pilotni studie Kini et al zvySemou MVD prokézala. Dosud nejvétsi studie Sezera et al.,
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publikovana pouze formou abstraktu, zjistila kromé& zvySeni MVD oproti kontrolam také
vyznamné vyssi MVD u diftzni vs. nediftzni infiltrace dfen; navic nemocni s vy$§i MVD mali
vyznamné krat$i dobu do progrese. Podobnych vysledki dosahli Molica et al. u skupiny pacienti
s ¢asnou CLL. Wolowiec et al zjistili také vyznamng vy$8i MVD u CLL a také pozitivni korelaci
mezi proliferaci a vaskularitou; neprokazali vak vliv MVD na klinicky priib&h. Ve studii De
Raeveho et al. byla zjisténa vy35i MVD a endotelidlni proliferace pouze u podskupiny s difiizni
infiltraci dien€. Dosud byly publikovany pouze dvé pilotni studie italskych autorfi hodnotici vliv
lécby na mikrovaskularni denzitu kostni dfeng. V prvni z nich bylo 1é¢bou na béazi fludarabinu
dosaZeno vyznamného sniZeni MVD, ve druhé bylo stejného udinku dosazeno pomoci
alemtuzumabu, nikoliv v3ak chlorambucilu. Tato pilotni data naznaluji, Ze podobng jako fada
dalSich klasickych chemoterapeutik, fludarabin, resp. alemtuzumab, by mohly mit také
antiangiogenni U¢inky. Pfi¢in nejednoznalnosti dosavadnich vysledki tykajicich se vaskularity
dfené u CLL je n&kolik. Za prvé, n€které studie mély velmi omezeny rozsah vySetfenych vzorki
(napf. Kini et al. vySetfil 12 pacienti s CLL, ztoho tfi jiZ po 1é¢b&). Za druhé, vysledky
jednotlivych studii jsou t€Zko porovnatelné v disledku pouZiti odli¥nych protilatek k prikazu
endotelu a metodik hodnoceni MVD (napf. metodika ,hot spot” vs. pouZiti ndhodnych poli
v publikaci Aguayo et al). Nutné jsou tedy rozsahlejsi prospektivni studie s pouZitim pokud
moZno porovnatelnych a reprodukovatelnych metodik k objasnéni praktického vyznamu
vaskularity dfené v patogenezi CLL. Pfehled dosud publikovanych studii tykajicich se
vaskularity kostni dfené u CLL podava tab. 6.

Autor, rok CLL Kontroly Marker Metodika Zvyseni MVD
Aguayo, 2000 23 16 vWF MVD ne (zcela odlisna metodika)
Kini, 2000 12 11 CD34 MVD ano
Sezer, 2001 90 ? CD34 MVD ano, kratky PFS
vy$§i MVD u difazni vs. nedifiizni
infiltrace
Molica, 2002 45 12 VEGF  MVD, MSA ano, CasngjSi progrese u vy$&i MSA
Wolowiec, 2004 46 10 CD34 MVD ano, korelace s proliferaci
De Raeve, 2004 26 23 CD34 MVD ano, pouze u difdzni infiltrace
Molica, 2005 12 - vWF MVD  sniZeni po fludarabinu
Maolica, 2007 20 vWF MVD sniZeni po alemiuzumabu

Tab. 6. Pfehled studn hodnoticich angiogenezi v kostni dfeni u CLL.
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PLASMA CONCENTRATIONS OF VASCULAR ENDOTHELIAL GROWTH
FACTOR AND BASIC FIBROBLAST GROWTH FACTOR
IN LYMPHOPROLIFERATIVE DISORDERS

Lukds Smolej', Ctirad Andrys®, Viadimir Maisnar’, Ludék Pour’, Javoslay Mali

Charles University in Prague, Faculty of Medicine in Hradec Kralové, Czech Republic: 2" Department of Internal
Medicine, Department of Clinical Haematology’, Institute of Clinical Immunology and Allergology?®; Masaryk University,
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Summary: Angiogenesis plays a major role in the development and progression of haematological malignancies. In our study
we measured plasma concentrations of key angiogenic activators vascular endothelial growth factor (VEGF) and basic
fibroblast growth factor (bFGF) using comercially available sandwich enzyme-linked immunosorbent assay {(FLISA) in 37
patients with lymphoid malignancies and 20 healthy donors. We found a statistically significant increase in bFGF con-
centrations in patients with B-cell chronic lymphocytic leukemia (B-CLL, n=18) compared to the control group (median
118.8 vs. 9.3 pg/ml, p<0.001). However, we didn’t find any significant difference in VEGF concentrations between B-CLL
patients and the control group. There was also no significant increase in BFGF or VEGF in patients with multiple myelo-
ma (n=7) and non-Hodgkin’s lymphoma {n=12). Our pilot study shows that measurement of angiogenic activators in plas-
ma is a feasible and reproducible method of angiogenesis assessment. Larger studies are needed for correlation between
serum and plasma concentrations and detailed statistical evaluation including the impact on patients’ survival.

Key words: Angiogenesis; VEGE: bFGF; Leukemia; Lymphoma; Myeloma

Angiogenesis is involved in pathogenesis and progressi-
on of haematological malignancies (3,4,5,6). Increased an-
giogenesis has been found in acute and chronic leukemias,
lymphomas, multiple myeloma, myeloproliferative diseases
and myelodysplastic syndromes. Recent studies have also
correlated increased angiogenesis to inferior clinical outco-
me and shorter overall survival (4). Determination of angi-
ogenic cytokines in peripheral blood is a common method
of angiogenesis assessment (7,8). However, angiogenic fac-

tors have been usually measured in serum rather than plas-
ma. Because serum levels of angiogenic factors can be inc-
reased by release from platelets during clot formation (2,9),
we evaluated feasibility of measuring EDTA plasma con-
centrations of angiogenic activators - basic fibroblast
growth factor (bFGF) and vascular endothelial growth fac-
tor (VEGF) using commerciaily available sandwich enzy-
me-linked immunosorbent assay (Human bFGF and VEGF
Quantikine ELISA kit, R & D Systems, MN, USA} in 37

Tab. 1: Plasma bFGF and VEGF - descriptive statistics and results of Mann-Whitney U test. B-CLL, B-¢ell chronic lym-
phocytic leukemia; NHI., Non-Hodgkin’s lymphoma; MM, multiple myeloma; CI, confidence interval; NA, not applicable.

Al concentrations are in pg/ml.

VEGF (ELISA) n Median | Mean SD SE 95% CI of Mean | p-value vs. controls
B-CLL 18 78.8 95.5 88.5 20.9 51.5-139.5 0.69
NHL 12 419 86.9 172.0 49.7 -22.3-196.2 0.3
MM 7 59.7 87.8 48.0 18.1 43.4-132.1 0.54
Coatrols 20 515 85.2 76.1 17.0 49.6-120.8 NA

bFGF (ELISA) ] Median | Mean SD SE 95% CI of Mean | p-value vs. controls

B-CLL 18 118.8 92.7 66.5 15.7 59.7-125.8 <0.001

NHL 12 10.3 16.9 21.4 6.2 3.3-30.5 0.87
MM 7 9.6 13.0 8.6 3.3 5.0-21.0 0.63
Controls 20 9.3 10.7 33 0.7 0.3-12.3 NA

ACTA MEDICA (Hradec Kralové) 2005;48(1):57-58

28

57



200

160 4

140

120

100

80 4

60

20 1 +

b—

= =
NHL M )

Fig. 1: Box plot comparing bFGF levels in patients with B-
celt chronic lvmphocytic leukemia, non-Hodgkin’s iympho-
ma, multiple myeloma and controls. Concentrations are in
pe/ml.

B-CLL Centrols

patients with chronic lymphoid malignancies. The cohort
consisted of patients with B-cell chronic lymphocytic leu-
kemia (B-CLL, n=18), multiple myeloma (MM, n=7) and
non-Hodgkin’s lymphoma (NHL, n=12). Twenty healthy
donors were used as the control group. All samples were
collected from untreated patients at the time of diagnosis.
Median plasma levels of bFGF in B-CLL, NHL and MM
patients were 118.8, 10.3 and 9.6 pg/ml. Median levels of
VEGTF in B-CLL, NHL and MM were 78.8, 41.9 and 59.7
pg/ml. Median plasma levels of bFGF and VEGF in con-
trol group were 9.3 and 57.5 pg/ml (Table 1). Plasma levels
of bFGF in chronic Iymphocytic leukemia were significant-
1y higher in comparison to control group (p<0.001, Fig. 1).
The differences in plasma concentrations of bFGF in multi-
ple myeloma and non-Hodgkin’s lymphoma as well as VEGF
levels in all three discases compared to control group did
not reach statistical significance. Qur pilot study shows that
ELISA measurement of EDTA plasma levels of angiogenic
factors is a feasible and reproducible method of angiogene-
sis assessment. Results concerning significantly increased
bFGF in B-CLL are similar to work of Agunayo and coworkers
(1). It is necessary to confirm these observations by a larger
study which will enable us to compare serom and plasma
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concentration of angiogenic factors and to correlate the
data with patients clinical outcome, Nevertheless, the pre-
liminary results are promising and warrant further investi-
gations.
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Gvod

Plazmatické koncentrace solubilniho endoglinu
“u nemocnych s lymfoidnimi malignitami
Smolej L.1, Andrys C.2, Belada D.!, V. Maisnar!, Zak P.1, Sirok7 0.1, Maly J.!

TUniverzita Karlova v Praze, Lékafska fakuita a Fakultni nemocnice v Hradci Kralové. 2. interni klinika
3Og1déleni klinické hemato]o%ie a Ustav klinické imunologie a alergologic
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Souhrn -
Zvj¥ena angiogeneze byla v posledni dobé prokézéna u akutnich a chronickych leukemit, lymfomd i myeloprolife-
raci. Endoglin (CD105), &len receptorového komplexu pro transformujici ristovy faktor beta {TGF-beta)}, ovliviu-
Je bunénou odpovéd na TGF-beta a je absolutné nezbytny pro angiogenni pochody. Solubilni endoglin (sCD105) je
zvySeny v krvi u nemocnych s nékterymi solidnimi nidory. V na3f pilotni studii jsme méFili sCD105 ELISA meto-
dou v plazmé periferni krve u 75 nemocnych s lymfoidnimi malignitami a 13 zdravych dobrovolniki. Zjistili jsme
signifikantné zvySenou koncentraci sCD10S u nemocnych s chronickou B-lymfocytarni leukemii (n = 42) v porov-
nani s kontrolni skupinou (p = 0,0296). PFekvapivim zjiténim bylo signifikantni sni¥eni sCD105 u nemocnych
s maohocetnym myelomem (n = 13, p = 0,0023). Koncentrace solubiiniho endoglinu se neligily od kontrol u difuzni-
* ho velkobun&éného (n = 12) ani folikulirnthe (n = 8} Iyinfomu. Nate data ukazuji, ze sCD165 jakoZfo nevy ukazatel
angiogeneze u lymfoidnich malignit miize spoleéné s dalSimi angiogennimi cytokiny (jako jsou napi. VEGF - vascu-
- lar endothelial growth factor nebe bFGF — basic fibroblast growth factor) napomocei komplexnéjsimu zhodneceni
angiogeneze 5 cilem pFispét k prognostické stratifikaci u téchto onemocnéni.
Kliéovi slova: endoglin, CD105, angiogeneze, myelom, lymfom, B-CLL

Summary .
Smolej L., Andrys C., Belada D\, Maisnar V., Zik P.; Siroky O., Maly¥ J.: Plasmatic concentration
of soluble endoglin in patients with lympheid malignancies

Increased angiogenesis has been recently reported in acute and chronic leukemias, lymphomas, and myeloprolife-
rative disorders. Endoglin (CD205), 2 mesmber of transforming growth factor beta (TGF-beta) receptor family,
modulates eellular responses to TGF-beta and is absolutely essential for angjogenesis. Its soluble form (sCD105) is
increased in patients with various solid tumors, In our pilot study, we measured peripheral blood plasma concent-
rations of sCD105 using comercially available enzyme-linked immunosorbent assay in 75 patients with lymphoid
- malignancies and- 13 healthy doners. We found a statistically significant increase in sCD105 concentrations in pati-
ents with B-cell chronic iymphocytic lenkemia (n = 42) compared to the control group (p = 0.0296). Suprisingly, pati-
ents with multiple myeloma (n = 13) had significantly lower concentrations of sCD105 in comparison to controls p=
0.0023). We didn’t find significant differences between sCD105 concentrations in patients with follicular lymphoma
(n = 8) or diffuse large B-cell lymphoma (n = 12) and the control group. We conclude that plasma sCD105 is a new
angiogenesis marker in lymphoid malignancies and together with other cytokines (such as YEGF - vascular endot-
helial growth factor and bFGF — basic fibroblast growth factor) might be useful as a part of complex angiogenesis
assessment aimed to improve prognostic stratification of these disorders.

Key words: éndoglin, CD105, angiogenesis, myeloma, lymphoma, B-CLL
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sckvenéni homologii s betaglykanem, tedy TGF-beta
receptovem IIf, a viZe TGF-betal a 3 s vysokou afinitou
(10). CD105 ovliviiuje bunééné odpovédi na TGF-beta,

Angiogeneze, tedy novoivorba cév z jiZ existujici vasku-
latury, je zdsadnim procesemn pii fozvoji malignich nadordl
(1). ZvySend neovaskularizace byla v poslednich letech
zjiftna u fady hematologickych malignit, napf. akntnich
a chronickych leukemii, lymfomi, mnohodetného myelo-
mu & myeloproliferact (2-4). N&které studie v malignich
onemocnént krvetvorby prokdzaly korelaci mezi zvySenou
angiogenezi a nepfiznivym klinickym probéhem (5-6).
Endoglin (CD105) je homodimericky transmembrénovy
. glykoprotein, ktery m# zcela nezastupitelrou ilohu
v angiogenezi. Tento fakt byl prokdzan u my$i s deleci
genu pro endoglin, které umiraji b¥hem &asného intraute-
rinniho” vyvoje na mnohodetné srdedni a cévni defekty
(7-9). CDI05 tvoii souddst receptorového komplexu pro
transformujici riistovy faktor beta (TGF-beta), vykazuje

¢imZ se icastni na vyvoji a remodelaci cév, zejména jako
induktor proliferace endotelii (11). Jeho exprese je speci-
ficka pro proliferujici endotel béhem angiogennich proce-
sit (12). Endoglin miiZe byt uvolnén v solubilni formé
(sCD105) do krevniho ob&hu. Zvyiené koncentrace
sCD105 byly nedavno zjidtény u nemocnych se solidnimi
turnory a u myeloidnich malignit {13-16). Podle nafich
informaci dosud nebyla publikovéna Zddna studie tykajici
se solubiiniho endoglinu u lymfoidnich malignit.

Nemocni a metody _

V nali pilotni prci jsme mé&Fili plazmatické koncent-
race solubilniho endoglinu u 75 nemocengch s lymfoidni-
mi malignitami. Spektrum diagnéz bvlo ndsiedujicis
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leukemie
(B-CLL, n = 42}, mnoholetny myeiom

chronickd  B-lymfocytarni

. ‘ikupma .
(MM, n = 13), folikulami lymfom (FL, gCLL 1
n = &) a difuzni velkobunéény lymforn :DLBCL

(DLBCL, n = 12). Kontroini skupi- FL

nu tvofilo 13 zdravych dobrovel- :’;‘g\:miy
nikfi. Pacieniské vzorky byly ziskdny - -
ad nqlecenych nemocnych. Ethyl-endia-
mmteﬂaoctova kyselina (EDTA) byla
poumq jako antikoagulans. Viechny
vzorky ‘ plazmy byly po centrifugaci
zamraZeny pii teplot® -80 °C aZ do méfe-
ni. Solubilni endoglin byl stanoven pomoci komer&né
dostupného ELISA kit (Human Endoglin Quantikine
ELISA kit, R & D Systems, MN, USA). Méfeni bylo pro-
vedeno podle standardni metodiky doporucené vyrobcem.
Citlivost metody je 0,007 ng/ml. Studie byla provedena dle
zasad Helsinské deklarace, schvalena etickon komisi
a nemocni podepsali informovany souhlas. Statistické ana-
1yza byla provedena pomoci softwaru Analyse-it (Analyse-
it Software Ltd., Velka Britanie). Viechna data byla testo-
vana na normalitu Shapiro-Wilkovym testem. Pokud bylo
rozdeleni dat normaln{ (ve skupiné B-CLL, DLBCL, FL,
kontrol), byl k testovani rozdild koncentraci vici kontrolni
skuping wZit parametricky t-test. V piipadé MM neméla
data normalni rozdéleni, proto byl pouZit neparametrickgr
Mann:Whitneyiv U test. P-hodnoty niz8i nez 0,05 byly
~ povaZoviny za statisticky signifikantoi.

ma); MM

Vysledky

Deskriptivni statistika i vysledky testovani rozdili
v koncentracich mezi jednotlivymi onemocnénimi a kon-
trolni skupinou jsou uvedery v tabulce 1. Solubilni
endoglin byl detekovatelny ve viech vzorcich.
Koncentrace u nemocnych s B-CLL byly signifikantné

vy§s oproti kontrolni skuping (primér + standardni-

odchylka 6,2 = 1,9 ng/ml, 95% IS [interval spolehlivos-
ti] 5.6-6,8 ng/ml vs. 5,0 = 1.1 ng/ml, 95% IS 4,3-5,6
ag/ml, p = 0,0296). Prekvapivé byly vyrazné nizsi kon-
centrace sCD105 u mnohodetného myelomu v porovid-
ni’s kontrolami (3,5 = 1,2 ng/ml, 95% IS 2,8—4.2 ng/ml
vs. 5,0 = 1,1 ng/mi, 95% IS 4,3--5,6 ng/ml, p = 0,0023).

Ol . o :
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Obr. 1. Krabickovy praf kencentraci sCD 1035, Hodnoty jsou v ng/ml.
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Fab. 1. sCDI0S - deskriptival sfatistika a porovndni s Koatrolami.

