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1. Uvod

Chronicka lymfocytarni leukémie (CLL) je nejast&j¥im leukemickym onemocnénim dospélych
nia zapadni polokouli, celkov¥ tvoff 25-30 % viech leukémii, Jde o onemocnéni charakierizované
hromadénim morfologicky zraltych B-lymfocytl v kosini dfeni, periferni krvi a lymfatickych
orgnech. Etiologie choroby je nezndmad. V pategenezi hraje zasadni roli nejen porucha apoptozy
(programované bun&iné smrti), kterd vede k narufeni rovnovahy mezi novotvorbou a zénikem
B-lymfocytl, ale diky znalostem z poslednich et také z vyznamné Casti aktivnf proliferace
maligniho klonu. CLL m4é incidenci kolem 3/100 000 vyrazné stoupajici s vikem. Postihuje
Zastdji muZe neX Zeny v pom&m 1,8:1. Medidn vEku pfi stanoveni diagndzy je zhruba 65 let,
v posledni dobé viak klesd diky ndhodnémm zachytu CLL u asymptomatickych jedinct pii
Sast®i§im rutinnim vySetfovanf krevniho obrazu. Charakteristickou pro CLL je extrémni
riznoredost délky pieZitl, kterd miiZe sabat od nékolika m¥sich v pfipad® agresivniho
onemocnéni po vice nef 25 let {a tudiZ preziti shodnému se zdravymi vrstevniky) pii indelentnim
prib&hu, Dosavadni klinické systémy stagingu (Rai, Binet) rozd&li zékladnim zpfisobem
nemocné dle rozsahu lymfadenopatie, organomegalie & cytopenii, nejsou v¥ak schopny
identifikovat nemocné diagostikované v fasném stidin, ktefi viak budou rychle progredovat a
mit celkové §patnou progndzu, Proto se hledaji nové prognostické faktory s cilem co nejpfesnéjsi
stratifikace nemocnych dle rizika a vedouci k individualizované 1&¢b&. V soudasné dobé patfi k
vyznamnym prognostickyim ukazateldm mutaéni stav genfi pro variebilni ast fet¥zce
imunoglobulinu (IgVy, vyrazné hor$i progndza pro nemocné s vice neZ 98% homologii v
sekvence v(éi zarodedné linii} a genetické aberace detekované fluorescendni in situ hybridizaci
(FISH) - vyrazng hordi pfeZiti pro nemocné s deleci 11q &i 17p. V 1é8ebné strategii do¥lo
v poslednich 10 letech k zdsadnimu obratu od paliativni chemoterapie piedstavované zejména
chlorambucilem. Fludarabin a dal3{ purinova analoga v kombinaci s alkylaénimi cytostatiky, ev,
monoklonalnimi protilatkami (rituximab a alemtuzumab} jsou schopné navodit nejen kompletni
hematelogickou, ale i molekulirni remisi. Nadale je viak CLL povaZovéna za nevyléitelné
onemocnéni, pouze alogenni transplantace mé u $asti nemocnych zfejmé kuratival potencial.

Jednim z moZnych prognostickych faktord, které by mohly pfispét ke zpfesnéni prognézy
nemocnych s CLL, je angiogeneze, neboli rovotvorba cév z jiZ existujici vaskulatury. Tento
proces je zeela nepostradatelny pfi rozvoji malignit. Zatimco vyznam angiogeneze u solidnich
nadortt je znam jiZ od poditku 70. let 20. stoleti, teprve v 90. letech dochazi k vyzkumu
neovaskularizace u malignich onemocnéni krvetvorby. Zvyfend angiogeneze byla zjidténa u
akutnich a chronickych leukémii, malignich lymfomi, mnohofetmého myelomu,
myeloproliferaci i myelodysplazii. CLL patfi z hlediska angiogeneze k nejméné prozkoumanym
hematologickym malignitAm. Existuji dva zakladni zplisoby hodnoceni angiogeneze u chronické
lymfocytarni leukémie: stanoven{ koncentraci angiogennich cytokind v periferni krvi a méfent
necvaskularizace v kostni dfeni.

