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L Uvod

Angiogeneze je proces tvorby novych cév zcév stdvajicich. Podili se na mnoha
fyziologickych procesech, jako je hojeni a embryogeneze, zaroveii je viak zapojena do
rozvoje naddorového bujeni.

Ackoliv je jiz hodng znadmo o angiogenezi u solidnich tumorti, kde nadorova
angiogeneze pfispiva k invazivit& nadoru a k jeho metastatickému potencialu (byly jiZ zjistény
markery pfesvéd&ivé se podilejici na nadorové angiogenezi a majici prognosticky vyznam),
angiogeneze u hematologickych malignit se dostala do stfedu z4jmu teprve v neddvné dobg.
Ale pfestoZe se ukazuje, Ze u hematologickych nadord jsou patrny znémky abnormalni
angiogeneze, vysledky pfislu$nych studii nejsou dosud zcela jednotné a v n&kterych p¥ipadech
jsou spiSe rozporuplné (8).

Nadorova angiogeneze miiZe byt studovéana na rfiznych trovnich: Na klinické Grovni
je nejzndméjsi sledovani hladin angiogennich faktor( v krvi, nejastgji hladiny vaskuldrniho
endotelidiniho riistového faktoru (vascular endothelial growth factor, VEGF) a bazického
fibroblastického ristového faktoru (basic fibroblastic growth factor, bFGF), nov&ji napf. i
solubilni frakce CD105 endoglinu (sCD105) (1, 2, 5, 6, 10, 13). Na histologické tirovni je
angiogeneze studovdna v infiltrovanych tkénich; vna$i studii ve vzorcich kostni diens.
Stupei angiogennich zm&n na histologické tdrovni miize byt kvantifikovdin méfenim
mikrovaskularni denzity (MVD). K tomuto mé&feni je pouZivan imunohistochemicky prikaz
riiznych endotelidlnich markeri (1, 7, 9, 12, 15-18, 20, 21).

V angiogenezi je zapojeno mnoho cest, ale v&tSina dosavadnich studii se vénovala
oddé€len¢ vidy jen jedné z nich — bud’ sledovala jen klinické & naopak jen histologické
znamky zvySené angiogeneze. Jen malo studii korelovalo histologické znaky s klinickymi.
Mélo studii se také zabyvalo porovnénim zndmek angiogeneze s dal§imi parametry
onemocnéni. A pokud ano, byl vt&chto studiich vétSinou sledovén pouze jeden vybrany
faktor, ktery byl dle porovnévan s ostatnimi (7, 14, 15, 21).

Pokud jde o diagnostické jednotky, v hematologické oblasti se dosud nejvice praci o
angiogenezi tykalo mnoholetného myelomu (multiple myeloma, MM). Tato jednotka
vykazuje né€které vlastnosti solidnich tumord, a proto se pHi jejim studiu dalo dob¥e vyuit
poznatkll ziskanych pfedchozim studiem solidnich nehematologickych malignit. Tim v3ak
zéroveh tato afekce zhematologické problematiky pongkud vyboluje a poznatky ziskané
studiem tohoto nadoru nelze pak zcela jednozna&ng pfenést na jiné, ,klasické“ hematologické
jednotky.

MM se tedy stal vzorem pro studium nadorové angiogeneze v hematologii a soubor
pacientdl s timto onemocnénim byl i zékladem pro nai studii. Poznatky ziskané p¥i studiu
souboru MM vsak byly pouZity pfedeviim pro studium vzorklt od pacienti s chronickou
lymfatickou leukémii (chronic lymphocytic leukaemia, CLL). Tito pacienti byli hlavni
cilovou skupinou nadi studie.

CLL patfi k typickym hematologickym onemocnénim, jeji diagnostika se vsak
v minulosti opirala témé&¥ vyhradné o klinické nalezy. Trepanobiopticky odbér kostni d¥eng se
stal standardni soucdsti vySetfovaciho protokolu teprve v pom&mé& neddvné dobg, a proto
histologické ndlezy z kostni dien& nejsou dosud dikladné prostudovany. Ukazuje se viak, Ze i
tyto nalezy mohou mit diagnosticky a prognosticky vyznam.

Ve spolupréci s Oddélenim klinické hematologie (OKH, II. interni klinika LF UK a
FN v Hradci Krélové) bylo u pacientd s MM, CLL, kte¥{ spliiovali dale uvedena kritéria, a u
kontrolni skupiny (pacienti vySetfovani pro jind onemocnéni, s negativnim nalezem v kostni
dfeni) sledovano n&kolik parametrii charakterizujicich stav onemocnéni. Diraz byl kladen na
hodnoceni intenzity angiogeneze a to jak na trovni klinické, tak i histologické. Na trovni
klinické byly u pacienti s MM a s CLL méfeny hladiny angiogennich faktori v krvi. Na
histologické trovni bylo cilem studie zavést metodiku imunohistochemického vySetfovani



vaskuldrnich markerd vkostni dieni, studovat zndmky angiogeneze v kostni dfeni,
kvantifikovat ji pomoci m&feni MVD a tyto nalezy porovnat s n&kterymi dal3imi parametry.

Nalezy byly ve skupinach pacienti s MM a s CLL korelovany v ramci skupiny
sdal$imi parametry popisujicimi stav onemocnéni a zérovei porovnavany s kontrolni
skupinou. Bylo tak moZné korelovat nejen histologické a klinické znamky angiogeneze, ale i
porovnat tyto zndmky s dal$imi histologickymi a klinickymi parametry, které maji nebo by
mohly mit vztah ke stavu a vyvoji onemocnéni.

Mnohoéetny myelom

MM je zatim jediny nddor krvetvorné tkané, kde jiz byla angiogeneze prokédzina
jako nezavisly prognosticky faktor v multivariantni analyze (15, 17). ZvySend angiogeneze
koreluje s proliferaéni aktivitou plazmatickych bungk, je paralelni s progresi nidoru a je
spojena s jeho hor$i prognézou (5, 17).