) ‘__T\Iedién_ - Pramér SDh 95% IS priméru p- hodnota
5.6 62 19 56-68  0,0296
5.3 52 1.8 4,1-6.4 .649
52 5.1 1,3 3,8-0.3 (1834
Al 3.3 1.2 2842 06,0023
5.0 54 1,1 4,3-5.6 -

#yzmFend ke kosntrolni skuping. Zkratky: B-CLL = chronickd B-tymfocyldrni leukemie; FL =
folikulérni lymfom: DLBCL = difuzni velkobungéng lymfom (diffuse large B-celt lymphe-
= mnohodelny myelom; SD = standardni edchylka (standard deviation): 1S, interval
spofehlivosti. Viechny koncenirace jsou uvedeny v ng/ml.

Nebyly zjidt€ny signifikantni rgzdiiy u difuzniho velko-
bun&éného lymfomu ani folikuldraiho lymfomu.
Grafické znazornéni distribuce hodnot sCD 1035 u jednot-
Iivych skupin je na obrazka 1.

Dlskuse

V poslednich letech piibyva diikazi o vyznamu angio-
geneze u hematologickych malignit. Dosud viak nebyl
identifikovan univerziini marker angiogeneze a je velmi
pravdépedobné, Ze vzhledem k vyrazné komplexnosti
angiogennich procesl a i¢asti mnoha cytokinovych sig-
nalnich drah ani nalezen nebude. Domnivime se¢, Ze spiSe
ne? -hledani -univerzalniho ukazatele anglogeneze je
vyhedn&j§i komplexni zhodnoceni angiogeneze stanove-
nim vét§iho podu jak angiogennich aktivétord, tak inhi-
bitorg. V nadi pilotni prici.jsme se proto zamé&fili na
dosud neanalyzovany solubilni endoglin, ktery se angio-
gennich procesit tiCastni prostiednictvim signalni cesty
TGFE-beta. Prokazali jsme signifikantni zvySeni sCD105
¢ B-CLL. Naproti tomu u MM jsou z neznimé pncmy
koncentrace sCD105 vyrazné niZsi neZ u kontrol. U lym-
fomd nebyly prokdzany signifikantni rozdily viéi kon-
troldm. Data je viak unutno interpretovat s opatrnosti
vzhledem k omezenému rozsahu souboru. Na zaklad®
vysledkd této studie planujeme voziifeni poctu nemoc-
nych a sériové stanoveni sCD105 pred a po 162b& s cilem
potvrzeni dosavadnich vysledki a stanoveni korelace
s klinickym prabshem. Stanoveni solubilniho endoglinu
jako¥to nového angiogenniho ukazatele u lymfoidnich

“malignit by mohlo pfispét ke komplexnimu zhodnoceni

angiogeneze u t&chto onemocnéni,
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Letters to the Editor

Chronic Lymphocytic Leukemia

Plasma levels of basi¢ fibroblast growth factor
and vascular endothelial growth factor and their
association with IgVu mutation status in patients
with B-cell chronic lymphocytic leukemia

The mutation status of genes encoding the vari-
able region of immunoglobulin heavy chains (IgVs)
is a strong predictor of disease progression and
survival in B-cell chronic lymphocytic leukemia (B~
CLL). We investigated whether there is an associa-
tion beiween the conceniration of both vascular
endothelial growth factor and basic fibroblast
growth factor and IgVa mutation status in 49
untreated B-CLL patients.

Haematologica 2006; 91:1432-1433
{hittp;//wvew.haematologica.ore/ journal/ 2006/ 10,/ 1432.himi)

The overall survival of patients with B-cell chronic lym-
phocytic leukemia (B-CLL) is extremely heterogenous, so
novel prognostic factors are being sought in oxder to
identify high-risk patients at the time of diagnosis and to
optimize their treatment. The mutation status of genes
encoding the variable region of the immunoglobulin
heavy chain (IgVu) is currently considered one of key
prognosticators of disease progression and survival'
Several studies have also shown that in B-CLL there is
increased vascularity in bone marrow™ and angiogenic
cytokines in peripheral blood.*® In this study, we investi-
gated whether there is an association between concentra-
tons of two key angiogenic activators, vascular endothe-
lial growth factor (VEGF) and basic fibroblast growth fac-
tor (bFGF) and IgVumutation status in patients with B-
CLL.

Forty-nine patients with never-treated B-CLL, diag-
nosed according to NCI-WG criteria, and a control group
of fifty age-matched healthy blood donors were enrolled.
IgVy mutation status was determined as described in
detail elsewhere.” IgVi sequences were aligned to the
nearest germline using the Ig BLAST program; IgVe genes
with less than 98% sequence homology to the comrespon-
ding germline were considered mutated, We quantified
bFGF and VEGF in EDTA plasma samples (stored at -70°C
until the time of analysis) using sandwich ELISA kits
(Human bFGF and VEGF Quantikine® Kit, R&D Systems,
Minneapolis, MN, USA) according to manufacturer’s
instructions. Software Analyse-It {(Analyse-It Software
Ltd., UK) was used for the statistical analyses. The non-
parametric Mann-Whitney U test was used to compare
differences between subgroups. The study was conduct-
ed according to Helsinki Declaration, approved by local
ethics committee and study partcipants signed a written
informed consent form. Twenty-six patients had mutated
IgVu genes and 23 unmutated ones. The male:fernale
rato was 12:14 in IgVe -mutated subgroup and 16:7 in
the unmutated subgroup. The median of the IgVa-mutat-
ed and unmutated patients was 58.2 and 62.3 years,
respectively (95% CI [confidence interval], 57.5-67.1 and
37.8-62.6 years, respectively). According to modified Rai
staging, 20, 5 and 1 IgVs-mutated patients and 8, 12, and
3 IgVu-unmutated patients had low, intermediate and
high risk B-CLL, respectively. The concentrations of both
VEGF and bFGF in peripheral blood plasma were signifi-
cantly higher in B-CLL patients than in the control
patients (p<0.0001 for both cytokines). The concentra-

| 1432 | haematologica/the hematology journal | 2006; 914{10)

Table 1. Descriptive statistics of bFGF and VEGF levels in B-CLL
patients and controls; results of Mann-Whitney tests.

Group N. Median Mean 5D 95% O Mann-Whiney p

of Mean test valie

bFGF Mutated 26 1752 2127 165.2 146.0-279.4  bFGF
mutated

vs. controls

<0.0001

BFGF Unmutated 23 463 917 98.0 4931340  bRGF
unmutated

vs. eontrols

<0.0001

bFGF Controls 50 89 110 103 81139 hFGF
mutated

Vs, unmutated

26 1049 1417 909 105.0-1784

0.0149

VEGF Mutated VEGF
mutated

vs. controls

VEGF
unemutated
vs. controls

VEGF
mutated
vs. unmytated

0.0002

VEGF Unmutated 23 80.3 1344 1568 66.6-202.2 0.0788

VEGF Controls 50 49.0 684 636 504865

0.146

SD: staslard deviation; CL confidence interval. Concentrations are in pg/mL.
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Figure 1. bFGF levels are significantly elevated in IgVs mutated
patients. Concentrations are in pg/mL.

tion of bFGF was significantly higher in both IgVu sub-
groups than in controls (#<0.0001) while VEGF was sig-

nificantly increased only in IgViu-mutated patients
(7=0.0002); the difference between concentrations in
controls and IgVi-unmutated patients not being signifi-
cant {¢=0.0788, Table 1). Interestingly, the plasma levels
of bFGF were significantly higher in the IgVu-mutated
group than in the IgVi-unmutated subgroup (p=0.0149,
Figure 1). On the other hand, VEGF concentrations in the
mutated and unmutated subgroups were not significant-
ly different (p=0.146). There was also no difference in
VEGF or bEGF between patients with modified Rai low
vs. intermediate vs. high risk disease. Likewise, no differ-
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ence in either cytokine was seen between patients divid-
ed according to results of fluorescent iu situ hybridization
studies into a group with favorable cytogenetics (i.e. no
abnormality or del 13q, n=30) and one with unfavorable
cytogenetics (any other aberrations including del17p, 11q
and +12, n=19} [data not shows).

As expected, plasma levels of bFGF and VEGF were sig-
nificantly higher in the patients with B-CLL than in the
contrals; this is in agreement with previously published
data.®® Suprisingly, however, the concentradon of bFGF
was significantly elevated in patients with a favorable
prognosis with mutated IgVu genes while VEGF was
raised in both mutated and unmutated cases.
Plasma/serum concentrations of bFGF in CLL are by far
highest of all hematologic malignaricies® and increased
bFGFE in peripheral blood has been associated with an
unfavorable disease course because of its correlation with
advanced clinical stage,” increased survival of B-CLL cells®
and enhanced resistance to fludarabine.® We hypothesize
that our conflicting results could be caused by preferred
usage of bFGF signaling by CLL cells in patients with IgVx
mutations patients due to different gene expression pro-
files. We cannot exclude bias caused by the relatively
small number of samples and patient selection; on the
other hand, some of the abovementioned studies investi-
gating the role of bFGF in B-CLL also investigated limited
numbers of patients’ samples (3 in Koenig’s article,® 36 in
Menzel’s study);® so all these results should be interpret-
ed with caution. In conclusion, our data suggest a possi-
ble association between elevated bFGF and mutated IgVs
genes in B-CLL. Further investigation of the exact role of
bFGF and VEGF signaling in B-CLL in larger series of
patients, in particular with respect to modermn prognostic
factors, is clearly warranted.
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Plvodnf prdce

Bazicky fibroblastovy ristovy faktor (bFGF) a cévni
endotelovy rustovy faktor (VEGF) isou zvyseny

v plazme periferni krve nemocnych s chronickou
lymfocytarni leukemii a klesaji po intenzivni léthé
obsahujici fludarabin

L. Smolej', C. Andrys?, ). Krejsek?, D, Belada', P. Zak', O. Siroky', J. Maly’

' Qddétent kiinické hematologie . internl kiiniky Lékaiské fakutty UK a FN Hradec Krdiové, prednosta prof, MUDTY. Jaraslay Maly, CSc.
*Ustav Klinické imunologie a alergologie Léka'ské fakulty UK a FN Hradec Krdlové, piednosta prof. RNDr. jan Krejsek, CSc.

Souhm: Chronickd fymfocytarnf leukemie (CLL) je charakteristickd vjraznou riznoradest! progndzy s celkovim pfeZitim v ¥adu
nekolika mésict aZ desftek let. V soutasné dob nenl moiné presné ureit budoucs klinicky pribih u jednotlivého pacienta. Angio-
geneze se Ukazuje v poslednich letech jako potencidinf prognosticky faktor u Fady hematologickych malignit wéetnd CLL. Cllern nad(
studie bylo zm&¥it kli¢ové angiogenn( faktory bFGF a VEGF (basic fibroblast growth factor, vascular endothelial growth factor)
metadou ELISA v plazmé perifernl krve u 73 nemocnych s neléZencou chronickou lymfocytdrnf leukemif (43 mu#t, 30 fen, medidn
veku 65 let, rozmezf 31-88 let) a 80 zdrawjch debrovolnfkd. Zjistili jsme signifikantng zvienou kencentraci u nemacnych s CLL
v porovndn( s kentroln( skupinou (p < 0,0001 pro aba cytokiny). Nebyly nalezeny viznamné rozdily v angiogennich faktorech me-
zi podskupinami s nizkym vs st¥ednim vs vysokgm rizikem die Rate &i zévislost angiogennich faktorti na pohlav. U skupiny 12 pa-
cientli do¥lo po intenzivn( 1¢6cbE zaloZené na fludarabinu k vyznamnému poklesu u obou téchta faktort (bFGF: p = 0,0005; VEGF;
p = 0,0068), které jiz nebyly signifikantng odli¥né od kontrolnf skupiny (bFGF: p = 0,524; VEGF: p = 0,728). Nae data prokdza-
ta z/y8en( zisadnfch angiogennich aktivdtor( bFGF a VEGF u chronické lymfocytaral leukemie. Intenzivn( 16€ba kombinujfef fludz-
rabin a cyklofosfamid + rituximab by mohla mit také antiangiogennl 4¢inky. Dal¥f studie s def¥l dobou sledovan| jsou nutné k vy-
hodnocen( viivu angiogennich ukazateld na debu do progrese &i celkové presitl,

Kli¢owd shova: chronicka lymfocytdrnl leukemie - angiogeneze - bFGF ~ VEGF - progndza - lééba ~ fludarabin

Basic fibroblast growth factor (bFGF) and vascular endothelial growth factor (VEGF) are elevated in peripheral blood
plasma of patients with chronic lymphocytic leukemia and decrease after intensive fludarabine-based treatment

Summary: Chronic lymphaocytic leukemia (CLL) is characterized by extracrdinary heterogeneity in terms of clinical course with
overall survival ranging from several months to dozens of years. It is currently not possible to accurately predict the future clini-
cal course in an individual patient. Angiogenesis has been recently reported as a potential pragnostic factor in various hemato-
logical malignancies including CLL, The objective of the present study was to quantify plasma levels of key angiogenic activators
vascular endothelial growth factor (VEGF) and basic fibrablast growth factor (bFGF) in patients with CLL and determine their
potential change after intensive fludarabine-based treatment. Peripheral blood EDTA plasta concentrations of bFGF and VEGF
were measured using comercially available enzyme-linked immuncsorbent assay in 73 patients with untreated CLL {43 males,
30 females, median age, 65 years, range 31-88) and 80 healthy donors serving as control group. Wa found statistically signifi-
cant increase in concentrations in patients with chronic lymphocytic leukemia compared to the centrol group {p < 0.0001 for
both cytokines). No differences in angiogenic factors were noted between subgroups with fow vs. intermediate vs. high-risk stage
accarding to modified Rai staging ar males vs. females. In twelve patients who achieved at least partial resporise after intensive
fludarabine-based treatment, levels of bFGF as well as VEGF decreased significantly (bFGF, p = 0.0005; VEGF, p = 0.0068); in
addition, they were no mare significantly different from controls (bFGF, p = 0.524; VEGF, p = 0.728). Qur data showed that Key
angiogenic activators bFGF and VEGF were elevated in plasma of CLL patients. Furthemore, treatment with intensive fludarabine-
containing regimens resulted in significant decrease of both cytokines. These data suggest that angiogenic cytokines may indeed
play a significant role in CLL biclogy and that treatment with combination of fludarabine, cyciophosphamide t rituwximab may
exhibit antiangiogenic properties. Further studies with longer follow-up are necessary for evaluation of a possible association
between angicgenic rrarkers and progression-free survival or overall survival,

Keywords: angiogenesis - chronic lymphocytic leukemia - bFGF - VEGF - progriosis - treatenent - fludarabine
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- Bazicky fibroblastovy riistavy faktor (bFGF) a cévnf endotelovy riistovy faktor (VEGF)

Uvod

Angiogeneze, tedy novotvorba cév
z jiZ existujfci vaskulatury, je zasadnim
procesem pFi rozvoji malignit [1-4].
Zatimco wznam angiogeneze u solid-
nich nadorii je zndm ji¥ od potatku
70. let 20. stoletf [1], teprve v 90. le-
tech 20. stoletf dochésl k vyzkumu
neovaskularizace u malignich onemoc-
nénf lavetvorby. Zvy¥ena angiogeneze
byla zjidt¥na u akutnich a chronic-
kych leukemil, malignich lymfoma,
mnohoZetného myelomu, myeloproli-
feracl i myelodysplazif [3-9]. N&které
studie u malignich onemocnénf krve-
tvorby prokdzaly souvislost mezi zvy-
enou angiogenezf a nepHznivym kli-
nickym préb&hem [7-9]. Chronick4
lymfocytdrn{ leukemie (CLL) je nejeas-
t&j3fm leukemickym onemocnnim
dospélych v zdpadnl populace. Toto
lymfoproliferativni onemocnénf je ty-
pické neobyejnou raznorodost! pro-
gnézy (s celkowm prefitim od nékolika
misich aZ po desftky let), kterd neumo-
tiuje doptedu odhadnout klinicky pri-

bth u individudintho pacienta [10].
S cilem zpYesn&nl prognézy CLL. jsou
hleddny nové prognostické parametry,
jako v poslednich letech napt. gene-
tické aberace detekované fluorescenenf
in situ hybridizact (FISH) & mutacni
stav genfi kédujicich variabilnf &4st
t&zkého Fetszce imunoglobulinu (IgvH)
[11]. V poslednich letech bylo publi-
kovdno, Ze lymfocyty CLEL maji schop-
nost tvofit angjogennf aktivdtory
i inhibitory [12] a 7e ukazatele angjo-
geneze by mohly mft u CLL prognos-
tick¢ wznam [13-16]. Pouze jedind
studie zkoumala vvoj koncentracfan-
giogennich cytokint pfi lé¢be CLL [17].
Za nejduleZits3i aktivtory angioge-
neze jsou pokladany cévni endotelovy
riistovy faktor {vascular endothelial
growth factor - VEGF) a bazicky fib-
roblastow rostowy faktor (basic fib-
roblast growth factor - bFGF) [3-4,
18-20]. Cilem na3f préce bylo 1. sta-
novenl téchto angiogennich faktori
v periferni krvi u nemocnych s CLL,
2. zhodnocen( jejich vztahu ke klinic-

kému stadiu a 3. porovnat jejich hod-
noty v zdvislosti na intenzivn( lé&bé na
bazi fludarabinu,

Nemocni a metody

Do studie bylo zafazeno 73 nemocnych
s nelécenou chronickou lymfocytaraf
leulkemif diagnostikovanou podle kla-
sickych kriterif National Cancer Insti-
tute - Sponsored Working Group [21],
Jednalo se 0 43 muZt a 30 Zen, me-
didn véku 65 let, rozmezi 31-88 let.
Nizké (Rai 0 )/stfednf (Rai | - I1)/vysoké
(Rai 11l - IV} riziko dle modifikovaného
Raiova stagingu [22] bylo pritomno
u 37/31/5 nemocnych. Kontroln( sku-
pinu tvofilo 80 zdravych dobrovolnila.
Jako antikoagulans byla poufita kyse-
lina ethylendiamintetraoctovd (EDTA).
Viechny vzorky plazmy byly po centri-
fugaci zamraZeny pfi teplot -70 °C
a? do méreni. bFGF i VEGF byly sta-
noveny pomoci komeréng dostupného
ELISA kitu (Hurman VEGF/bFGF Quan-
tikine ELISA kit, R & D Systems, MN,
USA). MeéFen( bylo provedeno podle

na fludarabinu.

