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angiogeneze
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Souhrn
Je již jednozna n  prokázáno, že míra angiogeneze (novotvorba cév) je zvýšena i u krevních nádorových onemocn ní. Jedná se 
o velmi složitý proces, ve kterém je zapojeno obrovské množství gen  a produkt  t chto gen  z nádorových i normálních tkání. 
Angiogeneze z ejm  v patogenezi a progresi myelomu hraje dv  role: 1) zajiš uje adekvátní zásobení myelomových bun k kyslíkem 
a živinami, 2) angiogenní cytokiny, stimulují migraci a proliferaci myelomových bun k. Mnoho etný myelom je prvním krevním 
nádorovým onemocn ním, u kterého byl prokázán prognostický význam angiogeneze v kostní d eni, a to dv ma metodami: 1) 
m ením mikrovaskulární denzity v kostní d eni  2) stanovením koncentrací proangiogenních cytokin .

Klí ová slova: mnoho etný myelom, angiogeneze, MVD, ELISA, cytokiny, HGF. 

Summary
It is confi rmed that angiogenesis is increased not only in solid tumor but in hemtological malignancies too. Angiogenesis is complicated 
procedure, where lot of factor s are infl uenced. Probably, angiogenesis plays two roles in myeloma developement new born vessels 1st. 
provide adequate nutrition of tumor cells, 2nd. Angiogenic cytokines stimulace migration and growth of myeloma cells. Measurement
of angiogenesis degree is possible according to MVD and by measurement of cytokine levels developed in angiogenesis.
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Úvod
Angiogeneze je novotvorba cév fyziologicky se vyskytu-
jící p i embryogenezi, v ovariích a endometriu v pr b hu
menstrua ního cyklu  a p i repara ních procesech   v orga-
nismu. Souvislost nádorového bujení a angiogeneze byla 
popsána Folkmanem et al. v roce 1971. Za další tvrtsto-
letí  byla hodnocena angiogeneze u krevních nádorových 
onemocn ní a u v tšiny z nich byla potvrzena zvýšená 
angiogenní aktivita (4). Mnoho etný myelom je prvním 
krevním nádorovým onemocn ním, u kterého byl pro-
kázán prognostický význam angiogeneze v kostní d eni,
a to dv ma metodami: 1) stanovením koncentrací proan-
giogenních cytokin  2) m ením mikrovaskulární denzity 
(MVD) v kostní d eni (30).
Angiogeneze u MM je složitý d j,  ve kterém je zapojeno 
zna né množství bun k  i humorálních faktor , které se 
uplat ují jak angiogenním, tak i antiangiogenním p so-
bením. Porozum ní mechanism m angiogeneze a jejich 
ovlivn ní bude pravd podobn  jedním z pilí  tzv. „tar-
geted therapy“ (cílené lé by). K ú elnému zapojení an-
tiangiogenní lé by do terapeutických algoritm  v onko-
logii je klí ové zm it míru angiogeneze a její ovlivn ní
lé bou.

MVD-historie
Jako první použil tuto imunocytochemickou metodu Sri-
vastava et al. pro hodnocení vaskularity u primárních 
melanom (25). V roce 1991, Weidner et al. použil pro 
zna ení endoteliálních bun k nádoru prsu fVIII-RA/vWF 
(factor WIII-related antigen/von Willebrand factor) s vy-
užitích standardní imunoperoxidázové techniky. Potvrdil 
tém  lineární vztah mezi po tem cév a oblastí nejrozsáh-
lejší vaskularizace – „hot spots“ – a tím i metastatický po-
tenciál každého nádoru. Pozd ji bylo zjišt no, že faktor 
VIII-RA není univerzálním angiogenním markerem, pro-
tože je exprimován p evážn  na velkých krevních cévách 
a také cévách lymfatických. Nezávislé patologické studie 
prokázaly, že monoklonální protilátka CD-31 je schopna 
zna it mnohem v tší po et cév než faktor VIII-RA (16,
32, 6). Další studie u difúzního velkobun ného lymfo-
mu a myelodysplastického syndromu zjistily, že zna ení
pomocí monoklonální protilátky CD-34 vykazuje mno-
hem v tší citlivost ve srovnání s VIII-RA a CD-31 (23).
V souladu s t mito výsledky byla i další práce, která hod-
notila angiogenezi u pacient  s MM. Výsledky potvrdily 
vysokou citlivost markeru CD-34 pro endoteliální bu ky
a schopnost morfologického rozlišení malých cév (23).
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Standardní imunohistochemické metody pro hodnocení 
MVD u MM využívají v sou asnosti p evážn  monoklo-
nální protilátku CD-34  a vWF (12).
První prací, která potvrdila významné zvýšení MVD 
u MM vzhledem k MGUS, byla publikována v roce 1994 
(31). Auto i p edložili hypotézu, že progrese z MGUS do 
MM je spojena se zvýšením MVD. Rajkumar et al. dále 
potvrdil, že progresivní zvýšení MVD se vyskytuje v ce-
lém spektru onemocn ní postihujících plazmatické bu ky
(primární amyloidóza, MGUS, doutnající i aktivní MM) 
(21)