Byla prokéazana zvySena exprese VEGF a bFGF v myelomovych bun&énych liniich i
v plazmatickych buiikdch kostni dfené (1, 20). Piinos kaZzdého angiogenniho faktoru do
patogeneze onemocnéni je viak ziejmé odliny; koncentrace VEGF korelovaly spile se
znAmkami agresivity onemocnéni (hladiny B2-mikroglobulinu), zatimco hladiny bFGF
korelovaly s hladinami albuminu, ktery vypovida spiSe o fyzické kondici pacienta.

U pacientli s MM byla prokazéna zvy$end MVD (20). Nebyla viak dosud prokdzina
korelace mezi MVD a daldimi déleZitymi parametry onemocnéni jako je v&k, hladina
monoklondlniho proteinu v séru, B2-mikroglobulinu a sérového kreatininu (18). Rovn&Zz
nebyla zjisténa korelace mezi MVD a hladinami angiogennich faktort v periferni kevi (1).

Chronicka lymfaticka leukémie

CLL je nejb&Zn&j¥i leukémie dospélych (11). PiestoZe klinicky priib&h miZe byt indolentn, je
onemocn&ni b&Znou terapii nevyléCitelné a primérné pieZiti pacienti je 7 let. Prabéh
onemocnéni muZe byt velice riiznorody. U &asti pacientli je priibéh pomaly, pouze s
pozvolnym nartistinim nddorové populace. U jinych vSak dochézi k pomé&meé €asné infiltraci
mnoha organd, s naruSenim jejich funkce a paraneoplastickymi projevy zplisobovanymi
cytokiny vyplavovanymi nadorovymi butikami. U vdech pacientt s CLL hrozi také
velkobun&ény zvrat nadorového onemocnéni, tzv. Richteriiv syndrom, ktery je popisovén ve
3,5% pfipadii. Proto byla a je snaha o nalezeni marker, které by dovedly odlisit pacienty
s dlouhodobym staciondrnim prib&hem od pacientii, kde bude moZné olekavat rychle
nastupujici progresi a agresivni prib&h onemocnéni. V p¥ipadé objeveni se takovychto
varovnych znakti pak pouZit zpiisob 16¢by, ktery by byl zam&fen na potladeni progrese nebo
by ji v idedlnim p¥ipadg pfedchazel.

Na zékladé fady studii byl nalezeno né&kolik markerti, vietné chromozomaélnich
odchylek, mutaéniho stavu genu pro variabilni oblasti t&Zkych fetzcd (Immunoglobulin
variable heavy, IgVH), zdvojovaciho €asu lymfocytl (lymphocyte doubling time, LDT) a
dalgich, které maji vztah k vyvoji onemocnéni a prognéze pacienta; n€které z nich jsou jiz
uznané, ovéfend, jiné teprve ve fazi vyzkumu a provéfovani. Zadny z faktori viak dosud neni
povazovan za definitivni a absolutni (10, 13).

O stupni angiogeneze je spekulovano jako o dal$im moZném prognostickém markeru
CLL. Vna$i studii jsme proto sledovali n&kolik markerd, které by mohly odpovidat
angiogenezi:

a) mikrovaskularni denzita v kostn{ dfeni

b) podet mastocytll v kostni dfeni

¢) plazmatické hladiny angiogennich faktord.

Znamky abnormaln{ angiogeneze v kostni difeni a v lymfatickych uzlindch u B-CLL
jsou zfejmé (6). Dosud viak bylo publikovano jen maélo studii o tomto tématu a jejich



vysledky jsou znaéné rozporuplné. Pfesto se ma za to, Ze angiogeneze je soudasti patogeneze
CLL a jeji klinicko-prognosticky vyznam byl jiZz demonstrovdn u pacientd v asné fazi
onemocnéni (13). U pacienttt s B-CLL byly prokazany i zvySené hladiny VEGF i bFGF (4, -
11) i zvySend MVD v kostni dfeni (3, 4, 13). Pfi porovnavini MVD s dal§imi parametry
onemocnéni bylo zjisténo, Ze genomické aberace jsou nezdvislymi prediktory progrese
nemoci B-CLL, dosud v8ak nebyla nalezena korelace mezi t€mito aberacemi a MVD (54) ani
mezi MVD a vy3§i hladinou sérového VEGF (11).

II. Cile studie
1. Zavedeni a standardizace metodiky hodnoceni angiogeneze vkostni dfeni pomoci
stanoveni MVD za pouziti imunohistochemického pritkazu endotelidlnich markert.
2. Zhodnoceni MVD u pacientit s MM, s CLL a v kontrolnich vzorcich.
3. Zhodnoceni dalSich potencidlnich markerii progrese nadorového onemocnéni v kostni
dfeni.
4. Korelace vybranych histologickych a klinickych markert angiogeneze.
5. Korelace marker( angiogeneze s dal$imi znAmymi i potencionadlnimi markery nddorové
progrese.

ITI. Materidl a metodika

Soubor tvofili pacienti, kterym bylo v obdobi let 1999-2005 provedeno bioptické
vySetieni kostni dfeng a splitovali nasledujici kritéria:

a) byli nebo jsou v dispenzarizaci Odd&leni klinické hematologie (OKH) II. interni
kliniky FN a LF UK v Hradci Krélové a bylo u nich moZné dohledat sledované klinické udaje
(vEk, klinické stadium onemocnéni a dobu sledovéni)

b) nalez v kostn{ dfeni spliioval pozadovana diagnostick4 kritéria (infiltrace pti CLL
nebo MM), material byl vhodng fixovan (Léwyho roztok) a jeho mnoZstvi bylo dostatetné
pro dali vySetfovani

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

d) byla provedena dal$i klinickd vySetfeni (stanoveni plazmatické hladiny bFGF,
VEGF, sCD105, mutaéni stav IgVH, hladina B2-mikroglobulinu, LDT).