Angiogenni fakeory n
bFGFCLL 73
bFGF kontroly 80
BFCF musi 43
BFGF Zeny 30
BEFGF Rai nizké 37
bFGF Rai stfedn! 31
bFGF Rai vysoké 5
bFGF pFed lé¢bou 12
bFGF po |édbé 12
VEGF CLL 73
VEGF kentroly 80
VEGF muZi 43
VEGF Zeny 30
VEGF Rai nlzké 37
VEGF Rai stfedn( 31
VEGF Rai vysoké 5
VEGF pPed lé¢bou 12
VEGF po lédbe 12

Tab. 1. Angiogenn( aktivitory bFGF a VEGF jsou signifikantn& zvyeny u CLL a vyznamng klesajf po lé¢b& zalozens

medidn primér s
140,5 182,6 162,2
8,6 1,1 11,3
137 177.,3 161,86
149,1 190,2 165,5
148,7 182,3 158,4

116,1 178,9 176
276,6 207,7 120,9
166,1 2035 194,6
10,6 13,6 13,3
100,72 145,9 145,5
45,6 64,2 59,5
86,4 1189 108,1
104,9 184,6 81,8
100,2 144,3 161,8
104,8 157.8 136,4
83,4 84,2 17,3
95,5 156,2 164,2
40,2 54,5 60,1

Hodnaty bFGF | VEGF jsou wwedeny v pg/ml. CLL - chronickd lymfocytdrnf levkemie, s — standardni odchylka, IC — interval spolehlivost,

95% IS priimdru p
144,8-220,5 < ,0001
8,6-13,6
127,6-227,1 0,89
128,4-252,0
129,5-235,1 0,782
114,4-243,5
57,5-257.% 0,664
99,9-347,2 0,0005
5,1-22,0
111,9-179,8 < 0,0001
51,0-77,5
16,5-152,1 0,064
33,2-252,5
26,6-198,2 0,365
24,5-207.8
7,7-105,7 0,293
51,9-260,6 0,0068
16,4-92,7
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standardnl metodiky doporucens w-
robcem. Studie byla provedena dle
zésad Helsinské deklarace, schvdlena
etickou komisf a nemocni podepsali
informovany souhlas. Statistickd ana-
lyza byla provedena pomoci softwaru
Analyse-it (Analyse-it Software Ltd,
Velkd Britdnie). Viechna data byla tes-
tovdna na normalitu Shapirovym-Wil-
kowm testem. Pokud bylo rozdélent
dat normalnf, byl k testovén( rozdita
koncentraci vii&i kontrolnf skuping uzit
parametricky t-test. Pokud neméla
data normalni rozdélenf, byl pouit
neparametricky Manniv-Whitneyav
U test. K testovdni zmény angiogen-
nich faktora po lécb& byl proveden
Wilcoxontly test. Korelace byla sta-
novena pomoci Spearmanova kore-
laéntho koeficientu. Viechny wsledky
p hodnotjsou pro dvoustranné testy.
P hodnoty niZ¥f neZ 0,05 byly povaZo-
vany za statisticky signifikantni.

Vysledky

Deskriptivn( statistika i vysledky tes-
tovanf rozdflt v koncentracich bFGF
a VEGF mezi jednotlivymi skupinami
a kontrolami jsou uvedeny v tab. 1.
Koncentrace obou cytokindg u nemoc-
nych s CLL byly signifikantng wyss(
oproti kontrolni skuping (bFGF: pra-
mér + standardnfl odchylka 177,1 +
+ 167 3 pg/mi, 95% 1C - interval spo-
lehlivosti - primér 140,9-213,5 pg/mi
vs 11,1 & 11,3 pg/ml, 95% IC 8,6 a¥
13,6 pg/ml, p < 0,0001; VEGF: 144,2 +
+ 141,6 pg/ml, 95 % IC 1134 a
174,9 pg/ml vs 64,2 + 59,6 pg/ml,
95% 1S 51,0-77,5 pg/ml, p < 0,0001),
obr. 1. Polet leskocyt v dobi odbéruy
nekoreloval s koncentracemi angiogen-
nfch faktori (bFGF: r= 0,1, VEGF: r =
= 0,17), z &ehoZ vyplya, %e hodnoty
angiogennich cytokindl nejsou prostym
ukazatelem nadorové masy (tab. 2).
Z hlediska prognostickych faktorti ne-
byly nalezeny rozdfly v koncentracich
bFGF & VEGF u nemocnych s nizkym
vs stfednim vs vysokym rizikem dle
Raie (coZ také hovoff proti linedrnf
souvislosti intenzity angiogeneze a nd-
dorové naloZe) ¢i u muZd vs u Zen

Vit Lék 2007; 53(11) 1171-1176
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nekoreluji s hodnotou leukocyt.

shkupina

bFCF, leuke

VECF, leuka

bFGF, leuke pred lé¢bou

bFGF, leuko po lé2bé

VEGF, leuko pred lécbou

VEGF, leuko po légbe -

r
0,1
0,17
0,48
0,27
0,5
0,24

p

0,449
0,201
0,114
0,403
0,097
0,455

Tab. 2. Kancentrace angiogennich faktori ani jejich pokles po &b

Lewke — leukacyty, r — Spearmanilv korelacni koeficient

600 -
500 4
400 -

300 A
200 1

100 1

; ¥
0 =]

bFGFCLL  BFGF kontraly

VEGFCLL  VEGF kentroly

Graf 1, Statisticky vyznamné zvy¥eni bFGF (a) i VEGF (b} u skupiny nemoc-
nych s CLL vs kontrol. Koncentrace jsou uvedeny v pg/ml.
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Graf 2, Plazmatické koncentrace bFGF (a) a VEGF (b) se neli¥f mezi mugi
a Zenami. Koncentrace jsou uvedeny v pg/ml.

(obr. 2 a 3). U 12 nemocnych, keeff
podstoupili intenzivni 1é¢bu obsahu-
jicl fludarabin (reZim FCR - fludara-
bin + cyklofosfamid + rituximab, n=9;
protokol FC - fludarabin + cyklofos-
famid, n = 3) do3lo po léebé ksignifi-

37

kantnimu poklesu koncentrace bFGF
{p = 0,0005) i VEGF (p = 0,0068),
aniZ by pokles angiogennich cytokin
po lé¢be koreloval s podtem leukocytit
(obr. 4, tab. 2). Hodnoty bFGF
i VEGF u CLL pacientii po 16¢b& byly
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Graf 3. Hodnoty bFGF {a) ani VEGF {b) nejsou zdvislé na Idinickém stadiu
dle Raie. Koncentrace jsou uvedeny v pg/ml.
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Graf 4. Statisticky vyznamny pokles koncentraci bFGF {a) i VEGF (b) po in-
tenzivni {6¢b& zaloZené na fludarabinu. Koncentrace jsou uvedeny v pg/ml,

jiZ bez statisticky vyznamného rozdflu
vitdi zdravym kontrolam (p = 0,524,
resp. 0,728).

Diskuse

V poslednich letech p¥ibyva diikazi
o wznamu angiogeneze u hematolo-
gickych malignit. Zvy¥ené koncentrace
angiogennich aktivatond v perifernf krvi
byly zji¥tény u prakticky v3ech malig-
nich krevriich onemocnéni [3-9]. Prvnf
zminka o angiogennich ukazatelich
u chronické lymfocytarnf leukemie
pochéz( z roku 1995, kdy Duensing et
al prokdzali zvy$eni bFGF v séru u pi-
lotntho souboru 18 pacientd s CLL
[23]. V pozd¥jgich letech bylo publi-
kovdano nékolik pracl zkoumajicich
cirkulujict bFGF i VEGF [5,13,24-29],
n&které viak vykazovaly metodické ne-
dostatky v podob& naprosté absence

. 1174

&i nedostatedného rozsahu kontrolnf
skupiny [5,23,25,29], ev. zafazenf i ne-
mocnych, kte¥i pfed hodnocenim an-
giogeneze ji¥ podstoupili cytoredulnf
lezbu [5,23,25,29]. V naf praci jsou
proto zafazeni vyhradn& nemocn(
s neléCenou CLL a kontrolnf skupina
80 zdravych dobrovolnikdl ( nejvitsize
viech publikovanych praci na dané
téma) prakticky wiutuje chybu ma-
lych &fsel. V nad¥f prdci jsme v souladu
s literaturou zjistili statisticky vy-
znamné zvySeni KiZovych aktivdtori
angiogeneze bFGF a VEGF v perifern(
krvi ve srovadn( s kontrolni skupinou.
Co se tyle prognostického wznamu
ukazatelt angiogeneze, ve 3 studiich
byly nalezeny vy33i koncentrace bFGF
u pokrodilych vs dasnych stadif [13,
26,28). Molica et al navic zjistili sou-
vislost mezi w3 koncentracl VEGF
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a casnéf progres! nemocnych z Zas-
nych stadif [ 13], Bairey et al publiko-
vali korelaci mezi sérovym bFGFa an-
tiapoptoticlkym proteinem bcl-2 [25].
V nasem souboru jsme neshledali sig-
nifikantnich rozdihi v bFGF & VEGF
mezi nemocnymi riznych Klinickych
stadif. Jednou z moZnych p¥iin je od-
li¥né speltrum pacientd (pouze 5 ne-
mocnych v pokroilém stadiu) a taks
poutitl odiiZného materidlu pro hod-
noceni angiogennich faktorti (plaz-
mavs sérum). Z technického hlediska
je zajfmavé, 7e naprosta vétiina studif
hodnotila angiogenn( aktivitory v krey-
nfm séru perifernf krve [14,24-27],
pouze ve 2 pracich byla pouZita krevni
plazma [5,29]. Otdzka, zda je vhod-
n&jsl meétit ukazatele angiogeneze
v séru &i plazmg, je kontroverznfa do-
sud nedotedend, nicméné Yada pracf
dokazuje, Ze zejména v ptipadd VEGF
je kvantifikace v séru zatfena chybou
zplsobenou uvoln&nim tohoto fak-
toru z trombocytd pfi tvorbe krevn(
sraZeniny, z &ehoZ vypljvaji vyS¥l hod-
noty v séru ve srovnan( s plazmou a po-
zitival korelace s podtem trombocyti
[30-33]. Ztohoto divodu povazujeme
za, presn&3l stanoven! angiogennich
faktord v plazmé.

Nage pilotni data prokazala w-
znamné snffen{ bFGF i VEGF po che-
mo(imuno)terapii na bazi fludarabinu,
na zdklad® Zeho¥ wyslovujeme hypo-
tézu, e tato lé¢ba by mohla mic také
antiangiogenn titinky. Tuto domnénku
nepffimo podporyjl publikace doka-
zujicf antiangiogenni efekt u nékterych
Kasiclych cytostatik [34,35]. V jediné
predchozi studii hodnoticl vliv [é¢by
na angiogenn( faktory u CLL zjistila
Gora-Tybor et al signifikantnf pokles
bFGF a TGF- {transformujiciho ris-
tového faktoru B) u 18 nemocnych l¢-
Eenych monoterapifl kladribinem [17].
Dosud neexistuje prace hodnotici an-
giogennf faktory v zévislosti na kombi-
nované lé¢b¥ obsahujfct fludarabin,
stejné tak nebyla dosud publikovdna
studie hodnoticl wvoj koncentraci
VEGF po lé£b& CLL. V tomto jsou nale
wisledky prioritni, Nedostatkern nasf
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studie je absence srovnan( angiogen-
nich faktorti s modernimi prognos-
tickymi faktory (mutaéni stav igVH,
genetické aberace vySetfované pomocl
FISH). Souvislost mutanfho stavu
IgVH a angiogennich aktivatord jsme ji
publikovali jako pilotnf studii u 46 ne-
mocnych [36]. V nyn&j3( rozsffend ko-
hort# vak nebylo mo#né z finanénich
divodin tato vy3etfenf provést u sta-
rych &i polymorbidnich nemocnych
vzhledem k tomu, e velmi drahé sta-
novenl muta¢ntho stavu IgVH & ge-
netickych aberacf u nich neovlivnf
volbu terapie.

Zavér

ZavErem shrnujeme, Ze v nadf studii
jsme prokazali signifikantnf zvySen( z4-
sadnich angiogennich cytoking bFGF
a VEGF u skupiny nemocnych s do-
sud neléenou CLL. Nebyla prokdzéna
souvislost koncentraci t¥chto faktord
s klinickym stadiem dle Raie, &i po-
hlavim. Agresivni lé¢ba sloZend z flu-
darabinu, cyklofosfamidu + ritximabu
vedla k vyznamnému snéZeni koncen-
tracf chto angiogennich aktivatord
na hodnoty srovnatelné s kontrolni
skupinou. Tyto wysledky by tedy mohly
ukazovat na antiangiogenni pasobeni
této terapie. Dels doba sledovéni je
nutnd k posouzen( eventudlnf spoji-
tosti mezi angiogennimi ukazateli pa-
rametry jako doba do progrese &i cel-
kové prefitl; rozsahlejsi kohorta ne-
mocnych pak k potvrzenf( pilotnich dat
tykajicich se poklesu angiogennich fak-
torl po lé&b¥, Daldf vyzkum angioge-
neze u CLL je cenny nejen z prognos-
tického, ale také ié&ebného hlediska,
nebot v soudasné dob# jsou jif k dis-
pozici nadgjnd data z klinickych stu-
dif vyuZfvajlcfch antiangiogennf léky,
jako je thalidomid & lenalidomid
[37,38].

Tato prace byla pedpofena grantem NR/
8373-3 IGA MZCR.
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Abstract

Angiogenesis appears to be an important player in biology of chronic lymphocytic leukemia (CLL). We present here data on association of
ZAP-70 expression measured by flow cytometry and plasma levels of vascular endothelial growth factor (VEGF) and basic fibroblast growth
factor (bFGF) in 27 untreated CLL patients. We found significantly higher VEGF (but not bFGF) in ZAP-negative patients. Likewise, there
was a negative correlation between percentage of ZAP-70 expression and VEGE Larger, prospective studies are needed to confirm our pilot

data.
© 2007 Elsevier Ltd. All rights reserved.

Keywords: CLL; Angiogenesis; ZAP-70; bFGF; VEGF; Prognostic factors

Molica et al. [1] recently published their data on angio-
genic markers and their relationship to prognostic factors in
chronic lymphocytic leukemia (CLL). Because the authors
state that “reports addressing the relationship between angio-
genic phenotype of CLL and new biological parameters of
prognostic relevance such as IgVy gene mutational status
and expression of ZAP-70 are absent”, we would like to
draw their and readers’ attention to study by Shanafelt pub-
lished in abstract form [2] and to our resulis [3]. While we
found significantly higher plasma levels of bFGF (but not
VEGF) in IgVp-mutated patients, Shanafelt’s study failed
to show association of IgVy mutational status or CD38
expression with serum, cellular or secreted levels of VEGE,
bFGF or thrombospondin-1 in a large patient cohort. Resulis
reported by Molica et al. show that serum VEGF (but not
bFGF or microvessel density) correlated with IgVy muta-
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tional status, CD38 and ZAP-70 expression in 23 CLL
patients. In our own series we compared ZAP-70 expres-
sion with plasma levels of bFGF and VEGF in 27 untreated
CLL patients (18 males, 9 females, median age 64 years
[range, 31-83], Rai stage O/I/I in 14/10/3 patients), ZAP-
70 was quantified using phycoerythrin-conjugated antibody
(clone 1E7.2, Caltag Laboratories, Burlingame, CA), isotype
control for positivity threshold and 20% positivity cut-off.
Plasma bFGF and VEGF were measured using commer-
cial ELISA Quantikine kits (R&D Systems, MN, USA).
Ten patients were ZAP-70 positive and 17 ZAP-negative.
Interestingly, we found significantly higher VEGF in ZAP-
negative versus positive patients (p = 0.018, Mann-Whitney
test); ZAP-negative patients had also higher bFGF levels but
the difference did not reach statistical significance (p = 0.088,
Mann-Whitney test). Similarly, we found a significantly
negative correlation between plasma VEGF and ZAP-70
expression as a continuous variable (r=—0.53, p=0.0049,
Spearman correlation) while relationship between bFGF and
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Fig. 1. Correlation between angiogenic cytokines and ZAP-70 expression in CLL patients (n=27).

ZAP-70 was of borderline significance (r=—0.37, p=0.054,
Spearman correlation Fig. 1). There are two main reasons
for these conflicting results. First (and perhaps most impor-
tantly), both studies dealt with limited number of patients, and
selection bias is likely to be significant; therefore, both stud-
ies strongly need confirmation in a larger series. Secondly,
the results are not directly comparable due to different mate-
rial used (serum versus EDTA plasma) and different method
for ZAP-70 quantification (FITC-conjugated antibody clone
2F3.2 versus PE-conjugated 1E7.2 antibody) which is a well-
known problem precluding standardization. Taken together,
these results point out the need for large prospective studies
using comparable methods in order to further elucidate the
significance of angiogenesis in CLL.

Contlicts of interest

The authors state no relevant conflict of interest.

42

Acknowledgment

This work was supported in part by grant from Inter-
nal Grant Agency, Ministry of Health, Czech Republic (No.
NR/8373-3).

References

[1] Molica S, Cutrona G, Vitelli G, et al. Markers of increased angiogenesis
and their correlation with biological parameters identifying high-risk
patients in earty B-cell chronic lymphocytic leukemia. Leuk Res; 2007,
ePub May 7.

[2] Shanafelt TD, Geyer S, Bone N, et al. Evaluation of the prognostic
implications of pro- and anti-angiogenic cytokines in 311 patients with
untreated chronic lymphocytic Ieukemia. Blood 2005;106(11) [abstract
712}

[3] Smolej L, Andrys C, Pekova S, et al. Plasma levels of basic fibroblast
growth factor and vascular endothelial growth factor and their association
with IgVH mutation status in patients with B-cell chronic lymphocytic
leukemia. Haematologica 2006;91(10):1432-3.