Princip hodnocení MVD 
Nej ast ji se používá hodnocení pomocí protilátky anti 
CD34 (29) Hodnocení probíhá z vále ku spongiosní kosti 
získaného trepanobiopsií. Získané bioptické vzorky kostní 
d en  v délce 5-20 mm jsou fi xovány v Löwyho fi xa ním
a dekalcifi ka ním roztoku na 20-24 hodin. Po odvápn ní
a promytí v 70% alkoholu následuje odvodn ní a zalití do 
parafínu. Posléze je zhotovena sada sériových preparát
zahrnující barvení: hematoxylin-eozin, May-Grünwald-
Giemsa (MGG), PAS, pr kaz chloracetátesterázy, Perl-
sovo barvení na pr kaz trojmocného železa a impregnace 
retikulinových vláken dle Gömöriho. Následuje deparafi -
nace ez  a tepelné demaskování antigen . Následn  apli-
kace primární protilátky antiCD34
P i vyšet ování mikrovaskulární denzity používáme optické 
hodnocení ve sv telném mikroskopu. Preparáty s imuno-
histochemickým pr kazem anti CD34 jsou nejprve celkov
zhodnoceny p i p ehledném zv tšení 100x nebo 200x a po-
kud možno, jsou vybrány t i oblasti s nejvyšším po tem patr-
ných cév, tzv. „hot spots“. Celkov  je tedy v každém vzorku 
hustota cév zjiš ována v 9 zorných polích. Jsou hodnoceny 
vždy jen cévy, jejichž st na je tvo ena pouze jednou vrstvou 
endotelií a neobsahovaly ve st n  hladkou svalovinu.

ELISA - historie
Jednoduchou metodou pro hodnocení koncentrace cirku-
lujících angiogenních faktor  v kostní d eni a v periferní 
krvi se stala ELISA (enzym-linked immunosorbent essay). 
ELISA je jednou z nejpoužívan jších biochemických me-
tod sloužící k detekci protilátek nebo antigen  ve vzorku. 
Metoda je vysoce citlivá a díky její jednoduchosti a rych-
losti se stala celosv tov  používaným rutinním nástrojem 
ve zdravotnictví pro hodnocení celé ady analyt  v t lních
tekutinách. Princip ELISA metody spolu s EIA (enzyme-
immunoassay) byly poprvé publikován v roce 1971 dv ma
nezávislými skupinami, skupina Petera Perlmanna a Evy 
Engvallové ze Stockholmské university ve Švédsku a sku-
pina Antona Schurse a Baude van Weemena z Nizozemí. 
Tyto metody nahradily zdraví ohrožující radioassay (RIA) 
(10).

Princip ELISA
ELISA test je založen na schopnosti protein  (antigenu; 
Ag/protilátky; Ab) vázat se na pevný povrch (obvykle 
96-jamková polystyrenová mikrodesti ka) bu  nespeci-
fi cky adsorpcí na povrch, nebo specifi cky uchycením po-
mocí další protilátky specifi cké k antigenu – sandwichová 
ELISA. Po navázání antigenu je p idán roztok (sérum, 

supernatant) obsahující specifi ckou protilátku. Protilátka 
ozna ená enzymem (alkalická fosfatáza, k enová peroxi-
dáza) se váže k antigenu a v kone né kroku se p idává
substrát, který p em uje enzym na ur itý detekovatelný 
signál. Na základ  intenzity signálu lze pak stanovit množ-
ství antigenu ve vzorku (13, 27).
Pro m ení koncentrace antigenu existují dv  základní me-
tody: sendvi ová ELISA a kompetitivní ELISA. Sendvi-
ová ELISA je rychlá a p esná metoda a za použití istého

standardního antigenu m že test prokázat absolutní množ-
ství antigenu v neznámém vzorku. Toto hodnocení pou-
žívá dv  protilátky, které se vážnou na povrch antigenu. 
Jedna z protilátek se váže na povrch desti ky a sou asn
k Ag; druhá Ab se váže k Ag a k sekundární protilátce zna-
ené enzymem Po p idání substrátu  dojde k chromogenní 