Tato kritéria byla splnéna u 22 p¥ipadtt CLL a u 15 p¥ipadi MM.

Jako kontrolni skupina (CON) slouZily vzorky kostni dfené od pacientit vySetfovanych
vramci stagingu Hodgkinovy nemoci, non Hodgkinovych lymfomi a solidnich tumort a
vzorky pacientll vySetfovanych s podezienim na bliZe neurenou hematologickou malignitu,
s normalnim histologickym nalezem nebo jen s reaktivnimi zmé&nami krvetvorné tkang,

Skupinu CON tvofilo 11 vzorkd od pacienti s rovnom&mym zastoupenim pohlavi a
vékove srovnatelnych s vlastnim souborem.

Ke studiu angiogeneze byly pouZiti trepanobiopticky odebrané vzorky kostni dfen&
z lopaty kosti ky&elni. Material kaZdého vzorku byl zpracovén v celém rozsahu a po zalitf do
parafinu byly z kaZzdého vzorku kréjeny fezy o tloudt'ce 3um. Vzdy byla nejprve zhotovena
sada sériovych preparat zahrnujici barveni: hematoxylin-eozin, May-Grunewald-Giemsa
(MGG), PAS, prikaz chloracetétesterazy, Perlsovo barveni na priikkaz trojmocného Zeleza a
impregnace retikulinovych vlédken dle Gémoriho. Déle dle potfeby imunohistochemické
vySetieni ke stanovenf zékladni diagnézy a vZdy imunohistochemicky prikaz fVIII (von
Willebrandova faktoru).

K imunohistochemickému vySetfeni byla pro zhodnoceni angiogeneze v kostni dfeni
pouZita monoklonalni mysi protildtka proti lidskému fVIII, klon F8/86 (Dako, Déansko),



fedéni 1:2000. Bylo provedeno tepelné demaskovéni antigend s pouZitim Target Retrieval
Solution (TRS) $1700 (Dako). Pfi priikazu byla pouZita nepiim4 imunohistochemicka metoda
s pouZitim vizualiza&niho systému EnVision Dual Link System (Dako) znageny peroxidazou.
Jako chromogen byl pouZit diaminobenzidin (DAB). Jako pozitivni byly hodnoceny viechny
hn&dg zbarvené buitky bez morfologie megakaryocytil, bez ohledu na to, zda bylo & nebylo
pfitomno lumen. .

0d klinickych 1ékati byly ziskany vysledky dalSich vySetfent, ktera byla provadéna na
specializovanych pracovitich podle standardéi danych metod. Takto byly ziskény udaje o
hladinach angiogennich faktord VEGF a bFGF a u pacienti s CLL i mutaéni stav IgVH,
chromozomadlni odchylky a LDT.

Histologické parametry vySetfované ve vzorcich kostni dfeng:
a) Typ infiltrace kostni difend

1 = intersticialni: nddorové buiiky jednotlivé & v malych skupinkach (do 10 bungk),
celkové prevaZuje nepostiZend krvetvorna tkan

2 = fokélni (nodulérni nebo patchy): jasné patrné ostrivky nadorovych bungk (fadove
desitky bungk), nadorova a krvetvorn4 tkafi zhruba ve stejném zastoupeni

3 = difazni: splyvajici nadorové infiltraty, zfetelnd pfevaZuje nidorova tkdn nad
krvetvornou.

b) Polet mastocytl

Pii celkovém zvétSeni 400x (= 1 zomné pole pti velkém zvétSeni, high power field,
HPF) bylo hodnoceno tolik zornych poli, aby byla zaujata cel4 plocha vzorku. Ve vysledku
udévan maximalni podet mastocytil na jedno velké zorné pole.
¢) Imunchistochemické vySetfeni MVD

Preparaty simunohistochemickych prikazem fVIII byly hodnoceny potitatovou
analyzou obrazu za pouZit{ software LUCIA M/Comet 3.52 od firmy Laboratory Imaging
(Praha, Ceskd republika).

Pfi histologickém vySetfeni byla angiogeneze vkostni dfeni hodnocena jako
mikrovaskularni denzita. Preparity s imunohistochemickym pritkazem fVIII byly nejprve
celkové zhodnoceny pii piehledném zvétieni 100x nebo 200x a pokud mozno, byly vybrany
t¥ oblasti s nejvy$¥im poltem patrnych cév, tzv. ,hot spots“. V piipadé mensiho mnoZstvi
materidlu bylo dal§i vySetfeni provedeno na dosaZitelném materidlu kontinualng, bez vybéru,

Déle byl pii zvétSeni 400x (m&fend plocha vjednom zorném poli 0,069 mm?)
manualné oznaden obvod zastiZenych cév a vyznagena jejich plocha. Byl zaznamenén:

- podet cév

- jejich plocha vyjadiena v mm?

- plocha vyjadfena v procentudlnim zastoupeni z celkové mé&fené plochy.

Byly hodnoceny vdy jen cévy, jejichZ stSna byla tvofena pouze jednou vrstvou endotelii a
neobsahovaly ve sténé hladkou svalovinu. Odd&leng byly hodnoceny cévy s primérem
mendim neZ 10pm a v&t¥fm ne? 10um. Takto bylo hodnoceno v kaZdém vzorku 9 zornych
poli (3 v kazdém hot spot).

Statistické zpracovéani provedla RNDr. Eva Cermakové z Ustavu biofyziky LF UK
v Hradci Kréalové. Ke statistické analyze ziskanych dat byl pouZit program NCSS 2004. Byly
provedeny deskriptivni statistické testy. Korelace mezi jednotlivymi parametry byly
hodnoceny koreladnim koeficientem (Spearmanovym). Ke zhodnoceni vztahu mezi
sledovanymi parametry byly pouZity dvouvybérovy t-test pfipadné neparametricky Mann-
Whitney (MW) test a déle jednofaktorov4 analyza rozptylu s naslednym mnohonisobnym
porovnénim {(anova) piipadn& neparametrické Kruskal-Wallisova (KW) analyza rozptylu.