Plazmatické koncentrace solubilntho endoglinu  maji prognosticky vyznam

u nemocnych s chronickou lymfocytarni leukémii.
L.Smolej', C.Andrys’, D.Belada', M.Hrudkové', J Krejsek?, J.Maly'

II. interni klinika, odd&leni klinické hematologie! a Ustav klinické imunologie a
alergologie®, Fakultni nemocnice a Lékaiska fakulta Univerzity Karlovy v Hradci
Kralové.

Souhrn

Angiogeneze je v poslednich letech intenzivné studovana u celého spekira
hematologickych malignit. Endoglin (CD105) je soutasti komplexu receptorti pro
transformujici ristovy faktor beta (TGF-beta) a je nepostradatelny pro novotvorbu cév.
Cirkulujici solubilni forma endoglinu (sCD105) byla zjisténa ve zvySenych
koncentracich v krvi u nemocnych se solidnimi nadory a n&kterymi hematologickymi
malignitami. V na$i studii jsme méfili sCD105 ELISA metodou v plazmé periferni krve
u 79 nemocnych schronickou lymfocytarni leukémii (CLL) a 69 zdravych
dobrovolnikd. Zjistili jsme signifikantn€ zvySené koncentrace sCD105 u nemocnych
s CLL v porovnani s kontrolni skupinou (primér + standardni odchylka: 6,8 + 2,1 vs. 4,6
+ 1,5 ng/ml, 95% interval spolehlivosti priméru 6,4-7,3 vs. 4,2-4,9 ng/ml, p<0,0001).
Nemocni s progresivni chorobu méli vyznamné vy$si koncentrace sCD105 v porovnani
s pacienty s indolentnim priibéhem (p=0,0016). Byly prokaziny vyznamné rozdily
v koncentracich sCD105 v souvislosti s klinickym stadiem dle Raie ve smyslu vzestupu
endoglinu od Casnych pfes intermedidrni k pokrodilym stadiim (p=0,009 a p=0,04).
Preziti do progrese bylo vyznamné krat$i u nemocnych s CLL, ktefi méli hodnotu
sCD105 vys8i nez primér (median 15 més. vs. nedosaZen, p=0,0045). Nae vysledky
naznaduji, Ze endoglin by mohl hrat vyznamnou roli v patogenezi a progresi CLL a jeho
hodnoceni by mohlo piispét ke zlepSeni poznani angiogennich procesii u CLL a
individudlni prognostické stratifikaci. Kli¢ova slova: endoglin; CD105; angiogeneze;

CLL; progndza

Plasma levels of soluble endoglin have prognostic significance in patients with chronic

lymphocytic leukemia.
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Summary

Angiogenesis has been recently extensively studied in a wide spectrum of hematological
malignancies. Endoglin (CD105), member of transforming growth factor beta (TGE-
beta) receptor family, modulates cellular responses to TGI-beta and is essential for
angiogenic processes. Elevated circulating levels of soluble endoglin (sCD105) have
been reported in patients with various solid tumors and several hematological
malignancies. In the present study, we measured peripheral blood plasma concentrations
of sCD105 using enzyme-linked immunosorbent assay in 79 patients with chronic
lymphocytic leukemia and 69 healthy donors. We found a statistically significant
increase in sCD105 concentrations in patients with CLL compared to controls (mean =+
standard deviation: 6.8 + 2.1 vs. 4.6 + 1.5 ng/ml, 95% confidence interval of mean: 6.4-
7.3 vs. 4.2-4.9 ng/ml, p<0.0001). Patients with progressive CLL had higher sCD105 than
patients with indolent disease (p=0.0016). Soluble endoglin increased significantly with
Rai stage (Rai 0 vs. I-II vs. III-IV, p=0.009 and p=0.04). Progression-free survival was
significantly shorter in patients with sCD105 levels above mean (median 15 months vs.
not reached, p=0.0045). In conclusion, our data suggest that endoglin may play a
significant role in CLL biology and progression; its quantification could contribute to
better understanding of angiogenic processes and refine prognostication of individual

patients in this disease. Keywords: endoglin; CD105; angiogenesis; CLL; prognosis

Uvod

Angiogeneze, tedy tvorba novych cév z jiZ existujici vaskulatury, je zcela
nepostradatelnym procesem pfi rozvoji zhoubnych nadord (1-3). ZvySena
neovaskularizace byla také v od poloviny 90 let 20. stoleti zjiténa u fady
hematologickych malignit (2-7). N&které price nalezly souvislost mezi zvySenymi
ukazateli angiogeneze a nepfiznivym klinickym priibghem (6-7). Chronicks
lymfocytarni leukémie (CLL) je nej€astdjdi leukémii dospélych v zapadnim svéts;
typickym rysem je mimofadna riznorodost prognozy s pfeZitim od nekolika mésicl po
desitky let (8). Proto jsou v soucasné dob& hledany prognostické faktory, které by bylo
moZno pouZit ke zpfesnéni individudlni prognézy nemocnych s CLL (8,9). Také u
tohoto onemocnéni byly zjistény zvySené hladiny cirkulujicich angiogennich cytokini ¢i
neovaskularizace v kostni dfeni (5,7,10). Endoglin (CD105) je homodimericky
transmembranovy glykoprotein, tvofici soudst receptorového komplexu pro

transformujici ristovy faktor beta (TGF-beta) (11-12). CD105 ovliviiuje bundéné
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odpovédi na TGF-beta, ¢imZ se Geastni na vyvoji a remodelaci cév, zejména jako
induktor proliferace endotelii. Tim je déna jeho nepostradatelna role v angiogennich
pochodech (12-15). Endoglin miiZe byt uvolnén v solubilni formé (sCD105) do krevniho
obchu; zvySené koncentrace byly zjisStény u nemocnych se solidnimi tumory, u
myeloidnich malignit a akutni lymfoblastické leukémie (16-22). V na%i pilotni studii
jsme zjistili zvySené koncentrace sCD105 u lymfoidnich malignit (23). Cilem nyn&j3i
prace bylo zjisténi prognostického vyznamu sCD105 u CLL.

Nemocni a metody

Vnadi praci jsme stanovili plazmatické koncentrace solubilniho endoglinu u 79
nemocnych s chronickou lymfocytarni leukémii. V souboru bylo zastoupeno 29 Zen a 50
muzi s prim€rnym veékem 63 let (rozmez{ 31-88). Kontrolni skupinu tvoiilo 69
zdravych dobrovolnikii. Diagnéza CLL byla stanovena dle kritérii National Cancer
Institute-Sponsored Working Group z roku 1996 (24). Kohorta nemocnych s CLL byla
déle rozd&lena na podskupiny dle prognostickych faktord: pohlavi, klinicky probgh
(stabilni vs. progresivni), klinické stadium dle Raie (0 vs. I-II vs. III-IV), Data tykajici se
pieZiti bez progrese byla dostupnd u 64 nemocnych. Veskeré pacientské vzorky byly
ziskany od neléfenych nemocnych, Ethylendiamintetraoctova kyselina (EDTA) byla
pouZita jako antikoagulans. VSechny vzorky plazmy byly po centrifugaci zamraZeny p#i
teploté¢ -80°C aZ do méfeni. Solubilni endoglin byl stanoven pomoci komer&ng
dostupného ELISA kitu (Human Endoglin Quantikine ELISA kit, R & D Systems, MN,
USA) Meéfeni bylo provedeno podle standardni metodiky doporudené vyrobcem.
Citlivost metody je 0,007 ng/ml. Studie byla provedena dle zasad Helsinské deklarace,
schvalena etickou komisi a nemocni podepsali informovany souhlas. Statistickd analyza
byla provedena pomoci software Analyse-it (Analyse-it Software Ltd., Velka Britdnie) a
MedCalc (Mariakerke, Belgie). VSechna data byla testovdna na normalitu Shapiro-
Wilkovym testem. Pokud bylo rozdéleni dat normalni, byl ktestovani rozdill
koncentraci vi€i kontrolni skupiné wuzit parametricky t-test, jinak byl pouzit
neparametricky Mann-WhitneylGv U test. Kfivky pfeZiti bez progrese byly konstruovany
die Kaplan-Meierovy metody, ke stanoveni rozdilu v pfeziti byl pouZit log-rank test.
Obdobi do progrese bylo definovano jako ¢asovy interval mezi datem odbéru krve na
hladinu sCD105 a progresi, a to vzhledem k tomu, Ze u nékterych nemocnych byl vzorek
krve ziskan po vice nez 6 mé&sicich od diagnézy CLL. p-hodnoty niZii neZz 0,05 byly

povaZovany za statisticky signifikantni.
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Vysledky

Solubilni endoglin byl detekovatelny ve vSech vzorcich. Koncentrace u nemocnych s
CLL byly signifikantn€ vy33i oproti kontrolni skupind (p<0,0001, Obr.la). Nemocni
s progresivni chorobou méli vyS8i koncentrace sCD105 v porovnani s pacienty bez
progrese (p=0,0016, Obr.1b). Déle byly zjistény vyznamné rozdily v koncentracich
sCD105 v souvislosti s klinickym stddiem dle Raie ve smyslu vzestupu endoglinu od
Casnych pfes intermedidrni k pokro€ilym stadiim (p=0,009 a p=0,02, Obr.1c). Nebyl
vyznamny rozdil v koncentracich sCD105 mezi muzi a Zenami (p=0,422). PreZiti bez
progrese bylo vyznamné& krat3i u nemocnych s CLL, ktefi m&li hodnotu sCD105 vy$si
neZ aritmeticky primér (median 15 més. vs. nedosaZen, p=0,0045, Obr.2). Deskriptivni
statistika i vysledky testovani rozdfli v koncentracich sCD105 mezi jednotlivymi

podskupinami jsou uvedeny v tab.1.
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Obr.1 ab. Krabitkové grafy koncentraci sCI2105. a — CLL vs. kontroly; b — progresivni vs. stabilni
choroba.
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Obr.2. KrabiCkovy graf koncentraci sCD105 v zavislosti na klinickych stadiich: Rai O vs. I-Il vs. HI-TV.
Viechny hodnoty jsou v ng/ml.
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PleZiti bez progrese
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Obr. 2. PreZiti bez progrese je vyznamné krat$i n nemocnych s CLL a koncentracemi sCD105 vysimi nez

aritmeticky primeér.

sCD105 n medidn  pramér  SD  95% IS praméru p
CLL 79 6,5 8,8 2,1 6,4-74 <0,0001
kontroly 69 4,2 4.6 1,5 4349

muzi 50 6.6 7,0 2.2 6,4-76 0,42
Zzeny 29 6,2 6,6 2.1 58-74

proegresivni choroba 32 7.7 7.8 2,3 6,9-86 0.002
stabilnl choroba 47 6.0 6,2 1,7 5767 ,

Rai 0 38 6,0 6,1 1.6 55-7,9 0,000
Rai I-ll 38 6.9 7.2 1,9 6,6-7,9

Rai IV 5 9,3 102 34 6,0-14,4 0.04

Tab, 1 sCD105 — deskriptivni statistika. Zkratky: CLL - chronicka lymfocytirni

leukémie; SD - standardni odchylka (standard deviation); IS, interval spolehlivosti.

V3echny koncentrace jsou uvedeny v ng/ml.

Diskuze

V poslednich letech pfibyva diikaz o vyznamu angiogeneze u CLL. V na3i praci jsme

se zamé&fili na solubilni endoglin, ktery se u€astni angiogennich procesi prostiednictvim

signalni cesty TGF-beta, ovliviiovanim bunéénych odpovedi na tento cytokin. Existuje

nkolik publikaci vyzdvihujici prognosticky vyznam solubilniho endoglinu u solidnich

nadorti (16-20), aviak pouze dv€ price z oblasti hematologickych malignit (20-21).

Jedinou pfedchozi praci na téma solubilniho endoglinu u CLL je nase pfedchozi pilotni
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studie, kdy byly zjidtény zvySené plazmatické koncentrace v porovnani s kontrolami
(23). V této studii jsme pilotni data potvrdili, navic jsme zjistii moZny prognosticky
vyznam sCD105, a to nejen zhlediska souvislosti s klinickym stiddiem (vzestup ve
sméru Rai 0 vs. I vs. II-IV), ale také klinickym prib&hem (vy3$§i sCD105 u
progresivniho onemocnéni, krat$i obdobi bez progrese u hodnot vys§ich nez priimér). Ke
stanoveni souvislosti sCD105 s modernimi prognostickymi ukazateli (mutaéni stav
IgVH, geneticke aberace, exprese ZAP-70) nebylo k dispozici dostatek dat. Zhodnoceni
piipadného prediktivntho vyznamu sCD105 pro celkové pfeZiti nebylo moZné v nami
studovaném souboru provést vzhledem k malému poétu Gmrti. Bude téZ zapotiebi
deldiho sledovani a zvySeni rozsahu vySetfované skupiny CLL pacienti k potvrzeni
téchto dat. NaSe price nicméné ukazuje, Ze endoglin by mohl hrat vyznamnu ulohu
v patogenezi CLL a stanoveni jeho solubilni formy v plazmé periferni krve by mohlo
napomoci k dal§imu pozném_’ komplexni problematiky angiogeneze u tohoto

onemocnéni a eventudlné i zpifesnéni prognostické stratifikace u jednotlivého pacienta.
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Abstract

Background: Angiogenesis is considered a possible prognostic factor in chronic lymphocytic
leukemia (CLL). While there are numerous reports on angiogenic activators in CLL, little is
known about clinical significance of angiogenic inhibitors in this disease. The present study
evaluated plasma levels of endostatin, a naturally-occurring antiangiogenic cytokine, and its
possible relationship to prognostic factors in CLL. Methods: Endostatin was quantified using
commercially available sandwich ELISA in peripheral blood plasma of 62 patients with
never-treated CLL and 34 healthy age-matched conirols. In ten patients, endostatin levels
were measured before and after intensive fludarabine-based therapy. Results: Endostatin was
significantly elevated in CLL patients over controls (p=0.0494). However, cndostatin levels
did not differ in patients with Rai low vs. intermediate vs. high risk. Similarly, there was no
difference in endostatin between males vs. females (p=0.686), patients with stable vs.
progressive disease (p=0.173), unfavourable cytogenetics (del 11q, del 17p and/or trisomy
12) vs. favourable aberrations (no abnormality or del 13q) (p=0.133), or IgVH-mutated vs.
unmutated patients (p=0.249). In ten patients treated with intensive fludarabine-based
regimens, there was no significant change in endostatin levels (p=0.131). Patients with
endostatin values above the 95% confidence interval of mean of normal controls had shorter

progression-free survival (30 vs. 101 months); however, the difference was not significant
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(p=0,301). Conclusions: In the present study, plasma endostatin was elevated in CLL;
however, no association with classical or novel prognostic factors was detected so far. There
was a trend towards shorter PFS in patietns with high endostatin levels. Plasma endostatin
might be useful as a part of complex assessment of angiogenesis in CLL. Further studies with
larger cohorts and longer follow-up are warranted to elucidate its role as a prognostic factor in

this disease.
Keywords: CLL; angiogenesis; endostatin; treatment; prognosis
Introduction

Chronic lymphocytic leukemia (CLL) is a malignant lymphoproliferative disorder with a
characteristic feature of extraordinary heterogeneity in overall survival (1). Because
aggressive form of the disease and resulting inferior clinical outcome cannot be accurately
predicted using the traditional clinical staging systems, novel prognostic factors are being
sought in order to identify high-risk patients at the time of diagnosis and to optimize their
treatment (2). Angiogenesis, i.e. development of new vessels from pre-existing vascular
network, has been studied as a new potential prognostic factor in CLL since mid 1990s.
Several studies have shown that CLL has increased vascularity in bone marrow (reviewed in
3). In addition, angiogenic activators such as vascular endothelial growth factor (VEGF) or
basic fibroblast growth factor (bFGF) were 1eported to be produced by CLL cells (4) and their
plasma/serum levels to be elevated in CLL patients (5-8). On the other hand, knowledge
regarding angiogenic inhibitors in CLL is rather limited. Endostatin is a naturally-occurring
20 kDa cleavage C-terminal fragment of collagen XVIII with potent antiangiogenic and
anticancer properties such as inhibition endothelial cell proliferation in vifro, and more
importantly, inhibition of endothelial cell migration, vascular morphogenesis, recruitement of
perivascular cells and growth inhibition of primary and metastatic tumors in vivo (9-12).
There are several reports on circulating levels of endostatin in solid tumors (12-16) and
hematological malignancies (17-21). To the best of our knowledge, however, there have been
only two studies published on circulating endostatin in CLL (22-23); furthemore, no data is
available on possible association of endostatin with powerful prognostic markers such as
mutation status of variable i‘egion of immunoglobulin heavy chain (IgVH) or genetic
aberrations. The objective of the present study was therefore to evaluate potential significance

of circulating plasma endostatin in relationship to these prognostic factors in CLL.
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Methods

Patients

The study included 62 patients with untreated CLL diagnosed according to NCI-WG criteria
(43 males, 19 females, median age 65 years, range, 31-83 years). Control group consisted of
34 age-matched healthy blood donors. Low/intermediate/high clinical risk according to Rai
modified staging was present in 23/33/6 patients; twenty-nine subjects had progressive
disease while 32 were clinically stable without the need for therapeutic intervention. Ten
patients were treated for disease progression by FC (fludarabine, cyclophosphamide) or FCR
(fludarabine, cyclophosphamide, rituximab) regimens. Serial endostatin measurements were
performed before initiation of therapy and at the time of remission in these patients. All
treated patients achieved at least in partial remission. The study was conducted according to
Helsinki Declaration, approved by local ethics committee and study partcipants signed a

written informed consent.