1.1 Cirkulujici angiogenni faktory

Prvni zminka o stanoveni angiogennich ukazateli v periferni krvi u chronické lymfocytarni
leukémie pochézi z r. 1995, kdy Duensing et al. prokézali zvySeni bFGF (bazicky rastovy faktor
pro fibroblasty) vsém: w pilotnihe souboru 18 pacientl s CLL. V pozd&jSfch letech bylo
publikovano nékolik praci zkoumajicich cirkulyjici koncentrace nejdiileZit&jfich angiogennich
aktivatorit bFGF i VEGF (cévni endotelovy riistovy fakeor), ndkteré viak vykazovaly metodické
nedostatky v podob& naprosté absence & nedostatedného rozsahu kontrolnf skupiny, eventmalnd
zafazeni i nemocnych, ktefi pfed hodnocenim angiogeneze jiZ podstoupili cytoredukéni 16¢bu.
Z hlediska prognostického vyznamu byly ve tfech studiich nalezeny vy35f koncentrace bFGF
u pokroéilych vs. €asnych klinickych stadif. Molica et al. navic zjistili souvislost mezi vy$3{
koncentraci VEGF a Casn&j¥i progresi nemocnych z ¢asnych stadif, Bairey et al. publikovali
korelaci mezi sérovym bFGF a antiapoptotickym proteinem bcl-2. Co se tyjde cirkulujicich



inhibitorll angiogeneze, jsou k dispozici pouze dvé studie tykajici se sérového endostatinu, kde
nebyly zjiStény vyznamné rozdily v koncentracich endostatinn mezi skupinou CLL pacientil a
kontrolami. Byla téz publikovéna souvislost mezi vy§imi hodnotami endostatinu a pokreéilym
klinickym stadiem, resp. krat§im obdobim do progrese. V jediné predchozi studii hodnotici viy
lé&by na angiogenni faktory w CLL zjistila Gora-Tybor et al. signifikantni pokles bFGF a TGF-
beta u osmndcti nemocnych 1égenych moenoterapii kladribinem, Dosud neexismje prace hodnotici
angiogenni faktory v zévislosti na kembinované 18¢bé obsahujici fludarabin, stejné tak nebyla
dosud publikovina studie hodnotici vyvaj koncentraci VEGF po 162b& CLL, Dosud také nebyla
publikovine jedind studie u CLI zabjvajici se solubilnim endoglinem (sCD105), &lenem
receptorového systému TGF-beta zésadng ovliviiujicim angiogenni pochody a zcela nezbytnym
pro intrauterinni v¥voj vaskulatury.

Zmetodického hlediska je nuino poznamenat, Ze naprostd vétdina studii hodnotila
angiogenni aktivitory v krevnim séru periferni keve, pouze ve dvou pracech byla pougita krevni
plazma, Rada pract dokazuje, Zze zejména v piipad® VEGF, ale také endostatinu je kvantifikace
v séru zatiZena chybou zplisobenou uvolnénim tohoto faktoru z trombocyti pit tvorbd krevni
sraZeniny, z fehoZ vyplyvaji vy$§i hodnoty v séru ve srovadni s plazmou a pozitivai korelace
s poftem trombocytl. Z tohoto diivodu je podle nafeho nazoru presndj$i a lépe vystihujici
biologickou aktivitu stanoveni angiogennich faktorii v plazms.