IV. Vysledky

Tabulka 1: Popis sledovanych proménnych

jsou uvadény medidn a minim4lni a maximélni hodnota sledovanych promé&nnych

MM CLL CON
m:Z 11:4 16:6 6:5
vék 63 (46-70) 57 (44-74) 56 (27-77)
K mm 54,5 224 9,6
(19,2-181,1) (1,6-102,6) (0-12,8)
K 3.8 1,56 0,7
(0,3-12,6) 0,1-3,9) (0-0,9)
plocha K 15484 2554 152,7
(24,4-5308,4) (47,1-638,6) (0-300,0)
%K 2,2 0,4 0,2
(0,1-1,6) (0,1-4,2) (0-0,7)
S mm 11,2 11,2
(0-27,3) (1,6-25,6)
S 0,8 0,8
(0-1,9) (0,1-1,8)
plocha S 1257,8 1755.,6
(0-5608,2) (448,4-9691,1)
%S 0,2 0,3
(0-13,0) (0,7-0,1)
mastocyty | 0 5 1
(0-3) (0-20) (0-4)
VEGF 127,7 94,5 X
(25-694) (5,5-589,4)
b FGF 40,05 121,2 X
(4,5-215,4) (7,5-222,9)
K mm priim&rny po&et kapilér na 1 mm?
K primérmy podet kapilar na 1HPF
plocha K celkové plocha kapilar v 1HPF [um?)
% K plocha kapilér vyjadiend v procentech z m&fené plochy
Smm primémy potet sinusti na 1 mm®
S primé&my polet sinush na 1 HPF
plocha S celkov4 plocha sinusti v 1 HPF [um?]
%S plocha sinusii vyjédtend v procentech z m&fené plochy
masto maximalni poget mastocytii na 1 HPF
VEGF plazmatické hladina VEGF [ng/l]
bFGF plazmatick hladina bFGF [ng/1]

X nezji¥t¥no




Tabulka 2A: Statistické srovndni angiogeneze s ostatnimi prognostickymi markery ve
skupiné pacienti s MM :

skupiny, které se
infiltrace test navzajem statisticky
{p) lisi
K mm 0,005194 anova 1x3, 2x3
K 0,005194 anova 1x3, 2x3
% K 0,002525 anova 1x3, 2x3
plocha K 0,002506 anova 1x3, 2x3
mastocyty | 0,479 KW
anova jednofaktorova analyza rozptylu s néslednym mnohon4sobnym porovnénim
KwW neparametricka Kruskal-Wallisova analyza rozptylu
K mm primémy podet kapilar na 1 mm’
K prim&my podet kapilar na IHPF
plocha K celkové plocha kapilér v IHPF [pm’]
%K plocha kapilar vyjadfend v procentech z méfené plochy
1,2,3 skupiny podle typu infiltrace

Tabulka 2B: Statistické srovndni angiogeneze s ostatnimi prognostickfmi markery ve

skupiné pacientit s CLL

IgVH genetika st Rai infiltrace

{P) test p) test {p) test [{3)] test
Kmm 0,4033 MW 0,5315 MW 0,1197 KW 0,8743 KW
K 0,4033 Mw 0,5315 MW 0,1197 KW 0,8743 KW
% K 0,1604 KW 0,3577 MW 0,1617 KW 0,6544 KW
plocha K 0,08878 | MW 0,3579 MwW 0,1446 KW 0,6544 KW
S mm 0,1745 t-test 0,8179 MwW 0,5144 KW 0,5325 KW
S 0,1745 | ttest | 0,8179 MW 0,5144 KW 0,5314 KW
%S 0,3825 | ttest | 0,3579 MW 0,4148 KW 0,5339 anova
plocha S 0,3922 t-test 0,3579 Mw 0,2095 anova 0,5345 anova
mastocyty | 0,3822 MW 0,6921 MW 0,7197 KW 0,2699 KW

MW neparametricky Mann-Whitney test
anova jednofaktorové analyza rozptylu s naslednym mnohondsobnym porovnéanim
KW neparametrickd Kruskal-Wallisova analyza rozptylu.




Kmm
K
plocha K
% K
Smm

S

plocha S
%S
masto
VEGF
bFGF

priim&my podet kapilar na 1 mm?

priim&rny polet kapilar na 1HPF

celkov4 plocha kapilar v 1HPF [um?]

plocha kapilér vyjadfend v procentech z m&fené plochy
priimé&rmy potet sinusi na 1 mm>

priim&rny podet sinusii na 1 HPF

celkova plocha sinusti v 1 HPF [jum?]

plocha sinusii vyjadiend v procentech z méfené plochy
maximélni potet mastocytd na 1 HPF

plazmatickd hladina VEGF [ng/1]

plazmatickd hladina bFGF [ng/I]

Tabulka 34: Porovndn{ histologickych parametrit mezi skupinami pacientit s MM, CLL a

CON

Jsou uvedeny hodnoty hladiny vyznamnosti (p), pouZité testy a v pfipad® zjisténi statisticky
vyznamného rozdilu v daném parametru, je ve tfetim sloupci uvedeno mezi jakymi skupinami

byl rozdil nalezen.
statisticky odlisné
p test skupiny
MM x CON
0,00002 KW CLL x CON
MM x CON
K 0,00002 KW CLL x CON
% K 0,00326 KW MM x CON
plocha K 0,002478 KW MM x CON
S mm 0,7448 MW
S 0,7448 MW
% S 0,6884 MW
plocha § 0,6884 MW
MM x CLL
mastocyty 0,00001 KW CLL x CON
MW neparametricky Mann-Whitney test
KW neparametricka Kruskal-Wallisova analyza rozptylu.
K mm primémy podet kapilér na 1 mm?
K prim&my podet kapilar na 1HPF
plocha K celkova plocha kapilér v 1HPF [um?)
%K plocha kapilar vyjédfené v procentech z métené plochy



S mm prim&my poet sinusii na 1 mm’