Measurement of circulating endostatin, determination of IgVH mutation status and

genetic abnormalities

To measure the levels of endostatin in peripheral blood, we used ethylenediamine tetraacetic
acid (EDTA) plasma from peripheral venous blood stored at -70°C until the time of analysis.
Measurement was done using sandwich ELISA kit (Human Endostatin Quantikine® Kit, R&D
Systems, Minneapolis, MN, USA) according to instructions supplied by the manufacturer.
Endostatin concentrations are reported in ng/ml. Sensitivity of the assay is 0.023 ng/ml. The
inter-assay coefficients of variation (CV) reported by the manufacturer vary from 5.7 to 7.9
%. IgVy mutation status was determined as described in detail elsewhere (24). Genetic
abnormalities were detected by fluorescent in situ hybridization (FISH) using commercially
available Vysis probes and kits for del 13q, del 11q, del 17p, and trisomy 12 (Abbott,
Chicago, IL, USA). Data on IgVH mutation status and FISH were available in 52 and 51
patients, respectively. Mutated IgVH genes were present in 26/52 patients; 32 patients had
favourable (no abnormality or del 13q) and 19 unfavourable genetic abnormalities (i.e., del

11q, del 17p and/or trisomy 12).
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Statistical analysis

Software Analyse-It (Analyse-It Software Ltd., Leeds, UK) and MedCalc (MedCalc Software,
Mariakerke, Belgium) were used for statistical analysis. Shapiro-Wilk normality test showed
non-normal distribution in all analyzed cohorts; therefore, non-parametrical Mann-Whitney U
test was used to compare differences between groups and Wilcoxon signed-rank test to
compare endostatin levels before and after treatment. Survival curves were constructed
according to Kaplan-Meier and log-rank test was utilized for progression-free survival
analysis (data available in 59 patients). All p-values reported are two-sided; values < (.05

were considered statistically significant.
Results

Plasma endostatin concentrations were significantly elevated in the entire CLL cohort when
compared to controls (mean + SD [standard deviation], 187.7 = 72.4 ng/ml, 95% CI
[confidence interval] of mean, 206.7-249.4 ng/ml vs 153.8 :+ 47.4 ng/ml, 95%CI, 137.3-170.4
ng/ml, p=0.0494) (Fig.1). A total of 30/62 patiens (48 %) had endostatin values within or
below 95% CI of mean for healthy controls while 32/62 (52 %) had elevated levels. However,
endostatin levels did not differ in patients with Rai low vs. intermediate vs. high risk, patients
with stable vs. progressive disease (p=0.414 and 0.186, respectively) or males vs. females
(p=0.686). Similarly, there was no difference in subgroups with unfavourable cytogenetics
(del 11q, del 17p and/or trisomy 12) vs. favourable aberrations (no abnormality or del 13q)
(p=0.133), or IgVH-mutated vs. unmutated patients (p=0.249) (Fig.2-3). Regarding
progression-free survival (PFS), patients with endostatin levels above the 95 % confidence
interval of mean for controls (170.4 ng/ml) had shorter PFS than those with values below this
threshold (median PFS 33 vs. 101 months); however, this difference was not statistically

significant (p=0.301). Statistical results are summarized in Table 1.

54



350
300 - : "
. +
250 - :
209 - _
106 4 :
50 -
.
t . .
CLL Contrgls

Fig. 1: Significantly higher endostatin in CLL patients compared to controls.

180
350
360 4
250 4
200 4
150 -
100 -

50 -

Favourable FISH Unfavourable FISH

Fig. 2: No significant differences in endostatin values according to FISH aberrations.
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Fig. 3: No significant association of endostatin with IgVH mutation status.
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Fig. 4: Progression-free survival is not significantly different between CLL patients with high vs. normal

endostatin levels (median PFS, 33 vs. 101 months, p=0.301).

Group n Mean Median SD 95% Cl of Mean p-value
CLL 62 187.7 180.3 72.4 169.4-206.1
0.0494

Controls 34 153.8 150.4 47.4 137.3-170.4

Males 43 191.5 185.6 77.2 167.7-215.2

Females 19 178.3 176.3 61.1 149.9-208.8 0086
Rai Low Risk 23 175.5 158.8  70.7 144.9-206.0 0.414
Rai Intermediate Risk 33 188.4 169.2 70.8 163.3-213.5

Rai High Risk 6 231.0 205.7 82.5 144.4-317.7 0.186
Stable Disease 33 178.2 165.1 77.8 150.6-205.8

Progressive Disease 29 198.6 185.6 65.2 173.8-223.4 0173
Mutated igVH 26 180.0 168.4 64.9 153.8-206.2

Unmutated IgVH 26 205.6 194.0 76.2 174.8-236.3 0249
Favourable FISH 32 179.5 172.8 66.3 155.6-203.4
Unfavourable FISH 19 213.5 187.4 77.3 176.2-250.8 0134
Before treatment 10 203.7 189.8 59.6 161.1-246.3

After treatment 10 226.3 200.8 71.3 175.3-277.3 0131

Table 2: Summary of statistical results. SD, standard deviation; CI, confidence interval, Endostatin

concentrations are reported in ng/mi.
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Discussion
Endostatin is one of potent natural inhibitors of angiogenesis. The mechanism of angiogenesis
suppression includes inhibition of endothelial cell proliferation in vitro, and more importantly,
inhibition of endothelial cell migration, vascular morphogenesis and recruitement of
perivascular cells in vivo (9-12). Elevated levels of endostatin were found in head and neck
cancer, colorectal carcinoma, renal tumors, soft tissue sarcomas, and hepatic tumors (12-16).
Regarding hematological malignancies, increased endostatin was identified in acute
myelogénous leukemia, Non-Hodgkin’s lymphoma, and multiple myeloma (17-21).
Prognostic significance of circulating endostatin in terms of inferior progression-free or
overall survival has been identified in some of these studies (15, 20). The importance of
endostatin also lies in its possible future use as an antiangiogenic agent as it inhibits 65
different tumor types and modifies 12% of the human genome to downregulate pathological
angiogenesis without severe side-effects; clinical studies using endostatin in various
malignancies are currently running (22).

In the current study, peripheral blood plasma endostatin was significantly increased in
CLL patiens when compared to healthy controls. On the other hand, there was no difference
in endostatin levels when we subdivided the CLL cohort according to known prognostic
factors (gender, clinical course, Rai stage, IgVH mutation status, and genetic abnormalities).
In a pilot group treated with intensive fludarabine-based combination regimens, there was no
change of endostatin after therapy. Gora-Tybor et al. did not found significant diference
between serum endostatin in 80 untreated CLL patients and 27 controls. On the other hand,
endostatin levels were lower in patients with Rai stage III/IV vs. 0-1I and in patients with
progressive vs. indolent disease; endostatin correlated significantly with lymphocyte count
(23). Wolowiec et al measured serum endostatin in 52 patients with previously untreated CLL
patients and 12 controls (24) and did not detect significant differences in endostatin levels
between CLL group and controls or patients with stable vs. progressive disease. In addition,
lower endostatin were associated (on the limit of significance) with longer PFS. The
differences between our resulis and previously published studies may be caused by several
factors. Firstly, there are some potential technical differences. The ELISA kit used in the
current study is made by a different manufacturer. Secondly, we used EDTA plasma while the
other groups utilized serum for endostatin quantification. QOur reason for using plasma for the
determination of angiogenic cytokines is the potential danger of distorted results due to

release of various factors such as VEGF during clot formation resulting in falsely higher
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concentrations (26-28). Indeed, it has been also reported that endostatin is contained within
platelets and increases after platelet stimulation by thrombin. (29-30). Thirdly, the patient
cohorts were not direclty comparable (e.g., only Rai 0-1I stage patients enrolled in
Wolowiec’s study, only six patients in advanced stages in our CLL group). We hypothesize
that significantly elevated endostatin levels might mirror increased proteolysis of collagen
XVIII due to larger tumour burden. It remains to be seen whether lack of impact of plasma
endostatin on progression-free survival is caused simply by limited number of patients and
relatively short follow-up. In conclusion, our preliminary results suggests that endostatin is
aberrantly expressed in CLL and its quantification might add to complex assessment of
angiogenesis in this disease. Larger studies are needed to confirm our pilot results and further
elucidate role of endostatin as a prognostic factor in this disease, especially with regard to

established prognostic markers.
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5.2.1 Smolej L, Benesova P. Role of angiogenesis in chronic lymphocytic leukemia. Cancer
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CANGER Decomber 1, 2006 / Volume 107 / Humber 11

Role of Angiogenesis in Chronic
Lymphocytic Leukemia

W e read with interest the review on angicgenesis
in chronic ymphocytic leukemia (CLL) by Leti-
lovic et al® that was recently published Cancer. We
would fike make several comments on bone marrow
neovascularization in CLL, because we siill find this
issue confroversial,

Surprisingly, 2 important recent studies were not
mentioned in the review: Wolowdee et al? reported a
significant elevation of microvessel density {MVD) and
a positive correlation between the profiferative actvily
of CLL in bone marrow and angiogenesis in a cohor of
46 patients with CLY; however, those authors failed o
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demonstrate the prognostc impact of MV on clindcal
course, In astudy by De Raeve et al.® only sumples with
diffisse infilration by CLL had elevated MVD and endo-
thelial cell proliferation compared with control samples.

In our unpublished sedes of 22 patients with
unireated CLL, we observed increased MVD, as assessed
by the “hotspot” method and using CD34 monoclonal
antibody, compared with 17 controls {mean * standard
deviation: 75.6 = 506 vessels/mm® vs. 474 = 218 ves-
selsfmm®; 95% conlfidence intenal [95%CF, 53.2-98.1 ves-
selsfm® v 36.2-586 vesselsimm®; P - 038, However,
when we divided CLL samples according Lo pattermns of
bone marrow infifration, only biopsies with diffuse
srowth {1 == 11 biopsies; 93.) = 496 vesselsimm’;
9591, 53.8-1264 vessels/mm®) differed significantly in
MVD? from controds {P = .011). In addition, we observed
1o associatdon between MVD and other prognostie factors
{Rai stage, genetie aberrations detected by fluorescent in
sitt hybridization, immunoglobulin heavy-chain vadable
region mutation status).

There are several reasons for these conflicting results.
First, several studies published to date have dealt with
rather limited numbers of patients (e, the study by Kini
et al. of 12 patients with CLL, including 3 patients after
treatmem™. Moreover, resulis from some studies are not
directly comparable because of the different antibodies
that were used to delect microvessels and the different
techniques for MVD quantification {eg the “hot-spat”
method®™? vs. the random areas method used by Aguayo
et al®), Only krge, prospective studies that employ repro-
ducible and comparable methods can elucidate the exact
rdle of bone marnow angiogenesis in CLL biology.
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Angiogeneze v kostni dieni u pacientii s chronickou
lymfoeytarni leukémii

Kasparova P.1, Smolej L.2

'Fingerlandfiv dstav patologie a
#Oddglent klinické hematologie, II. interni klinika,
Fakultni nemocnice a Lékatska fakulta Univerzity Karlovy, Hradec Kralové

Souhrn

Angiogeneze je proces formovani novych cév ze stavajicich. Je zahrnuta v mnoha fyziologickych
procesech, zaroveli se viak podili na postupu nadorového ristu. Jakkoliv mnoho je znamo
o angiogenezi u solidnich nadord, kde hraje roli v madorové invazi a jejich metastatickém
poteneidlu, u nadord krvetvorné thané zagala byt zkoumana teprve v poslednich letech. Vysledky
studii o angiogenezi u hematologickych malignit jsou dosud nesourodé.

Nadorova angiogeneze mfize byt studovana na rdznyeh trovnich; histologicky je studovana
v nadorovych tkanich (lymfatické uzliny, kostni dfef) a kvantifikovana jako mikrovaskularni
denzita (MVD).

Cilem nasi studie bylo zavést metodu kvantifikace MVD v kostni d¥eni pomoci
imunohistochemického prikazu endotelidlnich markeri (fVIII) a dale zhodnotit MVD ve vzoreich
kostni dfené pacientd s chronickou lymfocytarni leukeémii (CLL) a vysledky porovnat s kentrolni
skupinou pacientit (CON}.

CLL je typickou malignitou hematopoetické tkang, ale priibéh a prognéza se u jedmotlivych
pacientii zi'etelné Hsi. Z tohoto divodu je snaha o nalezeni prognostickych markeria. Angiogeneze
jejednim z moZnych znakn, které by mohly dodat vice informaci o prith&hu tohoto onemocnéni. Ale
dosud bylo u CLL publikovino jen malo studii o angiogenezi méfené jako MVD a vysledky
jednotlivyeh studii se lisi.

V nasi studii byl zjistén zvySeny podet a plocha kapilar (oproti kontrolni skuping), ale nikoliv podéet
¢i plocha sinust, MiiZeme tedy shrnout, Ze Jsme nalezli znamky abnormalni angiogeneze v kostni
dfeni u pacientd s CLL, ale bude zapotiebi dicuhodob&jsich studii, aby se prokazal prognosticky
vyznam téchto nileza.

Elicova slova: angiogeneze - kostni dieit - chronicka lymfocytarni leukémie - CLL -
mikrovaskularni denzita - MVD

Summary

Angiogenesis in the Bone Marrow of Patients with Chronic Lymphocytic
Leukaemia

Angiogenesis is a process of formation of new vessels from the preexisting ones, It is involved in
many physiological processes, at the same time, however, it is involved also in the progress of
tumoral growth. Although a lot is known about angiogenesis in solid tumors where it plays a role
in tumoral invasion and its metastatic potential, in hematological malignancies it has been
appreciated only recently. However, the results of studies on abnormal angiogenesis in
hematological malignancies are inconsistent. Angiogenesis can be studied at different levels;
histologically, it is studied in the infiltrated tissues (Iymph nodes, bone marrow) and quantified as
microvessel density (MVD).

The aims of our study were to introduce the method of MVD quantification in the bone marrow
using immunohistochemical detection of endothelial markers (fVIID) and then evaluate MVD in
bone marrow samples in a group of patients with chronic Iymphocytic leukaemia (CLL) and
compare the results with a control group of patients (CON).

CLL is a typical malignancy of the hematopoictic tissue but the course and the prognosis of patients
with this disease vary considerably. For this reason there is urgent need for novel prognostic
markers in order to assess individual patient prognosis and tailor treatment. Angiogenesis is one of
the possible markers which may add mere informations about the course of this disease. So far only
few studies have been published about angiogenesis measured as MVD in CLL patients and the
results are inconsistent. In our study, both the number and the area of microvessels were increased
in bone marrow of patients with CLL, but the number and area of sinuses were not. It can be
concluded that there are signs of abnormal angiogenesis in bone marrow of patients with CLL but
larger study with longer follow-up is needed to give more specific information about prognostic
value of these findings.

Key words: angiogenesis — bone marrow - chronic Iymphocytic leukaemia -~ CLL - microvessel

density - MVD

Ces.-slov. Patol., 43, 2007, Ne. 2, p. 50-58
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Angiogeneze je proces tvorby novych cév z cév
stavajicich. Podili se na mnoha fyziclogickych
procesech, jako je hojeni a embryogeneze, zarovei
je viak zapojena do rozvoje néadorového bujeni.

AZkoliv je jiZ hodn& zndmo o angiogenezi
u solidnich tumord, kde nadorova angiogeneze
p¥ispiva k invazivité nadoru a k jeho metastatic-
kému potencidlu (byly jiZ zjistény markery p¥e-
svéddivé se podilejici na nadorové angiogenezi
a majici prognosticky vyznam), angiogeneze
u hematologickych malignit se dostala do stfedu
zdjmu teprve v neddvné dobé. Ale pfestoie se
ukazuje, Ze u hematologickych nadorl jsou patr-
ny znamky abnorméini angiogeneze, vysledky
pfisludnych studii nejsou dosud zcela jednotné
a v nékterych pfipadech jsou spie rozporuplné
{(6).

Naderova angiogeneze muZe byt studovana
na raznych drovnich: na klinické trovni je nej-
znaméjsi sledovani hladin angiogennich faktort
v krvi, nejéastéji hladiny vaskuldrniho endoteli-
alniho rastového faktoru {vascular endothelial
growth factor, VEGE) a bazického fibroblastické-
ho ristového faktoru (basic fibroblastic growth
factor, bFGF), novéi napf. 1 solubilni frakce
CID105 endoglinu (sCD105} (1, 4, 7, 10). Na histo-
logické vdrovni je angiogeneze studovana v infilt-
rovanych tkanich; v na3i studii ve vzorcich kostni
di'ené. Stupefi angiogennich zmén na histologické
trovni muZe byt kvantifikovan mé¥enim mikro-
vaskuldrn? denzity (MVD). K tomuto méfeni je
pouzivan imunchistochemicky prikaz réznych
endotelidinich marker (5, 9, 12).

V angiogenez: je zapojeno mnoho cest, ale vét-
Sina dosavadnich studii se vénovala oddélené
vidy jen jedné z nich - bud sledovala jen klinické
& naopak jen histologické znamky zvyiené angi-
ogeneze. Jen malo studii korelovalo histologické
znaky s klinickymi. Malo studii se také zabyvalo
porovnanim znamek angiogeneze s dalsimi para-
metry onemocnéni. A pokud ano, byl v téchto stu-
diich vét§inou sledovan pouze jeden vyhrany fak-
tor, ktery byl dale porovnavan s ostatnimi (5, 11,
12).

Pokud jde o diagnostické jednotky, v hemato-
logické oblasti se dosud nejvice praci o angioge-
nezi tykalo mnohoéetného myelomu (multiple
myeloma, MM). Tato jednotka vykazuje nékteré
vlastnosti solidnich tumorifl, a proto se p¥i jejim
studiu dalo dobfe vyuiZit poznatkl ziskanych
pfedchozim studiem solidnich nehematologic-
kjch malignit. Tim v8ak zarover tato afekce
z hematologické problematiky ponékud vyboéuje
a poznatky ziskané studiem tohoto nadoru nelze
pak zcela jednoznaéné pfenést na jiné, ,klasicka“
hematologické jednotky.