1.2 Vaskularita kostni dfené

Vyznam vaskularity kostnf dieng u CLL neni dosud zcela vyjasnén, coZ je déno nedostatkem
kvalitnich studii v této oblasti. Prvni publikace na foto téma (Aguayo et al.} nezjistila vy$si MVD
vidi kontrolam. Problémem této studie viak je zcela odli$na metodika hodnoceni MVD. Naopak
pilomi smdie Kini et al zvylenou MVD prokézala. Dosud nejvéti{ studie Sezera et al,,
publikovand pouze formou abstraktu, zjistita kromé zvydenf MVD oproti kontroldm také
signifikantng vy88fi MVD u difizni vs. nediftizn infiltrace diend; navic nemocni s vy$§ (MVD)
méli vyznamné krat$i dobu do progrese (PFS). Podobnych vyslediki dosahli Molica et al, u
skupiny pacientd s ¢asnou CLL., Wolowiec et al zjistili také vyznamng vy$5{ MVD u CLL a také
pozitivnl korelaci mezi proliferaci a vaskularitow; neprokdzali viak vliv MVD na klinicky
pribeh. Ve studii De Raeveho et al. byla zjijténa vy$§ MVD a endotelidlni proliferace pouze u
podskupiny s difitznl infiltraci dfeng. Dosud byly publikovany pouze dvé pilotni studie hodnotici
vliv 1é¢by na mikrovaskuldrni denzitu kosini d¥ens. V prvni znich bylo 1é&bou na bézi
fludarabinu dosaZeno vyzmamného sniZeni MVD, ve druhé bylo stejného udinku dosaZeno
pomoci alemtuzumabu, nikoliv viak chlorambucilu. Tato pilotni data naznaduji, ¥¢ fludarabin a
alemtuzumab by mohly mit také antlangiogenni (&inky. Pfidin nejednoznacnosti dosavadnich
vysledil tykajicich se vaskularity dfend u CLL je n&kolik. Za prvé, ndkteré studie mély velmi
omezeny rozsah vySetfenych vzorki {napf. Kini et al. vySetfii 12 pacient s CLL, z toho t po
1€¢bE). Za druhé, vysledky jednotlivych studii jsou tZko porovnatelné v dsledku pouziti
odli$nych protilatek k pritkazn endotelu a metodik hodnoceni MVD (nap#. metodika ,hot spot®
vs. pouZiti nahodnych poli v publikaci Aguayo et al). Nutné jsou tedy rozsahlejsi prospektivni
studie s pouZitim pokud mo¥no porovnatelnych a reprodukovatelnych metodik k objasnéni
praktického vyznamu vaskularity dieng v patogenezi CLL.

2. Cile dizertaéni price

Stanovit koncentrace cirkulujicich angiogennich faktord v plazmé nemocnych s CLL,
Zhodnotit souvislost angiogennich faktoril s prognostickymi faktory u CLL.

VyBetfit vyvoj koncentraci angiogennich faktorl po intenzivni 1688,

Stanovit mikrovaskuldmi denzitu kostaf dfens u nemocnych s CLL.

Zhodnetit souvislost mikrovaskulami denzity a prognostickych faktori v CLL.

Stanovit souvislost mikrovaskulami denzity a koncentraci angiogennich faktorl v plazmns.

AUl b



3. Nemocni a metodiky

Do studie byly zafazeni nemocni s dosud neléenou chronickou lymfocytarni leukémii
diagnostikovanou podle klasickych kritérii National Cancer Institute ~ Spensored Working
Group. Hodnoty bFGF a VEGF byly zm&feny u 73 CLL nemocnych a 80 kontrol, sCD}105 u 79
nemoenych s CLL a 69 kontrol. Endostatin byl méfen w skupiny 62 nemocnych s CLL a 34
kontrol. Stanoveni neovaskularizace v kostni dfeni byle provedeno u remocnych s CLE, kteff
prodélali frepanobiopsii kostni diené pfed zahajenim 1é8by nebo v dobé diagnéz (CD34, n=22;
vWF, n=17).

Vzorky perifernf krve k hodnoceni cirkulujicich angiogennich cytokind byly odebrany
do zkumavek obsahujiel ethylendiamintetracctovou kyselinu (EDTA) jakoZto antikoagulans.
Viechny vzorky plazmy byly po centrifugaci zamraZeny pfi teplot® -70 °C a% do méfeni.
Angiogenni cytokiny byly stanoveny pomoci komeréng dostupného ELISA kité (Human VEGF,
bFGF, sCD1035, Endostatin Quantikine ELISA kit, R & D Systems, MN, USA). Méfeni bylo
provedeno podle standardni metodiky doporucené vyrobcem.