S primé&rny podet sinust na 1 HPF
plocha S celkové plocha sinusii v 1 HPF [um’]
%S plocha sinusé vyjadfend v procentech z méfené plochy
masto maximélnf po&et mastocytii na 1 HPF
V. Diskuse

Vysledky této prace navazuji na vysledky pfedchozich praci jinych autori a rozsifuji
je o n¥které nové udaje. Studie vénujici se angiogenezi u hematologickych onemocnéni jsou
Zasto zam&fené jednostranné: sleduji bud’ prevézng klinické zndmky zvySené angiogeneze —
nejtastdji hladiny angiogennich faktord v krvi, nebo prevainé histologicky korelat
angiogeneze — mikrovaskuldrni denzitu (MVD) v kostni dieni & vjinych tkénich.
Nedostatkem vétSiny téchto studii je chybgjici propojeni téchto dvou oblasti. Ve spolupréci
s klinickymi 1ékati jsme se proto v této studii pokusili o pongkud komplexngjii pohled.

U pacientti jsme sledovali histologické i klinické korelaty zvySené angjogeneze. Na
histologické trovni byla angiogeneze méfena jako MVD, byl sledovan po&et kapildr na zormné
pole pfi velkém zvétSeni, s pfepottem na tmm? (pro snadngj¥{ srovnani s jinymi studiemi) a
jejich plocha, vyjadfena jednak v um?, jednak v procentuélnim poméru z celkové méfenc
plochy. Soutasnd jsme viak sledovali i klinické znaky angiogeneze, reprezentované
plazmatickymi hladinami angiogennich faktord VEGF a bEGF.

Kromé toho jsme hodnotili i dalsi faktory hovof{ci o stavu onemocnéni a pacienta, at’
uZ s uznévanou prognostickou hodnotou (v&k, klinické stddium onemocnéni, chromozomélni
odchylky, mutaén{ stav variabilni oblasti t&Zkych fetézci imunoglobulin), nebo ty, které se
jevily jako ndpadné v pribZhu zpracovini vzorkd a byly proto rovndZz zavzaty mezi
vysettované parametry (sinusy, mastocyty).

Mnoho&etny myelom

Vychozim bodem na¥i studie byl soubor 15 pacient s MM. Mnohodetny myelom je
,modelovym* typem hematologické malignity pro zkouméani angiogeneze. Bylo opakované
prokdzano, Ze u pacientd s plazmocytirnimi afekcemi je zvy¥end angiogeneze (1, 5, 9, 16-20).

Primérny potet kapildr byl statisticky vyznamné vy¥i ve skupiné pacientd s MM
oproti kontrolni skuping (medin 54 K/mm® u MM oproti 10 K/mm? v kontrolni skuping; p =
0,00002).

RovniZ se mezi tdmito skupinami statisticky vyznamn ligila plocha kapildr (medidn
1548 um2 u MM oproti 153 pmz u kontrolni skupiny; p = 0,0025).

Nami ziskané vysledky jsou tak ve shod? s praci autori Rajkumar a spol. (18), kde byl
Zjidtdn statisticky signifikantni rozdil v mikrovaskuldrni denzitd mezi skupinou pacientii
s MM a kontrolni skupinou.

Dile bylo prokézéno, Ze se statisticky vyznamné L polet, plocha a procentualni
zastoupeni kapildr mezi skupinami pacientd s intersticidlnim, fokilnim a diftznim typem
infiltrace (p = 0,0052). Statisticky vyznamné rozdily byly zjistény mezi intersticidlnim a
. diftiznim a mezi fokalnim a difiiznim typem infiltrace. Mezi intersticidlnim a fokdlnim typem
infiltrace tento rozdil zjist&n nebyl.

Predchozi studie se presnou kvantifikaci MVD v zévislosti na typu nddorové infiltrace
vkostni dfeni nezabyvaly, ale vzhledem ktomu, Ze typ infiltrace zhruba odpovida
pokroéilosti nddorového onemocnéni, lze usuzovat, Ze i tento nélez je v souladu s obdobnymi
studiemi prokazujicimi zvy$ujici se MVD soucasné s progresi MM (15).



Pocet mastocytil byl u pacienti s MM hodnocen dodateng, na ziklad® ndlezi ve
skuping pacienti s CLL. Nebyl nalezen statisticky vyznamny rozdil mezi podtem mastocytli u
pacient s MM (medién 0) a kontrolni skupinou (median 1). PoZet mastocytii se vyznamng
neliSil ani v rdmci skupiny pacientt s MM s ohledem na typ infiltrace.

V nadi studii nebyla patrna korelace ani mezi MVD a dal§imi sledovanymi parametry
(v&, poet mastocytdl). Tento ndlez je vsouhlase se studiemi dalsich autord (15, 18).

V naSem souboru nebyla zji§t¥na Z?4dnd vyznamna korelace mezi mikrovaskuldrni
denzitou v kostni dfeni a hladinami angiogennich faktort v krvi. I tento nalez je v souhlase
s dal§imi publikovanymi studiemi (1, 5).

Nami ziskané vysledky o MVD, hladindch angiogennich faktort a vzijemnych
korelacich jsou tedy ve shodg s dosud ziskanymi znalostmi o angiogenezi u pacientti s MM.
Vzhledem k tomu, Ze skupina pacienti s MM me&la poslouZit predeviim jako vzorova pro
zavedeni metodiky vySetfovéni angiogeneze u hematologickych malignit, ov&fili jsme si na
tomto souboru, ¥¢ vysledky ziskdvané nadim vySetfovanim jsou srovnatelné s ostatnimi
studiemi a tudiZ metodiku lze povaZovat za zavedenou. Tento vysledek byl pro nasi dalsi
préci postadujici.