Naproti tomu CLL patfi k typickym hemato-
logickym onemocnénim; jeji diagnostika se viak
v minulosti opirala téméf vyhradné o klinické
nalezy. Trepanobiopticky odbér kostni diensd se

stal standardni soudasti vySetfovaciho protokolu
teprve v pomérné nedavné dobé, a proto histolo-
gické nalezy z kostni d¥end nejsou dosud diklad-
né prostudoviny. Ukazuje se v3ak, Ze i tyto nalezy
mohou mit diagnosticky a prognosticky vyznam.

Ve spolupraci s Oddélenim klinické hematolo-
gie (OKH, II. interni klinika LF UK a FN v Hrad-
ci Kralové) bylo u pacientit s CLL, ktefi splfiova-
li dile uvedend kritéria a u kontrolni skupiny
(pacienti vyfetfovani pro jina onemocnéni,
s negativnim nalezem v kostni dieni), sledovéno
n8kolik parametrd charakterizujicich stav one-
mocnéni. Diraz byl kladen na hodnoceni intenzi-
ty angiogeneze, a to jak na trovni klinicke, tak
i histologické. Na arovni klinické byly u pacientt
s CLL méfeny hladiny angiogennich faktorl
v krvi. Na histologické drovni bylo cilem studie
studovat zndmky angiogeneze u pacienti s CLL
v kostni dfeni, kvantifikovat ji pomoci méfeni
MVD a tyto nalezy porovnat s nékterymi dalsimi
parametry.

Nalezy byly korelovany v ramct skupiny
s dalgimi parametry popisujicimi stav onemocné-
ni a zdroven porovnavany s kontrolni skupinou.
Bylo tak moZné korelovat nejen histologické
a klinické znamky angiogeneze, ale 1 porovnat
tyto znamky ¢ dalsimi histologickymi a klinicky-
mi paramefry, kieré maji nebo by mohly mit
vztah ke stavu a vyvojl onemocnéni.

Chronicka lymfocytarni leukémie

CLL je nejb&Znéjsi leukémie dospélych (11).
Ptestoze klinicky prabéh mtiZe byt indolentni, je
onemocnéni bé&Znou terapii nevylééitelné a pri-
mérne pieZiti pacienth je 7 let. Prib&h onemoc-
néni je u CLIL typicky extrémni rlznorodosti.
U &asti pacientl je pribéh pomaly, pouze
s pozvolnym narfGstanim nadorové populace,
nikdy nepotfebuji 1éébu a jejich pieziti je toto¥né
s vrstevaiky nepostiZenymi CLL. U jingch viak
dochdzi k pomérné ¢asné infiltraci mnoha orga-
nd, s naruenim jejich funkce a paraneopiastic-
kymi projevy zptsobovanymi cytokiny vyplavo-
vanymi nadorovymi buikami. V takovych
pripadech se pfeZiti maZe pohybovat v ¥adu pou-
ze nékolika mésich. U viech pacientd s CLL hro-
zi také velkobunéény zvrat nadorového onemoc-
néni, tzv. Richtertv syndrom, ktery je popisovan
ve 3,5 % pripadi. Proto byla a je snaha o naleze-
ni markert, které by dovedly odlisit pacienty
s dlouhodobym stacionarnim priibéhem od paci-
entit, kde bude mozné oéekavai rychle nastupuji-
cf progresi a agresivni priabéh onemocnéni. V p#i-
padé objeveni se takovychto varovnych znakd
pak poufit zptsob 1éthy, ktery by byl zaméfen na
potlaéeni progrese nebo by ji v idedlnim pfipads
pfedchazel.

Cesko-slovenska patologie
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Na zékladé fady studif byl nalezeno nékolik
marker®, véetné chromozomaélnich odchylek,
mutaéniho stavu genu pro variabilni oblasti téz-
kych Fetézel imunoglobulinu (immunoglobulin
variable heavy, 1gVH), zdvojovaciho &asu lymfo-
cytt (lymphocyte doubling time, LDT) a dalgich,
které maji vztah k vyvoji onemocnéni a prognéze
pacienta; nékteré z nich jsou jiZ uznané, ovéteng,
jiné teprve ve fazi v¥zkumu a provéfovani. Zadny
z faktord v8ak dosud neni povaZovan za defini-
tivni a absolutnd (10).

O stupni angiogeneze je spekulovano jako
0 dal8§im moZném prognostickém markeru CLL.
V nasi studii jsme proto sledovali nékolik marke-
ri, které by mohly odpovidat angiogenezi:

a) mikrovaskularni denzita v kostni dfeni,

b) polet mastocytt v kostni dfeni,

¢) plazmatické hladiny angiogennich faktort.

Znamky abnorméalni angiogeneze v kostni
dfeni a v lymfatickych uzlinach u B-CLL jsou
z¥ejmé (4). Dosud v8ak bylo publikovano jen
malo studii o tomto tématu a jejich vysledky
jsou znatné rozporuplné. Pfesto se mé za to, Ze
angiogeneze je souddsti patogeneze CLL a jeji
klinicko-prognosticky vyznam byl jiZ demon-
strovan u pacientt v fasné fazi onemocnéni
(10). U pacientt s B-CLL byly prokazany 1 zvy-
gené hladiny VEGF a bFGF (3, 8) a také zvyie-
na MVD v kostni dfeni (2, 3, 10}. P¥i porovna-
vani MVD s dal§imi parametry onemocnéni
bylo zji&téno, Ze genomické aberace jsou neza-
vislymi prediktory progrese nemoei B-CLIL,
dosud v8ak nebyla nalezena korelace mezi
t&mito aberacemi a MVD ani mezi MVD a vy&&i
hladinou sérového VEGF (8).

Material a metodika

Soubor tvofili pacienti, kterym byle v obdobi
let 1999--2005 provedeno bioptické vySetfeni
kostni d¥fené a soucasné splilovali nasledujici kri-
téria:

a} byli nebo jsou v dispenzarizaci Oddéleni
klinické hematologie (OXH) II. interni kliniky
FN a LF UK v Hradc: Kralové a bylo u nich mo#-
né dohledat sledované klinické udaje (vEk, kiinie-
ké stadium onemocnéni a dobu sledovani),

b) nélez v kostni dfeni spliioval poZddovang
diagnosticka kritéria (infiltrace pfi CLL), materi-
al byl vhodné fixovan {Lowyho roztok) a jeho
mnozstvi byle dostateéné pro dalsi vySetfovani,

¢) v dobé odbéru vzorku byl pacient bez 1é¢by,

d) byla provedena dal§i klinickd vySetfeni
(stanoveni plazmatické hladiny bFGF, VEGF,
sCD105, mutadéni stav IgVH, LDT). .

Tato kritéria byla splnéna u 22 ptipadd CLL.

Jako kontrolni skupina (CON) slouZily vzorky
kostni dfené od pacientl vySetfovanych v ramci

stagingu Hodgkinovy nemoci, non-Hodgkinovych
lymfom® a solidnich tumort a vzorky pacientf
vySetfovanych s podezfenim na bliZe neuréenou
hematologickou malignitu, s normélnim histolo-
gickym nalezem nebo jen s reaktivnimi zménami
krvetvorné tkané.

Skupinu CON tvofilo 11 vzorkd od pacientdt
s rovnomérnym zastoupenim pohlavi a vékové
srovnatelnych s vliastnim souborem.

Ke studiu angiogeneze byly pouZity trepano-
biopticky odebrané vzorky kostni dfené z lopaty
kosti kyéelni. Material kazdého vzorku byl zpra-
covan-v celém rozsahu a po zaliti do parafinu byly
z kazdého vzorku kréjeny fezy o tloustce 3 um.
Vidy byla nejprve zhotovena sada sériovych pre-
parati zahrnujici barveni: hematoxylin-eozin,
May-Grinwald-Giemsa (MGG), PAS, prikaz
chloracetdtesterazy, Perlsovo barveni na prikaz
trojmocného Zeleza a impregnace retikulinovych
vlaken dle Gémiriho. Dale dle potfeby imunohis-
tochemické vySetfeni ke stanoveni zdakladni diag-
ndzy a vidy imunohistochemicky prikaz VIII
{von Willebrandova faktoru).

K imunochistochemickému vy8etfeni byla pro
zhodnoceni angiogeneze v kostni dfeni pouZita
monoklonilni mysi protilatka proti lidskému
fVIII, klon F&8/86 (Dako, Dansko), fedéni 1:2000.
Bylo provedeno tepelné demaskovani antigent
g pouZitim Target Retrieval Solution (TRS) 81700
{Dako). P¥i prikazu byla pouZita nepfima imuno-
histochemickd metoda s pouzitim vizualizaéniho
systému EnVision Dual Link System (Dako) zna-
teného peroxidazou. Jako chromogen byl pouZit
diaminobenzidin (DAB). Jako pozitivn{ byly hod-
noceny viechny hnédé zbarvené buriky bez mor-
fologie megakaryocytt, bez ohledu na to, zda bylo
¢ nebylo pfitomno lumen.

Od klinickych 1ékaft byly ziskany vysledky
dalsich vy&etieni, ktera byla provadéna na speci-
alizovanych pracoviitich podle standardd danych
metod. Takto byly ziskany tddaje o hladinach
angiogennich faktor VEGF a bFGF, mutatnim
stavu IgVH, chromosomalnich odchylkach a LDT.

Histologické parametry vygetfované ve vzor-
cich kostni diené:

a) Typ infiltrace kostni dfené (obr. 1)

1 = intersticialni: nddorové buriky jednotlivé
é v malych skupinkach (do 10 bunék), celkoveé
pfevazuje nepostiZena krvetvorna tkan,

2 = fokalni (nodularni nebo patchy): jasné
patrné ostrivky nadorovych bunék (fadové desit-
ky bunék), nadorova a krvetvorna tkan zhruba ve
stejném zastoupeni,

3 = difuzni: splyvajici nadorové infiltraty, zfe-
telné pfevaZuje nadorova tkaf nad krvetvornou.

b) Pofet mastocytid (obr. 2).

Pri celkovém zvétseni 400krat (= 1 zorné pole
pil velkém zvétseni, high power field, HPF) bylo
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Obr. 1; CLL, typy infiltrace (a)intersticidlni, (b) fokaini,
(e} difuzni. MGG, 40krat.

hodnoceno tolik zornych poli, aby byla zaujata
celd plocha vzorku. Ve vysledku udavan maxi-
malni poget mastocyti na jedno velké zorné pole.

, ¢) Imunohistochemické vydetfeni MVD (obr.
4, 5)

Preparaty s imunohistochemickym prikazem
fVIIT byly hodnoceny poéitadovou analyzou obra-
Zu za pouziti software LUCIA M/Comet 3.52 od
firmy Laboratory Imaging (Praha, Ceska republi-
ka;.

Pri histologickém vySetfeni byla angiogeneze

Obr. 2. CLL, mastocyty (Sipka) v okoli niderového

infiltratu. MGG, 200krat.

il 27

Obr. 3. CLL, MVD ,hot-spot® (cévy oznadéeny éiﬁkbu).
fVIIL, 100krat.

v kostnt dfeni hodnocena jako mikrovaskularni
denzita. Preparaty s imunohistochemickym pri-
kazem fVIII byly nejprve celkové zhodnoceny pit
pfehledném zvétieni 100krat nebo 200krat
a pokud moZno, byly vybrany t#i oblasti s nejvys-
Sim podtem patrnych cév, tzv. ,hot spots® V pri-
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Tabh. 1.: Popis sledovanych proménnych
Jsou uvadény median a minimalni a maximalni hod-
nota sledovanych promé&nnych
CLL CON
m:Z 16:6 6:5
Vék 57 (44-74) 56 (27-77)
K mm 224 9,6
{1,6-102,6) (0-12.8)
K 1,56 0,7
: 0,1-3,9) (0-0,9)
Plocha K. 2554 1527
(47,1-638,6) (0-300,0)
% K 04 0,2
(0,1-4,2) (0-0,7)
S mm 11,2 11,2
{0-27.3) 11,6-25,6
S 0,8 0.8
(0-1,9) (0,1-1,8)
. » . Plocha S 1257,8 1755,6
padé mensiho mnoZstvi materidlu bylo dalsi (0-5608.2) (448 ,4-9691,1)
vySetfeni provedeno na dosaZitelném materialu %S 0,2 0,9 ’
kontinuaing, bez vybéru. (0-13,0) (0,7-0,1)
Dale byl pfi zvétSeni 400krat (mé¥ens plocha mastocyty 5 1
v jednom zorném poli 0,069 mm2) manuilné (0-20) 0-4)
oznaten obvod zastiZenych cév a vyznadena jejich VEGF 94,5 x
piocha. Byl zaznamensan: (5,5-589.4)
B podet cév, b FGF 121,2 X
£ e P (7,5-222,9)
— jejich plocha vyjadfena v mm?,

— plocha vyjadfena v procentudlnim zastou-
peni z celkové méfené plochy.

Byly hodnoceny vidy jen cévy, jejich? sténa byla
tvofena pouze jednou vrstvou endotelii a neobsa-

K mm — pramérny pofet kapilar na 1 mm? K - priimérny
poéet kapildr na 1HPF; plocha K — celkova plocha kapilar
v 1HPF [um?] ; % K -~ plocha kapilar vyjadfensa v procentech
z méfené plochy; Smm — primérny pofet sinust na 1 mm?;

8 — primérny podet sinust na 1 BPF; placha S — celkova pio-
cha sinust v 1 HPF [um? ; % 8 — plocha sinust vyjadiens
v procentech z méfené plochy; masto ~ maximalni pocet mas-
tocytd na 1 HPF; VEGF — plazmatické hladina VEGF [ng/li;
bFGF — plazmaticka hladina bFGF [ng/l]; x — nezjisténe

hovaly ve sténé hladkou svalovinu. Oddéieng hyly
hodnoceny cévy s primérem meniim neZ 10 um
a vétsim neZ 10 wm. Takto bylo hodnoceno v kaz-
dém vzorku 9 zornych poli (3 v kazdém hot spot).

Tabulka 2: Statistické srovnani angiogeneze s ostatnimi prognostickymi markery ve skupiné pacientis s CLL

IgVH genetika st Rai infiltrace

(p) test (p) fest {p) test (p) test
K mm {,4033 MW 0,5315 MW 0,1197 KW 0,8743 KW
K 0,4033 MW 0,56315 MW 0,1197 KW $,8743 KW
% K 0,1604 KW 0,3577 MW 0,1817 KW (,6644 KW
plocha K 0,08878 MW 0,3579 MW 0,1446 KW 03,6544 KW
S mm $,1745 t-test 0,8179 MW 00,5144 KW 3,5325 KW
3 0,1745 t-fest 0,8179 MW 0,5144 KW 0,5314 KW
% 8 0,3825 t-test 0,3579 MW 00,4148 KW 0,5339 anova
plocha S 0,3922 t-test 0,3579 MW 0,2095 anova 0,5345 anova,
mastocyty 0,3822 MW 0,6221 MW 0,7197 KW 4,2699. | KW

MW — neparametricky Mann-Whitney test; anova - jednofaktorova analyza rozptylu s naslednym mnohonasobnym porovnanim;
KW - neparametrické Kruskal-Wallisava analyza rogptylu; K mm —primérny potet kapilar na 1 mm?; K — pramérny podet kapi-
lar na YHPF; plocha K - celkova plocha kapilar v 1HPF [um?}; % K — plocha kapilér vyjadfena v procentech z mé&fené plochy;
S mm ~ primérny potet sinust na I mm? 8 —primérny pocet sinust na  HPF; plocha S — celkova plocha sinusti v 1 HPF {um?);
% 3 - plocha sinust vyjddfena v procentech z méfené plochy; maste — maximalni poset mastocyti na 1 HPF; VEGF - plazma-
ticka hiadina VEGF [ng/l}; bFGF — plazmaticka hladina bFGF [ng/l}

Statistické zpracovani provedla RNDr. Eva
Cerméakova z Ustavu biofyziky LF UK v Hradci
Kralové. Ke statistické analyze ziskanych dat byl
pouZit program NCSS 2004. Byly provedeny

deskriptivni statistické testy, Korelace mezi jed-
notlivymi parametry byly hodnoceny korelaénim
koeficientem (Spearmanovym). Ke zhodnoceni
vztahu mezi sledovanymi parametry byly pouzity
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Tab. 3.: Porovnani histdlog'ickych parametri mezi sku-
pinami pacienttt s CLL a CON

Jsou uvedeny parametry, ve kterych byl nalezen sta-
tisticky vyznamny rozdil mezi skupinou CLL a CON.
Jdsou uvedeny hodnoty hladiny vyznamnosti (p) a pou-
Zité testy.

s uznavanou prognostickou hodnotou (v&k, klinic-
ké stadium onemocnéni, chromozomalni odchyl-
ky, mutaéni stav variabilni oblasti t&zkych fetéz-
ci imunoglobulinti), nebo ty, které se jevily jako
napadné v prabéhu zpracovani vzorkt, a byly
proto rovnéf zavzaty mezi vySetfované paramet-

KW — neparametricka Kruskal-Walliseva analyza rozptylu;
K mm - praimérny pofet kapildr na 1 mm2; K ~ pramérny
poéet kapilar na 1HPF; masto — maximalni pofet mastocyti
na 1 HPF

dvouvybérovy t-test, pfipadné neparametricky
Mann-Whitney (MW) test a dale jednofaktorova
analyza rozptylu s naslednym mnohondsobnym
porovnanim {(anova), pfipadné neparametricka
Kruskal-Wallisova (KW) analyza rozptylu.

Vysledky

Vysledky jsou uvedeny v tabulkach 1-3.