reakci, která se projeví vznikem barevného produktu.
Kompetitivní ELISA je použita v p ípad , když nejsou do-
stupné dv  protilátky vázající se na cílový Ag. Další výho-
dou je, že metoda nevyžaduje purifi kovanou primární proti-
látku. Metoda má r zné modifi kace, ale základní princip je 
založen na tom, že Ab se naváže na povrch desti ky, p idá
se sm s Ag a Ab dochází ke kompetici (k sout žení) mezi 
Ab volnou v roztoku a Ab vázanou na desti ce o vazbu na 
Ag. Následuje promytí desti ky a p idání sekundární pro-
tilátky zna ené enzymem. V p ípade kompetitivní metody 
platí nep ímá úm ra, tzn. ím vyšší je koncentrace Ag v ne-
známém vzorku, tím slabší je chromogenní signál (13).

Vstupní materiál
MVD
Vstupním materiálem jsou vále ky spongiosní kosti získa-
né z trepanobiopsie lopaty kosti ky elní. Bioptické vzorky 
jsou následn  uzav eny do parafínových blo k  (viz. Prin-
cip metody).

ELISA
Vstupní materiál pro hodnocení cirkulujících angiogeních 
a anti-angiogenních faktor  je sérum z periferní krve nebo 
plazma kostní d en . Sérum a EDTA plazmu lze skladovat 24 
hod p i +2°C do +8°C a n kolik m síc  p i -18°C do -20°C. 
Vzorky séra a plazmy by nem ly být opakovan  zamraženy 
a rozmraženy. Vzorky by m ly být chrán ny p ed sv tlem.
Specifi cká nastavení u MM
MVD
Vzhledem k prokázané nižší citlivosti monoklonálních 
protilátek CD-31 a vWF, je doporu eno používat pro hod-
nocení MVD u MM  anti-CD-34  (23). Dále se nedopo-
ru ujeme standardní provád ní m ení MVD  po lé b .
Doporu ení vyplývá  ze záv r  rozsáhlé práce, která na 
velkém souboru pacient  neprokázala rozdíl v MVD p ed
lé bou a po lé b  a to ani po agresivní lé b  vysokodávko-
vaným melfalanem a autologní transplantací (1, 9).

ELISA
Je p esn jší hodnotit koncentrace  cytokin  v plazm
než v séru, nebo  trombocyty  obsahují pom rn  zna né
množství t chto faktor  a p i procesu srážení dochází k je-
jich uvoln ní a zkreslení výsledk (7). V p ípad  hodno-
cení angiogenních aktivátor  je nezbytné provád t m ení
vždy v prvním prvního mililitru odebrané kostní d en .
Jak prokázaly naše výsledky, m ení provád né v r zných
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fázích odb ru kostí d en  se projevilo významným rozdí-
lem v hladinách HGF a trombospondinu (17).

Specifi cké problémy
MVD
Nevýhoda této metody spo ívá v její malé objektivnosti, kte-
rá je závislá na zkušenostech patologa hodnotícího daný his-
tologický preparát. Omezující je také asová a technická ná-
ro nost p ípravy preparátu, která snižuje její rutinní využití. 
Metoda nem že být zatím použita ani k hodnocení ú innosti
lé by. P edpokládá se, že MVD není odrazem závislosti ná-
doru na angiogenezi i odrazem angiogenní aktivity, ale spí-
še odrazem metabolické aktivity nádorových bun k a jejich 
vztahu k bu kám mikroprost edí kostní d en  (6; 8).

ELISA
Nevýhodou této metody je její relativn  vysoká cena, 
velká spot eba substrátu a dalších složek. Potenciálním 
problémem m že být dlouhý vyvíjecí as a, p edevším
u malých molekul, nízký lineární dynamický rozsah. Na-
víc ú innost ELISA testu m že být ovlivn na nízkou spe-
cifi kou protilátek, což se projeví zvýšeným pozadím i
falešnou pozitivitou. Vysoké koncentrace vzorku m žou
vyvolávat „hook efekt“ a ovlivnit tak stanovené hodno-
ty. Nevýhodu sendvi ové metody je omezené množství 
vhodných monoklonálních protilátek, které se vážou 
k vhodnému epitopu Ag, aniž by došlo ke sterickému 
efektu (13).