Chronicki lymfatick4 leukémie

TeZist€m prace byla skupina pacienti s CLL. Toto onemocnéni patif k velmi &astym
hematologickym malignitdm, do nedavné doby viak bylo povaZovéno za velmi pomalu
progredujici onemocnén jen s velmi nizkym malignim potencidlem. Pro stanoveni diagnézy
CLL bylo postadujici klinické vy$etfeni a nalez v periferni krvi. V soudasné dobé se viak
snovymi poznatky nahled na toto onemocnéni zménil. Standardizace vydetfeni se
stanovovanim  sérologickych hladin vy3e zmitiovanych latek vkrvi, sodb&rem
trepanobioptického vzorku kostni dfeng a spolu s dal$imi vySetfenimi jako je chromozomalni
a genetické vySetfeni a mutadni stav IgVH, vedlo k poznani dalich typickych znaki CLL. Je
patrnd snaha o vyuZiti téchto nové& zjidténych znakd, pfedeviim jako monych prediktori
pritbéhu a progndzy tohoto, jak se zd4, proménlivého onemocnéni.

Doba sledovani naSich pacientli s CLL byla 12 — 150 mé&sict (medidn 36,5; praimsr
51,5 mésice), coZ je tém&f trojndsobné vice neZ v obdobné studii autorit Wolowiec a spol.
(21). Béhem této doby dodlo kovdfenému umrti 2 pacientdi, stav 9 pacienti dosud
nevyZadoval Zadnou lé&bu pro zikladni diagnézu, 8 pacientli bylo nebo je 1é¢eno a jejich stav
je vsoucasnosti stabilizovin a 3 pacienti se nedostavili do dispenzéfe a byli ziraceni
zevidence. Tyto tfidaje odpovidaji udajim o pomalé progresi tohoto onemocnsni, kde
hodnocent a interpretace zjiténych dat jsou velmi obtizné.

Od sledovani angiogeneze se ofekava, Ze by mohla déle doplnit znalosti o tomto
onemocnéni a popt. se stat dal¥im prognostickym markerem.

Histologické vySetfeni a hodnoceni vzorkdl v nasi studii probihalo zpoéatku stejnym
zpisobem jako u MM. Aviak vzhledem k tomu, Ze pfi vySetfovani vzorkf pacientd s CLL
byly Casto nipadné vyraznd dilatované cévy (sinusy), byly i tyto cévy zafazeny mezi
hodnocené parametry. Tento zpiisob hodnoceni MVD je ponékud odligny od zpiisobu
pouZivaného u solidnich tumord, kde jsou hodnoceny vZdy pouze cévy mensi neZ 10 pm
vpruméru. Takto je postupovano na zdkladé zkuSenosti, Ze u cév vétdich byva zastiZena
vyvinuta cévni st€na a tudiZ jiZ nemohou byt hodnoceny jako novotvotené kapilary.

Postup obdobny jako u solidnich tumort by! jako vychozi pouZit pti hodnoceni MVD
u MM. MM se totiZ svymi vlastnostmi zhematologickych malignit pongkud vymyks;
v n&kterych oblastech se chova spife jako solidni tumor. PHi hodnoceni vzorkd typické
hematologické malignity jako je CLL se viak tento postup uk4zal jako nedostadujici. Casto



byly totiz zastiZeny velmi objemné cévy, aviak stdle se sténou tvoFenou pouze vrstvou
endotelii.

Na rozdil od v&Siny solidnich tumord, ve kierych byla angiogeneze zkouména,
obsahuje normdlni kostni diefi jen velmi malo cév splné vyvinutou, n&kolikavrstevnou
sténou. Naopak zde pfevlidajf hojné preformované sinusy, se sténou tvofenou pouze vrstvou
endotelii, jiZ uzplisobené k priniku bungk z kostni dfené do periferni krve. Autoti Molica a
spol. (14) ve své studii sice tyto ,,ndpadng dilatované cévy* popsali, aviak jejich kvantifikaci
a ptipadnym vlivem angiogennich piisobkil na tyto preformované sinusy se dosud, pokud je
nam znamo, u CLL tito autof ani nikdo dalsi nezabyval. Nage hypotéza byla, Ze by nadorové
buitky mohly této vlastnosti kostni dfen& vyuZit a misto novotvorby dalgich malych cév pouze
zvétSovat stavajici sinusy nebo zkombinovat oba procesy (novotvorba malych cév a dilatace
sinust). Na zakladg této hypotézy by se v kostni dfeni u CLL dal otekavat stejny nebo vyssi
polet kapildr neZ v kontrolnich vzorcich a obdobny podet, aviak plodn rozsahlejsich sinusd.

Ve vzorcich pacientfi s CLL a v kontrolnich vzorcich byly tak posléze v kazdém
zorném poli oddélené hodnoceny kapilary a sinusy (viz vy$e) — u kazdé skupiny podet a
plocha danych cév.

Primémy poCet kapilar u pacientd s CLL byl v na8i studii signifikantné vyS3i oproti
kontrolni skuping (medidn 22 K/mm® u CLL oproti 10 K/mm’ v kontrolni skuping; p =
0,0002). Neby! viak nalezen statisticky vyznamny rozdil mezi plochou kapilar (plocha K, %
K) ve skupiné pacientii s CLL a kontrolni skupinou.

Poget, plocha ani procentuslni zastoupeni sinus (S, S mm, plocha S, % S) se
statisticky vyznamng nelisila mezi ZAdnymi z hodnocenych skupin.

RovnéZ nebyl nalezen statisticky vyznamny rozdil mezi podtem, plochou a
zastoupenim kapildr a sinusii mezi skupinami pacientd s CLL s odlisnymi parametry IgVH,
genetickym stavem, klinickym stddiem dle Raie a typem nddorové infiltrace kostni dfeng.

Nélez vy3§tho pottu kapilér ve vzorcich kostni dieng pacientii s CLL oproti kontroln{
skupin€ je ve shod® se studii autori Wolowiec a spol. (21), kterd rovn&¥ zaznamenala
zvySenou MVD v kostn{ dfeni u pacient s CLL.