Hodnoceni mikrovaskuldmi denzity v histelogickych preparatech z trepanobiopsie lopaty
kosti kyCelni bylo provedeno pomoci imunohistochemického vySetfeni monoklonalnimi
protilatkami proti lidskému von Willebrandové faktoru a CD34 (DakoCytomation, Déansko).
K hodnoceni prepardtll a vypoétu plochy zomého pole byl pouZit software poéitalové analyzy
obrazu LUCIA M/Comet 3.52 (Laboratory Imaging, Praha, CR). Preparaty byly hodnoceny byly
ngjprve celkové zhodnoceny pii piehledném zvétfeni 100x nebo 200x, a pokud mozno, byly
vybrény oblasti s nejvy$3im podtem patmych cév, zv. ,hot spots™. Diéle byly pii velkém zvétieni
400x manualng politdny vidy jen cévy, jejich? st¥na byla tvofena pouze jednou vrstvou
endotelif, a to ve 3 zornych polich v ramci jednoho ,,hot spot”™. Vysledek byl udan v podtu cév na
mm>. Swdie byly provedeny dle zasad Helsinské deklarace, schvéleny etickou kormisi a nemocni’
podepsali informovany souhlas.

Statisticka analyza byla provedena pomoci softwaru Analyse-it (Analyse-it Software
Lid., Velkd Britinie). Viechna data byla testovéina na normalitu Shapiro-Wilkovym testem.
Pokud bylo rozdélenf dat normalni, byl k testovini rozdilii koncentraci vii&i kontrolni skupiné
ufit parametricky t-test. Pokud neméla data normalni rozd&leni, byl pouZit neparametricky
Mann-Whitneyliv U test. K testovan] zmény angiogennich faktorll po 16bE byl proveden
Wilcoxoniv test. Korelace byla stanovena pomoci Spearmanova korelaéniho koeficientu.
Viechny vysledky p-hodnot jsou pro dvoustranné testy. P-hodnoty niZ¥f ne? 0,05 byly
povazovany za statisticky vyznamné,

4, Vysledky

Koncentrace bFGF, VEGF, sCDI105 i endostatinu byly vyznmamné zvi¥eny u skupiny
nemocnych s CLL viiéi kontrolni skuping (bFGF, VEGF, sCD105: p<0,0001; endostatin:
p=0,0494 - viz tab. 1,2,4, obr, 1a, 2a, 3a, 4a). Také mikrovaskulami denzita byla vyznamné
vy3§i u CLL vs, kontrol (CD34: p=0,039, vWF: p=0,017, tab. 4, obr. 5a). Koncentrace YEGF
{nikoliv vBak bFGF) byly vyznamn& vy$8f u nemocnych s nizkou expresi ZAP-70 (p=0,018 a
p=0,088). Naproti tomu koncentrace bFGF (nikoliv viak VEGF) byly vyznamng vy§si u
nemocnych s mutovanymi vs. nemutovanymi IgVH geny (p=0,019 a p=0,0788, tab. 3 a obr. 5).
U dvandcti nemocnych, kief podstoupili intenzivni 16&bu obsabujici fludarabin (reZim FCR -
fludarabin + cyklofosfamid + rituximab, n=9; protokot FC - fludarabin + cyklofosfamid, n=3)
dodlo po 168b8 k vyznamnému poklesu koncentrace BFGF i VEGF (p=0,0003, resp. p=0,0068,
obr. 2ab). Nemoceni s progresivni . chorobu méli vyznamnd vy$¥ koncentrace sCD105
v porovndni s pacienty s indolentnim pritbhem (p=0,0016). Byly prokézény vyznamné rozdily
v koncentracich sCD105 v souvislosti s klinickym stidiem dle Raie ve smysiu vzestupu
endoglinu od Zasnych pfes intermediamé k pokrotilym stadiim (p=0,009 a p=0,04, obr. 3b, tab.
3). Piezitf do progrese bylo vyznamng krat¥i u nemocnych s CLL, kteH m&li hodnoty sCD105



vy3¥i neZ primér (median 15 més. vs. nedosazen, p=0,0043, obr. 3d). Nebyla zji¥téna souvislost
mezi plazmatickymi koncentracemi endostatinu & mikrovaskulari denzity a Klinickymi &
laboratornimi prognostickymi ukazateli. Stejnd tak nebyla prokdzdna korelace mezi
mikrovaskulami denzitou v kostnf dfeni a koncentracemi angiogennich faktorii v periferni krvi.
Byl viak prokizén zdsadni vliv endotelového markeru na hodnoty MVD (vyznamné vyEsi
hednoty pti pouzitl CD34 vs. vWF, p<0,0001, tab. 4, cbr. 5b).