Diskuse

Vysiedky této prdce mavazuji na vysledky
predchozich praci jinych azutort a rozdifuji je
o nékteré nové udaje. Studie vénujici se angioge-
nezi u hematologickych onemocnéni jsou &asto
zamé¥ené Jednostranné: sleduji bud pFevainé
klinické znamky zvySené angiogeneze — nejéas-
t&ji hladiny angiogennich faktort v krvi, nebo
pfevaziné histologicky korelat angiogeneze —
mikrovaskuldrni denzitu (MVD) v kostni d¥eni &
v jinych tkénich. Nedostatkem vétdiny téchto
studii je chybéiici propojeni téchto dvou oblasti.
Ve spolupréci g klinickymi lékafi jsme se proto
v této studii pokusili o ponékud komplexné&jsi
pohled. )

U pacientd jsme sledovali histologické
i klinické korelaty zvy%ené angiogeneze. Na
histologické urovni byla angiogeneze méfena
jako MVD, by! sledovan podet kapilar na zorné
pole pfi velkém zvétieni, s pfepoétem na 1mm?
(pro snadnéjd{ srovnani s jinymi studiemi)
a jejich plocha, vyjadfena jednak v um?, jednak
v procentudlnim poméru z celkové méfené plo-
chy. Souéasné jsme v3ak sledovali i klinické
znaky angiogeneze, reprezentované plazmatic-
kymi hladinami angiogennich faktori VEGF
a bFGE

Kromé toho jsme hodnotili i daldi faktory
hovoiici o stavu onemocnéni a pacienta, at uZ

D test ry (sinusy, mastocyty).
K mm 0,00002 KW
K 0,00002 KW
masto 0,00001 KW

Chronicka lymfocytarni leukémie

CLL pat#i k velmi ¢astym hematologickym
malignitam, do neddvné doby vsak byla pova-
Zovdna za velmi pomalu progredujici onemoc-
néni jen s velmi nizkym malignim potencidlem.
Pro stanoven{ diagnézy CLL byle posiadujici
klinické vySetieni a nalez v periferni krvi.
V soudasné dobé se viak s novymi poznatky
néhled na toto onemocnéni zménil. Standardi-
zace vySetfeni se stanovovanim sérologickych
hladin vyse zmifiovanich latek v krvi, s odbé-
rem trepanobioptického vzorku kostni d¥end
a spolu s dal§imi vySetfenimi jako je chromoso-
malni a genetické vySetfeni a mutadéni stav
[gVH, vedlo k poznani dalsich typickych znaka
CLL. Je patrna snaha o vyuZiti téchto nové
zjisténych znakt, pFedevsim jako moZnych pre-
diktord prdbéhu a prognézy tohoto vysoce
heterogenniho onemocnéni.

Doba sledovani nasich pacientdt s CLL byla
12-150 mésich (median 36,5; pramér 51,5 mési-
ce), coZ je témé&F trojnascbnd vice nez v obdobné
studil autortt Wolowiec a spol. (12). B&hem této
doby doslo k ovéfenému dmrti 2 pacientd, stav 9
pacient dosud nevyzadoval Zadnou lé&bu pro
zakladni diagnézu, 8 pacienti bylo nebo je légeno
a jejich stav je v soudasnosti stabilizovan a 3 paci-
enti se nedostavili do dispenzafe a byli ztraceni
z evidence. Tyto udaje odpovidaji tidajim o poma-
1é progresi tohoto onemocnéni,

Od sledovani angiogeneze se ofekava, Ze by
mohla dale dopinit znalosti o tomto onemocnéni
a popf. se stat dalSim prognostickym markerem.

Histologické vysetfeni a hodnoceni vzorkh
v na&i studii probihalo zpoéitku stejnym zpiiso-
bem jako u MM. Av8ak vzhledem k tomu, Ze p¥i
vySetfovani vzorkd pacientt®t s CLL byly éasto
napadné vyrazné dilatované cévy (sinusy), byly
1 tyto cévy zafazeny mezi hodnocené parametry.
Tento zplisob hodnoceni MVD je ponékud odlidny
od zpiisobu poufivaného u solidnich tumord, kde
jsou hodnoceny vzdy pouze cévy menéi nez 10 um
v prameéru. Takto je postupovano na zakladé zku-
Senosti, Ze u cév vétSich byva zastiZena vyvinuta
jako novotvofené kapilary.

Postup obdobny jako u solidnich tumora byl
jako vychozi pouzit p#i hodnoceni MVD
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u MM. MM se totiZ svymi vliastnostmi z hemato-
logickych malignit ponékud vymyk4; v nékterych
oblastech se chova spiSe jako solidni tumor. P¥i
hodnoceni vzork typické hematologické maligni-
ty jako je CLI se v8ak tento postup ukézal jako
nedostacujici. Casto byly totiZ zastiZeny velmi
objemné cévy, aviak stdle se sténou tvoFenou
pouze vrstvou endoteli.

Na rozdil od vétSiny solidnich tumord, ve
kterych byla angiogeneze zkoumaéna, obsahuje
normélni kostni dferl jen velmi malo cév s plné
vyvinutou, nékolikavrstevnou sténou. Naopak
zde pteviadaji hojné preformované sinusy, se
sténou tvofenou pouze vrstvou endotelii, jiz
uzplisobené k priniku bunék z kostni dfens do
periferni krve. Autofi Molica a spol. (8) ve své
studii sice tyto ,napadné dilatované cévy®
popsali, aviak jejich kvantifikaci a pfipadnym
viivem angiogennich plisobkd na tyto preformo-
vané sinusy se dosud, pokud je nam znamo,
u CLL tito autofi ani nikdo dalii nezabyval.
Nase hypotéza byla, Ze by nadorové buitky moh-
ly této vlastnosti kostni dfend vyuZit a misto
novotvorby dalich malych cév pouze zvitiovat
stavajici sinusy nebo zkombinovat oba procesy
{novotvorba malych cév a dilatace sinusti). Na
zdkladé této hypotézy by se v kostni d¥eni
u CLL dal ocekévat stejny nebo vyss{ potet kapi-
lar neZ v kontrolnich vzorcich a obdobny podet,
av8ak plo&né rozsahleisich sinusti.

Ve vzorcich pacientt s CLL a v kontrolnich
vzorcich byly tak posléze v kafdém zorném poli
oddélené hodnoceny kapilary a sinusy (viz vyse)
—u kaZdé skupiny pofet a plocha danych cév.

Primérny potet kapilar u pacientd s CLL byl
v nasi studil signifikantné vy3&i oproti kontrolni
skupiné (median 22 K/mm? u CLL oproti 10
K/mm? v kontrolni skuping; p = 0,0002). Nebyl
viak nalezen statisticky vyznamny rozdil mezi
plochou kapilar (plocha K, % K) ve skupiné paci-
entll s CLL a kontreini skupinou.

Pocet, plocha ani procentualni zastoupeni
sinust (S, S mm, plocha 5, % S) se statisticky
vyznamné neliSila mezi Zadnymi z hodnocenych
skupin.

RovnéZ nebyl naiezen statisticky vyznamny
rozdil mezi poftem, plochou a zastoupenim kapi-
lar a sinusi mezi skupinami pacientt s CLL
s odlisnymi parametry IgVH, genetickym sta-
vem, klinickym stadiem dle Raie a typem nado-
rové infiltrace kostni d¥ené,

Nalez vyisiho pottu kapilar ve vzorcich kost-
ni dfené pacientt s CLL oproti kontrolni skuping
je ve shodé se studif autort Wolowiec a spol. (12),
kterd rovnéZ zaznamenala zvySenou MVD v kost-
ni d¥eni u pacientd s CLL.

Z vysledkt nadi studie je moZné usuzovat,
Ze v procesu angiogeneze pfevlada tvorba mno-
ha malych cév nad roz§ifovanim cév stavajicich,
byt by byly tenkosténné. Pro tento zdvér svaddi

jednak nezménény podet a hlavné statisticky
nevyznamny rozcil v plofe mezi sinusy u CLL
a kontrolni skupiny a dale také fakt, Ze presto.
¥e se nezménila plocha zastiZenych kapildr ve
skuping CLL oproti kontrolni skuping, bylo
patrné statisticky vyznamné zvySeni poétu
t&chto kapilar. Tedy kapilary jsou men3i a get-
né&jsi.

Hodnotili jsme 1 typ nadorové infiltrace, a to
ve t¥ech kategoriich jako intersticialni, fokalni
a difuzni. U pacienti s CLL nebyl prokazan sta-
tisticky vyznamny rozdil mezi jednotlivymi
kategoriemi podle typu infiltrace. Tento vysle-
dek je odlifny od vySe zminované studie (12),
kde byl pramérny pocet kapilar na velké zorné
pole signifikantné vy38i u difuzni neZ u nedi-
fuznf infiltrace kostni dfené u CLL. Je moZné se
na této neshodé se podili rozdéleni nadorové
infiltrace do t¥ kategorii (v nasi studii), proto-
%e jejich studie hodnotila. infiltraci pouze ve
dvou skupinach, jako difuzni a nedifuzni.
V nagem souboru bylo i dosti nerovnomérné
zastoupeni pacientu Vv jednotiivych skupinach
(6 pacientti s intersticialni, 6 s fokélni a 12
s difuzni infiltraci), takie je moiné, ze jde
i 0o chybu v souboru s malym poftem &sel.
Vzhledem k tomu, Ze podle novych nazord typ
infiltrace koreluje s klinickou progresi onemoc-
néni, je nutné povaz'ovat nase néalezy za proza-
timni a zamé¥it se na jejich ovéfeni & upfesnsé-
ni v rozséhlejgich souborech pacienti.

Ve shod& s vyée zminiovanou studii (12) jsme
i my pozorovali, Zze zatimco u difuzni infiltrace je
vaskularizace pravidelné, u nodularni je vy&si na
okrajich nadorovych uzli. Nepodafilo se nam
prokazat souvislost mezi MVD a v soucasnosti
uznévanymi prognostickymi markery CLL. Je
tedy otazkou rozsahlejdich a dlouhodob&jsich stu-
dii, zda se v budoucnu prokaze né&jaky prognos-
ticky vyznam angiogeneze u CLL.

Dalgim napadnym znakem ve vzorcich kost-
ni d¥end pacientt s CLL byly zmnoZené masto-
cyty. O mastocytech Je znamo, Ze mohou byt
reaktivné zmnoZeny u mnocha hematologickych
onemocnéni, napt. u utlumu kostni dfenég, ané-
mii, malignich lymfomit i myelodysplastického
syndromu. Byvaji véak zmifiovany iv souvislqs—
ti s angiogenezi, jako moZni producenti angio-
gennich faktorii i protedz, které se podileji na
destrukei stény pivodnich cév 1 stromatu. V této
souvislosti jsou zminovany dva zakladni typy
mastocytit: s prevladajict sekreci tryptazy (Mc-t)
a s prevladajici sekreci chymazy (Me-c). Pro
angiogenezi jsou pokladany za klitové mastocy-
ty s prevasujici produkei tryptdzy. Ale praci
zabyvajicich se pFesnym zarazenim mastocytl},
které se na tomto procesu podili, a jejich kvanti-
fikaci je velmi malo. ’

YV nadi studii dosahovaly ve vzorcich kostni
dfené pacientd s CLL maximalni hodnoty masto-
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¢yt na jedno velké zorné pole poétu aZ 20 (medi-
an 5). Na zdkladé téchio pozorovani byly tedy
i mastocyty zahrnuty do hodnocenych paramet-
ri. Maximdalni hodnoty ve vzoreich kontrolni sku-
piny byly 4 mastocyty na velké zorné pole {(medi-
an 1).

Byl prokazan statisticky vyznamny rozdil
mezi poltem mastocyth ve skupiné pacientfi
s CLL (medidn 5) a kontrolni skupinou (mediin
1, p = 0,00001). _

Tento vysledek by jist& stal za dalsi zkouma-
ni. Obecné je CLL onemocnénim, kde jsou v kost-
ni dfeni mastocyty ¢astym nalezem. Dals{ studie
by se tedy mohly vénovat vyznamu mastocyta
u CLL.

Nebyly v3ak nalezeny Zadné vyznamné kore-
lace mezi poftem mastocytd, MVD a klinickymi
parametry (VEGFE, bF'GF, vék).

Vzhledem k tomu, Ze byl provédén pouze
prosty soudet vSech zastiZenych mastocytd
4 pFitom v literatufe jsou v souvislosti s angio-
genezi zmifovany hlavné MC-t, bylo by jisté
také vhodné ov@fit, jaké enzymy prevaZovaly
v zastiZenych mastocytech v naSem souboru
a zda by se potomn udaje o poétu mastocyth
v gouvislosti s ostatnimi zndmkami angiogene-
ze nezménily, PiestoZe se tedy v nafem soubo-
ru nepodafilo prokdzat vyraznou souvislost
poétu mastocytil s angiogenezi, napadné zvyse-
ny poéet téchto bunék se jevi jako inspirace pro
dal$i studium.

Naméfené plazmatické hodnoty angiogen-
nich faktord u pacienttt s CLL byly u VEGF v roz-
mezi 5,5-589,4 ng/l (median 94,5 ng/l} a u bFGF
7,5~222.9 ng/l {median 121,2 ng/l).

Neméfili jsme hladiny angiogennich faktord
1 kontrolni skupiny, nebot bylo jiz opakované
prokéazane, Ze tyto jsou u pacientti s CLL zvySené
oproti normalu {1}, Nas zajimala spiSe korelace
s histologickymi znaky anglogeneze a s dal3imi
prognostickymi markery, nebot v této oblasti je
dosud male znamych informaci a nejsou jedno-
znaéné.

V nasf studii nebyla patrna korelace mezi
hladinami angiogennich faktori a dalsimi slede-
vanymi prognostickymi markery.

I v dalsich studiich jsou dosud korelace pouze
vagni. Zatim se zd4, Ze hladiny VEGTF by mohly
dodat prognosticky vyznam u &asnych stadii
CLL, kdy u pacientlt ve stadiu Rai I-]I s vy3&imi
hladinami VEGF byl zaznamenan krati ¢as do
progrese. Nase studie je dosud mald, s malym
poftem zachycenych nadorovych progresi, ale
ofekavame, je s fasovym odstupem bude moZné
nékteré proménné znovu zhodnotit z diouhodobé-
ho hlediska.

Celkové nebyly patrné zddné vyznamnégjii
korelace mezi sledovanymi proménnymi. Kore-
ia¢ni koeficient mezi sledovanymi histologic-
kymi (mikrovaskularni denzitou v kostni dfe-

ni at uZ méfencu jako poéet kapilar nebo sinu-
s@) a klinickymi parametry angiogeneze (hla-
dinami VEGF a bFGF v krvi) byl velmi nizky.
RovnéZ nebyla patrna Zadna vyznamnéjsi
korelace mezi MVD a hladinami B2-mikroglo-
bulinu a vékem. Tento nalez je ve shod& se stu-
dii autori Molica a spol. {7), ktefi rovnéZ neza-
stihli korelace mezi VEGF a ostatnimi
klinicko-bioclogickymi parametry (absolutni
lymfocytdza v periferni krvi, B2-mikroglobulin,
histologie kostni dfené, [L-6) nebo progresi
onemocnéni (LDT).

Porovnavali jsme histologické parametry
(MVD a pofet mastocytd) s prognostickymi mar-
kery, a to histologickymi [ klinickymi. Neproka-
zall jsme signifikantni rozdil v histologickych
parametrech anglogeneze a poltu mastocytd pii
srovnani s mutaénim stavem IgVH, genetickym
vySetfenim FISH, stadiem dle Raie a typem
infiltrace.

Tato prace byla d&asteéné podpofena
granty NR/8076-3 a NR/8373-3 IGA, MZ Ces-
ké republiky a vyzkumnym zamérem MZO
00179906 MZ CR
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Abstract

Introduction: Angiogenesis is a potential prognostic factor in chronic lymphocytic leukemia
(CLL). Elevated circulating levels of angiogenic factors have been reported. Nevertheless,
results of studies assessing bone marrow neovascularization in CLL are controversial, partly
due to different methods of assessing microvessel density (MVD). Moreover, there is
insufficient data regarding relationship of marrow angiogenesis to prognostic markers in
CLL. Objectives: 1. To assess bone marrow MVD in CLL using two different monoclonal
antibodies and reproducible method of MVD quantification; 2. To examine possible
association of marrow MVD and prognostic factors. Patients and Methods: MVD was
analysed immunohistochemically in bone marrow biopsies from untreated CLL patients using
antibodies anti-CD34 (n=22) and von Willebrand factor (vWF, n=17); seventeen age- and
sex-matched individuals served as controls. Results: MVD was significantly higher in CLL in
comparison to controls using either antibody (CD34, p=0.039; vWF, p=0.017). However, no
MVD differences were detected between CLL subgroups subdivided according to clinical
course, pattern of marrow infiltration, Rai stage, FISH abnormalities or IgVH mutation status.
MVD was higher using CD34 vs. vWF antibody in CLL and controls (p<0.0001 for both). In
conclusion, we detected increased marrow angiogenesis in CLL. However, no association of
MVD with any prognostic factors was observed. Staining with anti-CD34 resulted in higher
MVD counts than with anti-vWF antibody. Our results point out the need for standardized
method of neovascularization assessment to enable direct comparison of results between
different centers in order to elucidate the real clinical significance of bone marrow

angiogenesis in CLL.

Keywords:
Chronic lymphocytic leukemia, angiogenesis, neovascularization, microvessel density, CD34,

von Willebrand factor, bone marrow biopsy.

Introduction

Chronic lymphocytic leukaemia (CLL) is a disease with an extremely variable clinical
course. Some patients never require therapy and live as long as their CLL-free counterparts
while others experience aggressive disease and die within few years. Therefore, novel
prognostic factors such as mutation status of variable region of immunoglobulin heavy chain
genes (IgVH) or genetic aberrations detected by fluorescent in situ hybridization are being

sought in order to identify patients with poor prognosis at the time of diagnosis and to adjust
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the intensity of treatent according to overall risk (1). It has been shown that angiogenesis
plays a role in the pathogenesis of CLL and might serve as one of new prognostic factors
(2,3). It is well-known that CLL cells are capable of producing many angiogenic molecules
(4) and that various circulating angiogenic factors are elevated in peripheral blood of CLL
patients (5-10). Elevated bone marrow neovascularization has been widely reported in
various hematological malignancies (11-14); however, it is still controversial whether in CLL
bone marrow is elevated, in part because methods of angiogenesis assessment are not directly
comparable between published studies (due to different antibodies used for
immunohistochemical identification of vessels and different methods of calculating
microvessel density [MVD]) (15-20). Moreover, there is insufficient data on the association
of bone marrow angiogenesis with prognostic factors, especially modern ones (IgVH
mutation status, genetic abnormalities). The aims of this study were therefore: 1. to find out
whether there are any differences in MVD in CLL if different endothelial markers are used;

2. to assess a possible association of MVD with prognostic markers.