Z vysledkn nasi studie je moZné usuzovat, e v procesu angiogeneze previdda tvorba
mnoha malych cév nad roz§ifovanim cév stavajicich, byt by byly tenkosténné. Pro tento zavér
svéd¢i jednak nezmé&nény polet a hlavné statisticky nevyznamny rozdil v plose mezi sinusy u
CLL a kontroln{ skupiny a dale také fakt, Ze prestoe se nezménila plocha zastiZenych kapilar
ve skuping CLL oproti kontrolni skuping, bylo patmé statisticky vyznammné zvySeni po&tu
t&chto kapildr. Tedy kapilary jsou menii a &etn&j¥.

Stejné jako ve skuping pacientti s MM jsme i u CLL hodnotili typ nédorové infiltrace,
a to ve tfech kategorifch jako intersticialni, fokaln{ a diféizni. Oproti skuping pacienti s MM
nebyl u pacientli s CLL prokézén statisticky vyznamny rozdil mezi jednotlivymi kategoriemi
podle typu infilirace. Tento vysledek je odlidny od vyse zmitiované studie autor Wolowiec a
spol. (21), kde byl prim&my podet kapilar na velké zorné pole signifikantn® vy$3i u difuzni
neZ u nedifiizni infiltrace kostni dfen& u CLL. Je moZné Ze na této neshod& se podili rozd&leni
nddorové infiltrace do tif kategorii (v na3i studii), protoZe jejich studie hodnotila infiltraci
pouze ve dvou skupinach, jako diftizni a nedifizni. V nafem souboru bylo i dosti
nerovnomémé zastoupeni pacientd v jednotlivych skupindch (5 pacientt s intersticialni, 6
s fokalni a 12 s difizni infiltraci), takZe je moZné, %e jde i o chybu v souboru s malym podtem
&isel. Vzhledem k tomu, Ze podle novych nézori: typ infiltrace koreluje s klinickou progresi
onemocnéni, je nutné povazovat naSe nilezy za prozatimni a zamé¥it se na jejich ovéfeni &
uptesnéni v rozsahlejich souborech pacientil.

Ve shod€ s vySe zmifiovanou studii (18) jsme i my pozorovali, %e zatimco u difiizni
infiltrace je vaskularizace pravidelnd, u nodulérni je vy$ na okrajich nddorovych uzld.

Nepodafilo se nam prokézat souvislost mezi MVD a v soutasnosti uznavanymi



prognostickymi markery CLL. Je tedy otazkou rozsdhlejsich a dlouhodob&j$ich studii, zda se
v budoucnu prokéZe n&jaky prognosticky vyznam angiogeneze u CLL.

Dalsim napadnym znakem ve vzorcich kostni dfend pacienti s CLL byly zmnoZené
mastocyty. O mastocytech je zndmo, Ze mohou byt reaktivné zmmnoZeny u mnoha
hematologickych onemocnéni, napf. u Gtlumu kostni dfend, anémii, malignich lymfomd i
myelodysplastického syndromu. Byvaji vSak zmifiovany i v souvislosti s angiogenezi, jako
moZni producenti angiogennich faktorti i protedz, které se podileji na destrukei stény
plivodnich cév i stromatu. V této souvislosti jsou zmifiovany dva zékladni typy mastocyti:
s pfevladajici sekreci tryptdzy (Mec-t) a spfevladajici sekreci chymizy (Mc-c). Pro
angiogenezi jsou pokladdny za kliGové mastocyty s pfevaZujici produkei tryptdzy. Ale praci
zabyvajicich se pfesnym zafazenim mastocyt, které se na tomto procesu podili a jejich
kvantifikaci je velmi malo.

V nasi studii dosahovaly ve vzorcich kostni dfené pacientd s CLL maximélni hodnoty
mastocytl na jedno velké zorné pole poétu aZ 20 (medidn 5). Na zdklad& t&chto pozorovani
byly tedy i mastocyty zahrnuty do hodnocenych parametrd a zp&tn& zhodnoceny i u pacientit
s mnohodetnym myelomem a v kontrolni skuping. Maximdlni hodnoty ve vzorcich kontrolni
skupiny byly 4 mastocyty na velké zorné pole (medidn 1) a u skupiny pacienti
s mnohocetnym myelomem 3 (median 0).

Byl prokazén statisticky vyznamny rozdil mezi po&tem mastocyti ve skuping pacients
s CLL (medi4n 5) a kontrolni skupinou (median 1, p = 0,00001). Poget mastocyti u CLL byl
rovn&Z odli$ny od skupiny MM (viz vyse).

Jak jiz bylo zmifiovano, MM se¢ zhematologickych malignit svymi vlastnostmi
pongkud vymyka. U CLL jako zéstupce typické hematologické malignity by tento vysledek
jisté stal za dal3f zkouméni. Obecng je CLL onemocnénim, kde jsou v kostni dfeni mastocyty
hodn& &asto patrné. Dalsi studie by se tedy mohly v€novat vyznamu mastocyti u CLL a
porovnat jejich podet u CLL s hematologickymi jednotkami, které jsou svym biologickym
chovanim CLL bliZsi neZz MM.

Nebyly viak nalezeny Zadné vyznamné korelace mezi poStem mastocyti, MVD a
klinickymi parametry (VEGF, bFGF, v&k, 2-mikroglobulin).

Vzhledem k tomu, Ze byl provadén pouze prosty soudet viech zastiZenych mastocytii a
pfitom v literatufe jsou v souvislosti s angiogenezi zmifiovany hlavng MC-t, bylo by jist& také
vhodné ovéfit, jaké enzymy pievaZovaly v zastiZenych mastocytech v naSem souboru a zda
by se potom udaje o po&tu mastocytd v souvislosti s ostatnimi zndmkami angiogeneze
nezménily. PestoZe se tedy v naSem souboru nepodafilo prokézat vyraznou souvislost podtu
mastocytl s angiogenezi, ndpadng€ zvySeny podet téchto bunik se jevi jako inspirace pro dalsi
studium.