Anglogenni faktory n primér L] 95% IS pramaru p
bFGF CLL 73 182,6 162,2 144,8-220,5 <0.0001
bFGF kontroty 80 11,1 11,3 8.6-13.8

BFGF Rai izké 37 1623 1584 129,5-236,1 o782
5FGF Ral stfedni 31 1789 176 114,4-243.5

bFGF Rai vysoké 5 207,7 120,8 57,5-267,8 0864
BFGF pred 1é&bou 12 2235 1946 99,6-347,2 0,0005
bFGF po 16803 iz 13,6 13,3 6,1-22.0

VEGF CLL 72 1458 1455 111,8-179,8 00001
VEGF kontraly 80 84,2 508 51,0775

VEGF Rai nizké 57 1443 16,8 26,6-198,2 0,265
VEGF Ral stfedn 31 16578 136,4 24,5-207,8

VEGF Ral vyscké 5 84,2 173 7,7-106,7 0295
VEGF pied ltbou 12 156,2 164,2 51,6-260,6 0.0088
VEGF pa 186bs 12 54,5 60,1 16,4-92,7

Tab. 1: bFGF a VEGF - deskriptivni statistika a porovndai jednotlivych podskupin pomoci Mann-Whitneyova
testu. Zkratky: CLL - chronicka lymfocytarnf leukémie; s — standardni odehylka; 1S, interval spoiehlivosti. Viechny
koncentrace jsou uvedeny v pg/ml.
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Obr. 1. Statisticky vyznamné zvyien{ bFGF (a) { VEGF (b) u nemocnych s CLL vs. kontrol, Koncentrace jsou v pg/mi,
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Obr. 2. Statisticky vyznamay pokles koncantract bFGF (a) i VEGF {b) po intenzivni 163b% zalozené na fludarabinu.



sCD105 N primér s 95% (S priméry p
GLL 79 68 21 8,474

<0,0001
kantroly 69 4,8 1.5 4,3-4,9
Muzi 50 70 22 6476 0.4z
Zeny 28 6,8 21 5,874
progresivni choraba 32 7.8 23 6,5-8,6 0,002
stablinf choroba 47 62 1.7 5,7-8,7
Ral ¢ 38 6.1 1.6 5,5-7,9 0,000
Rai [l 36 7.2 1.9 6,6-7,8
Rai {il-IV 5 10,2 3.4 60144 0.04

Tab. 2. sCD103 - deskriptival statistika a perovndni jednotlivych podskupin pomoci Mann-Whitneyova testu, Zkratky: CLL -
chrenickd lymfocytdrai leukémie; s — standardni odchylka; IS, interval spolehlivosti. Koncentrace jsou uvedeny v ng/ml.
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Obr.3 a-c. Krabitkové grafy koncentraci sCD105. a — CLL vs. kontroly; b — progresivni vs. stabilni choroba; ¢ — klinické
stadium Rai 0 vs. I-IT vs. III-IV. Obr. 3d. PfeZiti bez progrese je vyznamné krat{ u nemocnych 5 CLL 2 koncentracemi sCD103
vy58imi nek arftinetieky primér. Hodnoty jsou v ng/ml.

Skupina n pramér s 956% 1S priméru T
bFGF mutované IgvH 26 12,7 165,2 148,0-279.4 0.0149
bFGF nemutované 1gvH 23 91,7 8.0 48,3-134,0 '
VEGF mutované IgvH 26 41,7 ac.9 105,0-178,4 0.0788
VEGF nemutované IgvH 23 1344 156,8 £6,6-202,2 '

Tab. 3. bFGF/VEGF 2 mutaéni stav TgVH, Deskriptivid statistika a perovndni jednotlivich podskupin pomoe! Mann-
Whitneyova testu. Zkratky: CLL - chronickd lymfoeytimn! leukémie; s ~ standardnd odchylka; I8, interval spolehlivasti,
Koncentrace jsou uvedeny v pg/ml.
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t temocnyeh s mutovanymi vs. nemutovanymi geny pro [gVH, Hodnoty jsou uvedeny v pg/mi.