Patients and Methods

We evaluated trephine bone marrow biopsies from 22 patients with never-treated chronic
lymphocytic leukemia (CLL) diagnosed according to National Cancer Institute-sponsored
Working Group (NCI-WG) criteria. Control group consisted of 17 samples of marrow
biopsies without any evidence of solid tumor or hematological malignancy. The study was
approved by local ethical committe and conducted according to Helsinki Declaration. CLL
cohort was further subdivided according to clinical course (stable vs. progressive), Rai stage
(0 vs. [-IV), pattern of marrow infiltration (non-diffuse vs. diffuse), genetic abnormalities
(favourable, i.e. no abnormality or del13q14 as a sole aberration vs. unfavourable, i.e. del 17p

/ delllq / trisomy 12), and IgVH mutation status (mutated vs. unmutated).

Microvessel density assessment

Trephine bone marrow biopsy samples were done from anterior or posterior iliac crest using
Islam or Sterylab biopsy needles. Samples were processed according to standard technique
and paraffin-embedded section were made for microscopic evaluation. Samples were stained
immunohistochemically with CD34 (n=22) and von Willebrand factor (vWF) / factor VilI-
related antigen (fVIIIrAg, n=17) monoclonal antibodies purchased from DakoCytomation,
Hamburg, Germany. Microvessel density was determined by “hot spot* method: Digital

images of marrow slides were processed using image analysis software LUCIA M/Comet
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3.52 (Laboratory Imaging, Prague, Czech Republic) and were examined at low magnification
(x100), where three areas with highest accumulation of small vessels (,hot spots*) were
identified in every specimen. These areas were then examined at high (x400) magnification
and microvessels were counted in three high-power fields. Megakaryocytes which also stain
with CD34 and vWF could be easily distinguished from microvessels on the basis of
morphology. The presence of lumen was not required for definition of a microvessel. Large
vessels and sinuses were excluded from counting. The area of one high-power field is
0.069mm?. Results were expressed as number of microvessels/mm?®. IgVH mutation status
was determined as described in detail elsewhere (22). Genetic abnormalities were detected by
fluorescent in situ hybridization (FISH) using commercially available Vysis probes and kits

(Abbott, Chicago, IL, USA) and standard methodology recommended by manufacturer.

Statistical assessment

Softwére Analyse-It (Analyse-It Software Litd., UK) was used for statistical evaluation.. Each
group was tested by Shapiro-Wilk test for data normality. As data in all groups showed non-
normal distribution, non-parametrical Mann-whitney U test was utilised; p-levels lower than

0.05 were considered statistically significant. All p-levels are 2-sided.

Results

MVD was significantly elevated in CLL group in comparison to controls using either
antibody (CD34, mean + standard deviation [SD], 75.6 + 50.6, 95% confidence interval of
mean [CI], 53.2-98.1 vessels/mm’ vs. 47.4 + 21.8, 95% CI, 36,2-58.6 vessels/mm?, p=0.039;
vWF, 21.3 + 16.5 vessels/mm2, 95% CI, 13.1-29.5 vs. 11.5 = 8.5, 95% CI, 6.8-16.2
vessels/mm?, p=0.017). However, no significant MVD differences were detected between
CLL subgroups with regard to clinical course, pattern of marrow infiltration, Rai stage, FISH
abnormalities or IgVH mutation status (data not shown). Interestingly, there was a significant
difference between MVD counts according to antibody used: MVD was higher using CD34
vs.vWF in CLL as well as control group (p<0.0001 for both). Results are summarized in
Table 1.

77



Microvessel density

CD34 vWF
CLL vs. controls (.039 0.017
Diffuse vs. non-diffuse infiltration 0.133 0.536
Rai 0 vs. I-IV 0.144 0.139
Stable vs. progressive discase 0.898 0.114
IgVH mutated vs. unmutated 0.172 0.383
Favourable vs. unfavourable FISH 0.705 0.105
CD 34 vs. vVWF CLL 0.0002
CD 34 vs. vWF controls : <0.0001

Table 1: Results of statistical comparisons between the subgroups. All p-levels are 2-sided.
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Fig. 1 a,b: Box and dot plots showing significantly higher microvessel density in CLL vs.

controls using either of the antibodies (Fig. 1a) and significantly higher MVD obtained with
CD34 vs. vWF antibody in both groups (Fig. 1b). Con, controls.
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Fig. 2 a,b: Imunohistochemical staining using CD34 (Fig. 2a) and vWF (Fig. 2b) monoclonal

antibodies. Magnification x400. Examples of microvessels are marked with full arrows,

sinuses and large vessels (which must not be counted) with dashed arrows.

Discussion and conclusions

Assesment of bone marrow microvessel density has been widely reported as a standard
method of investigation of angiogenesis in hematological malignancies (11-14). Nevetheless,
results of studies on marrow neovascularization in CLL are inconstistent (15-20), possibly
due to limited number of patient cohorts and different method of MVD assessment
methodology, including use of different monoclonal antibodies for endohelial cells staining.
In the present study, we examined bone marrow microvessel density in chronic lymphocytic
leukemia patients using two most commonly applied endothelial markers, CD34 and vWEF,
MVD was significantly higher in CLL in comparison to age- and sex-matched controls using

either antibody. This is in agreement with studies using similar methodology (15,16,18-20).
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Importantly, staining with anti-CD34 resulted in significantly higher MVD counts than with
anti-vWF antibody. These results are in concordance with the only similar study by Norrby
et al. who compared three different antibodies in B-cell lymphomas including five cases of
CLL (21). In addition, when subgroups divided according to various prognostic factors were
analysed, different results were obtained with CD34 vs. vWF. These results have nevertheless
to be interpreted with caution owing to small numbers of samples in the subgroups and
possible selection bias in our cohort. '

Bone marrow microvessel density is a simple, relatively inexpensive and feasible
method of angiogensis assessment. The main disadvantage of this approach is the need for
histological specimen. Bone marrow trephine biopsy is a painful and demanding procedure
for the patient; more importantly, the prognostic value of bone marrow examination (the
pattern of infiltration) is becoming limited at present time due to effective treatment options
probably capable of erasing its prognostic significance. Therefore, the proportion of patients
undergoing bone marrow biopsy is decreasing.

In conclusion, our study highlights the importance of selection of endothelial marker
for MVD quantification. Larger studies using standardized methods are needed to enable
direct comparison of results between different centers and to help to elucidate the real clinical

significance of bone marrow angiogenesis in this disease.
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6. Zavéry a diskuze

V rédmei dizertadni prace byly zjistény nasledujici skutednosti:

1) Angiogenni aktivatory bFGF, VEGF, sCD1035 a inhibitor endostatin byly vyznamné zvy¥eny
v plazmé periferni krve nemocnych s nelééenou CLL.

2) Koncentrace sCD105 byly vyznamné vys$i u nemocnych s pokro¢ilym klinickym stddiem a
progresivnim priib&éhem onemocnéni.

3) Koncentrace bFGF byly vyznamng zvySeny u nemocnych s mutovanymi vs. nemutovanymi
geny pro IgVH.

4) Koncentrace VEGF byly vyznamné vy3si u nemocnych s nizkou expresi ZAP-70.

5) Nebyla prokazana souvislost endostatinu sklasickymi ¢i modemimi prognostickymi
ukazateli u CLL.

6) bFGF a VEGF v plazmé& periferni krve vyznamné poklesly po Gspé€Sné lé€bé zaloZené na
fludarabinu.

7) Mikrovaskularni denzita byla vyznamné zvySena v kostni dfeni CLL pacientd.

8) Nebyla prokdzana souvislost mikrovaskularni denzity s prognostickymi faktory.

9) Nebyla prokézdna korelace mezi mikrovaskuldrni denzitou vkostni dfeni
a koncentracemi angiogennich faktorii v periferni krvi.

10) Hodnoty mikrovaskularni denzity byly vyznamné z4vislé na druhu pouZitého endotelového

markeru (vyznamné vy$§i MVD pii pouziti CD34 vs. vWF),

Zvyseni cirkulujicich angiogennich faktorli v periferni krvi u nemocnych s CLL bylo prvné
publikovéano v praci Duensinga v r. 1995, ktery popsal zvySeni bFGF v séru u pilotniho souboru
18 pacientd s CLL. Lze Fici, Ze nejvice praci bylo publikovino na téma dvou nejznaméjSich
aktivatorli angiogeneze, tedy VEGF a bFGF, zatimco u ostainich ukazateli angiogeneze jde
dasto o jednu az dv& studie. Pfimému porovnani mezi jednotlivymi publikacemi €asto brani
riznorodost pacientskych kohort z hlediska v&ku ¢i klinického stadia, v nékterych publikacich
se setkdvame se zavazn&jSimi metodickymi problémy, jako je naprosta absence ¢i nedostate¢ny
rozsah kontrolni skupiny & zafazeni nemocnych, ktefi pfed hodnocenim angiogeneze jiZ
podstoupili cytoredukéni Ié¢bu. V na3i praci jsou proto zafazeni vyhradn€ nemocni s nelélenou
CLL a kontrolni skupiny jsou pouZity v takovém rozsahu, aby minimalizovaly chybu malych
gisel. Dal¥i zasadni otazkou z metodického hlediska je materidl, ve kterém cirkulujici angiogenni
faktory stanovovat. A&koliv naprosta vétSina studii pouzila krevni sérum, v naSich pracech
pouZividme krevni plazmu, a to z ddvodi moZného vyznamného zvySeni konetnych koncentraci
angiogennich faktorli v séru v disledku jejich uvolnéni z trombocyth b€hem tvorby krevniho

kolade — to plati pfedevdim pro VEGF, ale také napf. pro endostatin. Vychdzime ptitom
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znékolika publikaci, které upfednostiiuji krevni plazmu pied krevnim sérem z hlediska
pfesnéjsiho a realité lépe odpovidajiciho hodnoceni angiogennich faktorti. V otdzce konkrétnich
vysledkil se naSe zaveéry tykajici se zvySeni bFGF a VEGF shoduji se studiemi Duensinga et al.,
1995, Aguayo et al., 2000, Molica et al. 2002, Gora-Tybor et al., 2002, Wolowiec et al., 2006
pozoroval signifikantni zvySeni bFGF, nikoliv viak VEGF u skupiny nemocnych s CLL.
Podobné Molica et al., 1999, nezjistil vyznamné zvyseni VEGF vi¢i kontroldm. Domnivam se,
Ze jde o vliv vybéru pacienti do studie a také vliv malych &isel na statistické testy, pro coZ
vysledkl jsme dosdhli pifi porovnani nasi pilotni studie z roku 2005 (zvySeni bFGF, ne viak
VEGF) a rozsifené kohorty pacientil i kontrol zr.2007, kde jiz bylo zvy$eni VEGF vysoce
signifikanini. Vyhodnoceni souvislosti angiogennich faktorli s jiZ zavedenymi prognostickymi
faktory je nutno povaZovat za pilotni data vzhledem k poctu dosud vyhodnocenych pacienti.
Zajimavym (a prioritnim} nalezem tykajicim se modernich prognostickych faktort bylo hrani¢éni
zvy$eni bFGF u nemocnych s mutovanymi vs. nemutovanymi geny pro variabilni ¢ast t8Zkého
fetézce imunoglobulinu (IgVH), které by bylo moZné vysvétlit odlidnym profilem genové
exprese téchto dvou podskupin CLL. Mezi geny odliSujicimi tyto dv€ podskupiny je mimo jiné i
receptor pro FGF. V kazdém pfipadé€ je vSak nutné data ovéfit na v&tSsim poétu nemocnych a
problematikou zkoumat také z hlediska receptorii pro FGF, coZ je oblast, kde je k dispozici
naprosté minimum dat. V otdzce solubilniho endoglinu (sCD105) jsou naSe prace zcela prioritni.
Hodnoceni angiogenniho inhibitoru endostatinu je moZné porovnavat pouze s dvéma pracemi
polskych autorti (Gora-Tybor et al.,, 2003 a Wolowiec et al., 2006), ktefi navic hodnotili
endostatin v séru. Ani jedna z téchto praci neprokazala signifikantni zvySeni endostatinu viéi
kontrolam. V prvni z t€chto studii byly koncentrace endostatinu niZ$i u pacientil v pokrogilych
stadifch a u nemocnych s progresivnim prib&hem choroby. Wolowiec et al naopak negzjistili
vymnamnych rozdild v koncentracich endostatinu mezi stabilni a progresivni chorobou; niZi
endostatin byl (na hranici statistické vyznamnosti) spojen s del$im obdobim do progrese. Tento
trend jsme pozorovali i vna§{ studii, nebyl viak statisticky vyznamny. Data tykajici se
vyznamného poklesu bFGF a VEGF po intenzivni 1€€b& fludarabinovymi kombinaénimi reZimy
jsou ve shodé s praci Gora-Tybor et al., kterd pozorovala vyznamné sniZeni bFGF po 1écbé
kladribinem.

V oblasti hodnoceni mikrovaskuldrni denzity ve dieni pacientti s CLL jsou nase vysledky
v otazce zvySeni MVD vi¢€i kontroldm ve shodé s pracemi Kini et al., 2001, Molica ¢t al., 2002,
De Raeve et al., 2004 ¢i Wolowiec et al., 2004. Slozit&jsi je dile porovnani vysledki tykajici se
zavislosti MVD na typu infiltrace, kde jsou vysledky zcela rozporuplné — to je ddno mj. i

omezenym rozsahem pacientskych soubori a z toho plynouci nizkou silou statistickych testd.
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V na8i préci jsme se pokusili i o zhodnoceni souvislosti MVD a prognostickych faktord, data je
viak nutno povaZovat za zcela pilotni. Vzhledem k tomu, Ze trepanobioptické vySetieni se u CLL
provadi stale méné (napf. ke stanoveni diagnézy CLL neni viibec zapotiebi a od vySetfeni pii
progresi se také ustupuje), je velmi obtiZné shroméaZdit dostatedné velky soubor pacientd, kde by
byla histologie dfené k dispozici. Vy3etfeni je pro nemocného také vyrazng vice zatézujici nez
odbér krve pro stanoveni angiogennich faktoril a hodnoceni MVD lze povaZovat za méné exaktni
neZ kvantifikaci angiogennich faktort v periferni krvi, proto tento typ hodnoceni angiogeneze u
CLL pokladam pro budoucnost za malo pnosny.

Domnivam se, Ze ve vySe uvedenych pracech jsme pfispéli k posunu znalosti o
angiogenezi u chronické lymfocytarni leukémie. Rada vysledki je pilotniho charakteru a je nutné
jejich ovéfeni a podrobné&jsi vyhodnoceni v této dosud malo prozkoumané oblasti, Metodami,
které by do budoucna mohly obohatit vyzkum angiogeneze u CLL, a u kterych jiZz mame
k dispozici tvodni data, jsou napf. stanoveni exprese angiogennich faktort ¢i jejich receptorh
pomoci PCR ¢&i vySetfeni endotelidlnich mikropartikuli a/nebo cirkulujicich endotelidlnich bungk
a jejich prekurzoril v periferni krvi pomoci priitokové cytometrie. V&fHm, Ze vyzkumem v této
oblasti bude moZno pfispét nejen k dalSimu poznani etiopatogeneze CLL a lepsi prognostické
stratifikaci jednotlivych nemocnych, ale také ke =zlepSeni léCebnych vysledkd, at jiz

individualizovangjsi klasickou chemo(imuno)terapii, ¢i pouZitim antiangiogenni lécby.
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7.2 Seznam pouzitych zkratek

ANG angiopoetin

ATP adenosin trifosfat

ATM gen mutovany u ataxie-telangiektazie
bFGF bazicky rlistovy faktor pro fibroblasty
CD105 endoglin

CHOP cyklofosfamid, doxorubicin, vinkristin, prednison
CLB chlorambucil

COP cyklofosfamid, vinkristin, prednison
CLL chronické lymfocytarni leukémie
CLLU-1 gen zvySeny u CLL-1

CML chronicka myeloidni leukémie

CMV cytomegalovirus

CR kompletni remise

CT pocitatova tomografie

DNA deoxyribonukleova kyselina

del delece

FC fludarabin, cyklofosfamid

FCR fludarabin, cyklofosfamid, rituximab
FR fludarabin, rituximab

FGF rustovy faktor pro fibroblasty

FISH fluorescenéni hybridizace in situ

Flt ‘ fms-like tyrozinova kindza

Flk fetalni jaterni kindza

G-CSF granulocytarni kolonie stimulujici faktor
GvL reakce $t&pu proti leukémii

GvHD reakce §tépu proti hostiteli

Hb hemoglobin

HGF hepatocytarni ristovy faktor

HIF hypoxii indukovany faktor

IL-4 interleukin-4

IgVH geny pro variabilni &ast téZkého feté€zce imunoglobulinu
LLDH laktat dehydrogenaza

LDT zdvojovaci &as lymfocyti
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LPL
MGUS
MM
MMP
MSA
MVD
NCI
NHL
PCR
PFS

PR
sCD23
sCD105
slg
SDF-1
TGF-beta
TIMP
TNF-alfa
TSP-1
VEGF
vWF
ZAP-70

Hpoproteinova lipaza
monoklonalni gamapatie nejasného vyznamu
mnohocetny myelom

matrix metaloproteindza
mikrovaskularni plocha cév
mikrovaskuldrni denzita

Nérodni institut pro vyzkum rakoviny
ne-Hodgkintiv lymfom
polymerédzova fetézova reakce
obdobi bez progrese

¢asteCnd odpovéd

solubilni CD23

solubilni endoglin

povrchovy imunoglobulin

faktor derivovany ze stromatu-1
transformujici ristovy faktor-beta
tkanovy inhibitor metaloproteiniz
tumor nekrotizujici faktor alfa
trombospondin-1

cévni endotelovy rustovy faktor
von Willebrandav faktor

zeta-asociovany protein o 70 kilodaltonech
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