Naméfiené plazmatické hodnoty angiogennich faktorii u pacienti s CLL byly u VEGF
v rozmez{ 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 u kontrolni skupiny, nebot bylo ji
opakované prokdzano, Ze tyto jsou u pacienti s CLL zvySené oproti normalu (2). Nas
zajimala spiSe korelace s histologickymi znaky angiogeneze a s dal§imi prognostickymi
markery, nebot’ v této oblasti je dosud mélo zndmych informaci a nejsou jednozna¥né.

V nasi studii nebyla patrnd korelace mezi hladinami angiogennich faktord a dal3imi
sledovanymi prognostickymi markery.

I v dal¥ich studiich jsou dosud korelace pouze vagni. Zatim se zda, Ze hladiny VEGF
by mohly dodat prognosticky vyznam u &asnych stadii CLL, kdy u pacientdi ve stadiu Rai I-IT
s vy88imi hladinami VEGF byl zaznamendan krat${ éas do progrese. Nage studie je dosud mald,
s malym poétem zachycenych nédorovych progresi, ale ofekavame, Ze s Casovym odstupem
bude moZné nékteré promé&nné znovu zhodnotit z dlouhodobého hlediska.



Celkove nebyly patrné Zadné vyznamngj§i korelace mezi sledovanymi prom&nnymi.
Korelatni koeficient mezi sledovanymi histologickymi (mikrovaskularni denzitou v kostni
dfeni at’ uZz mé&fenou jako pocet kapilar nebo sinustl) a klinickymi parametry angiogeneze
(hladinami VEGF a bFGF v krvi) byl velmi nizky. RovnéZ nebyla patrna Z4dna vyznamnéjsi
korelace mezi MVD a hladinami B2-mikroglobulinu a vékem. Tento nilez je ve shodé se
studii autorti Molica a spol. (10), ktefi rovndZ nezastihli korelace mezi VEGF a ostatnimi
klinicko-biologickymi parametry (absolutni lymfocytoza v periferni krvi, f2-mikroglobulin,
histologie kostni dien€, IL-6) nebo progresi onemocnéni (LDT).

Porovnavali jsme histologické parametry (MVD a podet mastocytii) s prognostickymi
markery, a to histologickymi i klinickymi. Neprokdzali jsme signifikantni rozdil
v histologickych parametrech angiogeneze a po&tu mastocytd pfi srovnéni s mutaénim stavem
IgVH, genetickym vysetfenim FISH, stidiem dle Raie a typem infiltrace.

VL. Zavéry

1) Angiogeneze méfend mikrovaskularni denzitou je v kostni dfeni pacienti s CLL a s MM
oproti kontrolnim vzorkim zvySena.
2) Mikrovaskuldrni denzita se v zavislosti na typu nddorové infiltrace:

- u pacientli s CLL neli§{

- u pacientti s MM li§f (intersticialn{ x diftizni a fokélni x diftzni).
3) Pocet mastocytl je v kostni dfeni pacientdt s CLL signifikantn& vy38i neZ u kontrolnich
vzorkt a u vzorkd pacientd s MM.
4) Nebyla prokézana korelace mezi mikrovaskularni denzitou a po&tem mastocytil, a to ani u
CLL ani u MM.
5) Nebyla prokdzana korelace mezi histologickym parametrem angiogeneze (mikrovaskulérni
denzitou v kostni dfeni) a klinickymi parametry (plazmatické hladiny angiogennich faktort
VEGF a bFGF).
6) Nebyla prokdzéna korelace mezi mikrovaskularni denzitou u CLL a vékem & markery
progrese onemocnéni (mutatni stav IgVH, chromozom4ln{ odchylky, stadium dle Raie).

VII. Summary
Introduction. Aims

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. The tumoral
angiogenesis can be studied at different levels; histologically, it is studied in the infiltrated
tissues (lymph 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 proof of endothelial markers and then evaluate
MVD in bone marrow samples in a group of patients with multiple myeloma (MM) and with
chronic lymphocytic leukaemia (CLL) and compare the results with a control group of
patients (CON).

Methods

Fifteen patients with MM and twenty-two patients with B-CLL were entered in the
study. Bone marrow trephine biopsy was performed on all patients as a routine diagnostic
procedure. Samples were fixed in Lowy fixative and embedded in paraffin. Three-



micrometer-thick sections were stained with May-Grinwald-Giemsa method (MGG),
hematoxylin-eosin, PAS, chloracetatesterase and Goméri silver impregnation, and the
samples were evaluated with light microscope.

The degree of angiogenesis was quantified by measuring the microvessel numbers
visualised by endothelial marker fVIII. Microvessels (M) are identified as small, thin walled
vessels without smooth muscle in the wall. They are usually smaller then 10um in diammeter.
In the bone marrow samples of patients with CLL we found not only the typical microvessels
but also larger but still thin walled vessels. They were so prominent that we decided to
involve them into the counting, calling them sinuses (S). Therefore, in the specimens of
patients with CLL we counted separately microvessels and sinuses.

Angiogenesis was assesed in “hot spots®, zones with the highest microvessel density
and expressed by number and area of vessels per 1mm® using an image analysis software
LUCIA M/Comet 3.52 (LIM, Czech Republic).

Discussion

At first, we have evaluated the MVD in a group of patients with MM. So far, MM is
the only hematologic malignancy, where the increased angiogenesis was confirmed and the
MVD is considered as an independent prognostic factor of this disease. In our study, the
number and the area of microvessels in patients with MM were increased and our results
agree with those of other authors.

CLL is a typical malignancy of the hematopoietic tissue but the course and the
prognosis of patients with this disease vary considerably. For this reason there is “hunting® for
prognostic markers. Angiogenesis is one of the possible markers which may add more
informations about the course of this disease. But so far there are only few studies published
about angiogenesis measured as MVD in CLL patients and the results are inconsistent. In our
study, the number and 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 a more long-term study is
needed to give informations about prognostic value of this findings.
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