MVD {vesselsimm?)

Mikrovaskuldrmi danzita

CD34 vWF
CLL vs. kantroly 0,039 0,017
difgzni vs. ne-difizni infiltraca 0,133 0,526
Rai 0 vs. |-V 0,144 0,139
Stabkini vs. progresivn! chorcba 0,888 0,114
igVH mutavané vs. nemutovang 0,172 0,382
PHznivé vs. neptiznivé FISH 0,708 8,108
CD 34 vs. YWF CLL 0,0002
CD 34 vs, WAF kontroly <0,0001

Tab, 4 Vizanms vy38 MVD unemocnych s CLL a phi pou#itl CD34 vs, vWF,
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Obr.5a Mikrovaskuldrni denzita je viyznammé vy3si u nemocnych s CLL v porovnéni s kontrolami. Obr. 5b Hodnoty MVD jsou
vyznamné vy3il pfe pousiti CD 34 vs, vWF. Hodnoty jsou uvedeny v podtu cév na mm?,
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5. Zavéry

Angiogennf aktivitory bFGE, VEGF, sCD105 a inhibitor endostatin byly vyznamné zvyeny
v plazmé periferni krve nemocnych s nelédenou CLL,

Kongcentrace sCD103 byly vyznamng vy$si u nemocnych s pokrodilym kiinickym stidiem a
progresivnim prisb&hem onemocnéni.

Koncentrace bBFGF byly vyznamng zvy3eny u nemocnych s mutovanymi vs. nemutovanyimi
geny pro JgVH.

Koncentrace VEGT byly vyznamn vy$$ u nemocnych s nizkou exprest ZAP-70.



5) Nebyla prokézana souvislost endostatinu sklasickymi & modernimi prognostickgmi
ukazateli u CLL.

6) bFGF a VEGF v plazmé& periferni krve vyznamn& poklesly po dspéiné 16¢bé zaloZené na
fludarabinu.

7)  Mikrovaskularni denzita byla vyznamné zvyena v kostni dfeni CLL pacientil,

&) Nebyla prokézéna souvislost mikrovaskularni denzity s prognostickymi faktory.

9) Nebyla prokdzéna korelace mezi mikrovaskulami denzitou v kostni  dieni
a koncentracemi angiogennich faktorfi v periferni krvi.

16) Hodnoty mikrovaskulam{ denzity byly vyznamn& z4vislé na druhu pouZitého endotelového

- markeru (vyznamné vy3§ MVD pti pouZiti CD34 vs. vIWF).

6.1 Seuhrn

Angiogeneze je v scoudasné dobé povaZovéna za zésadni proces v patogenezi nidorového rlistu.
Adlkoliv je uloha angiogeneze u solidnich nddorli jasnd, o mnoho méné védomosti o jejim
vyznamu je kdispozici u hematologickych malignit. Chronickd lymfocytarni leukémie,
najCastdj3i leukemické onemocnni na zépadni polokeuli, je typickd nesmimou riznorodosti
klinického prib&hu s celkovym pleZitim sahajicim od nékolika mésicd po desitky let. Proto je
vénovana maximdlni snaha  co naejlepdimu prognostickému zafazeni kaZdého novE
diagnostikovaného pemocného. Ulelem dizertalni price bylo pokusit se 1épe charakterizovat
konkrétni viznam angiogeneze na prognézu z vztah k dal¥fm proghostickym ukazatelim u
CLL. Angiogeneze byla hodnocena dv&ma zakladnimi metodami: koncentrace cirkulujicich
angiogennich aktivatord (bazicky ristovy faktor pro fibroblasty - bFGF, cévni endotelovy
ristovy faktor — VEGF, solubilni endoglin - sCD105) a inhibitoru endostatinn byly méfeny
v plazmé obvodové krve za pouZiti komeréné dostupnych ELISA kitll u neléenych pacienti s
CLL (bFGF, VEGF: n=73; endostatin: n=62; sCD105: n=79), Mikrovaskulami denzita kostni
dfené (MVD) byla analyzovana imunohistochemicky v preparatech z trepanobiopsii kostni
dfené u neléfenych nemocnych s CLL za pouZiti monoklondlnich protilatek proti CD34 (n=22)
a von WillebrandovE faktoru (vWF, n=17). VSechny angiogenni cyiokiny byly viyznamné
zvydeny u kohorty s CLL vd& zdravym kontrolém. Koncentrace sCD105 byly vyznamnag
zvySeny u nemocnych s progresivni chorobou a v pokro€ilych klinickych stadiich; navic vysoké
hodnoty sCD1035 korelovaly s kratdfin obdobim do progrese. Hodnoty bFGF byly vyznamné
vy38i u nemocnych s mutovanymi vs. nemutovanymy geny pro IgVH; naproti tomu VEGF byl
vyznamné vy3% u nemocnych snizkou expresi ZAP-70. Xoncentrace bFGF and VEGF
viznamn€ poklesly po Gsp&iné 168bE zaloZené na fludarabinu. Mikrovaskuldrni denzita byla
také vyznamné vy§¥i u skupiny s CLL vi&i kontroldm, ale nebyla prokdzéna souvislost s dal¥imi
prognostickymi faktory. Stejng tak nebyla prokézina souvislost MVD s cirkulujicimi
angiogennimi faktory. Hodnoty MVD byly viznamné zavislé na tom, ktery endotelovy marker
byl pouZit (vyznamnd vy§§i MVD pfi pouZiti CD34 vs. vWF). Naje data ukazuji, Ze
angicgeneze by mohle hrat vyznamnou dlobhu vbiologh CLL. Je zapotiebi dalfich studii
s rozsahlej§imi soubory nemocnych a deldi dobou sledoviani k potvrzeni nafich dat a k lep$imu
porozuméni angiogennfm procesim a fm 1 kvalitn&j¥imu prognostickému zafazeni
individudlnich nemocnych u CI1.

6.2 Sumamary

Angiogenesis is currently considered a crucial process in the biology of malignant growth,
While the role of angiogenesis is clear in solid tumors, much less knowledge exists about its
significance in hematological malignancies. Chronic lymphoeytic leukemia is the predominant
leukemic disorder on the western hemisphere, It is typical of extremely heterogeneous clinical
course with overall survival ranging from several months to dozens of years. Therefore,
maximal efforts are devoted to best possible prognostication of newly diagnosed CLL patients.



The purpese of the thesis was to try to better characterize the exact role of angiogenesis on
prognosis and its relationship to other prognostic parameters in CLL. Angiogenesis was
quantified using two principal methods: concentrations of circulating angiogenic activators
bFGF, VEGF, sCD105 and inhibitor endostatin in peripheral blood plasma were measured using
commercially-available ELISA in untreated CLL patients (bFGF and VEGF, n=73; endostatin,
0=62; sCD105, n=79), Bone marrow microvessel density (MVD) was analysed
immunohistochemically in bone marrow biopsies from unireated CLL patients using
monoeclonal antibodies against CD34 (=22} and von Willebrand factor (vWF, n=17).
Angiogenic activators bFGF, VEGF, sCD105 and inhibitor endostatin were all significantly
elevated in peripheral blood plasma of CLL patients. Levels of sCD1035 were significantly
elevated in patients with advanced clinical stages and with progressive disease; in addition,
higher sCD105 correlated with shorter progression-free survival. BFGF cencentrations were
significantly higher in patients with mutated vs. unmutated IgVH genes while VEGF was
elevated in patients with low ZAP-70 expression. In addition, levels of bFGF and VEGF
significantly decreased afier successful treatment based on fludarabine. With regard to bone
marrow microvessel density, we have detected its efevation in CLL patients over controls but no
association with classical or modern prognostic factors was found. Likewise, there was no
correlation betwsen microvessel density and circulating angiogenic cytokines. The values of
MVD were significantly affected by choice of endothelial marker {(significantly higher MVD
using CD34 vs. vWF), In conclusion, our data indicate that angiogenesis may play an important
role in CLL biology. Further studies using farger patient cohorts and lenger follow-up are
warranted in order to confirm our results and further contribute to better understanding of
angiogenic processes and refined prognostication of individual patients in CLL.
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