Ukázka reprezentativního výsledku (viz Obrázek 
MVD)
V naší studii jsme na základ  semikvantitativního hodno-
cení MVD rozd lili pacienty s MM do t í skupin.  MVD 
hodnocena jako nízká, když je nalezeno 10 kapilár v zor-
ném poli, st ední 10-20 kapilár v zorném poli a vysoká, 
kdy je p ítomno více než 20 kapilár v zorném poli. Ty-
pický p íklad histologického obrazu jednotlivých stup
mikrovaskulární denzity je uveden na Obrázku .1, .2
a .3. Bylo opakovan  prokázáno, že pacienti s vysokým 
stupn m mikrovaskulární denzity mají zásadn  horší pro-
gnozu onemocn ní než pacienti se st ední a nizkou husto-
tou kapilární sít  v kostní d eni (20).
Význam metody u MM stávající
Hodnocení míry angiogeneze u pacient  s mnoho etným
myelomem je v sou asné dob  pomocným faktorem v hod-
nocení agresivity onemocn ní a jeho prognózy.  Avšak ze-
jména hodnocení mikrovaskulární density v spongiosní 
kosti získané z trepanobioptického vyšet ení je vhodným 
dopln ním histopatologického vyšet ení. A umožní pato-
logovi vyjád it se o mnoho lépe k prognoze onemocn -
ní, protože tak nepopíše jenom samotné plasmocyty, ale 
i vlastnosti mikroprost edí kostní d en , které je v patoge-
neze myelomu zcela klí ové.
Hodnocení hladin jednotlivých faktor  je zatím pouze ex-
perimentální metodou.  V tšina prací hodnotících koncent-
race angiogenních faktor  pomocí ELISA se zabývá VEGF 
(vascular endothelial growth factor, r stový faktor pro cévy 
a endotelie), bFGF (basic fi broblast growth factor, zásaditý 
r stový faktor pro fi broblasty), HGF (hepatocyte growth 
factor, hepatocytární r stový faktor) a to jak v plasm  pe-
riferní krve tak plasm  kostní d en (15, 26).  Vliv vyso-

kých hladin všech t chto aktivátor  na agresivitu choroby 
byl opakovan  popsán (2, 7, 22). Naše výsledky v souladu 
s citovanou literaturou prokázaly, že klí ovým aktiváto-
rem angiogeneze je u mnoho etného myelomu HGF, kde 
jsou výsledky nejjednozna n jší (9, 20, 31). 

Význam metody u MM o ekávaný
MVD
Zvýšená mikrovaskulární denzita v kostní d eni je u MM 
významným negativním prognostickým faktorem (9, 14, 
20, 28). Na základ  zmín ných prací lze konstatovat, že 
ím více se vytvo í nových cév, tím je onemocn ní agre-

sivn jší. Hodnocení angiogeneze m ením mikrovasku-
lární denzity je významným prognostickým faktorem a se 
zavád ním nových antiangiogenních lék  se m že stát 
i významným faktorem prediktivním. 
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Obrázek . 3: Mikroskopický obraz kostní d en  u pacienta s vysokou MVD.

Obrázek . 1: Mikroskopický obraz kostní d en  u pacienta s nízkou MVD.

Obrázek . 2: Mikroskopický obraz kostní d en  u pacienta se st ední MVD.
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ELISA
Potenciální význam ELISA metody spo ívá v rychlém sta-
novení prognózy a odpov di na anti-angiogenní lé bu na 
základ  hodnocení angiogenních cytokin  v periferní krvi, 
resp. séru i plazm . Metoda nevyžaduje biopsie kostní 
d en , separaci CD138+ bun k, ani adu asov  i fi nan n
nákladných metod. Jako nejvhodn jší faktor ze skupiny 
aktivátor  pro monitoring angiogeneze se jeví HGF, pro-
tože jeho hladiny jsou p i stanovení diagnosy u  pacient ,
kte í dosáhli nejmén  velmi dobré parciální remise, statis-
ticky nižší než u pacient  s horší lé ebnou odpov dí a to 
jak v plasm  periferní krve, tak v plasm  kostní d en .
U ostatních faktor  výsledky nejsou zcela jednozna né
a není zcela z ejmé, který z uvedených faktor  má jedno-
zna n  nejv tší vliv na patogenezu a prognózu u mnoho-
etného myelomu (9, 18, 20, 31).

Záv r
Angiogeneze je  velmi složitý proces, ve kterém je 
zapojeno obrovské množství gen  a produkt  t chto
gen  z nádorových i normálních tkání. Podle výsledné 
p evahy jednotlivých zapojených faktor  je angioge-
neze tlumena nebo aktivována (3). Hlavním cílem je 
defi novat diagnostický a prognostický potenciál jed-
notlivých faktor  v patogenezi MM a na základ  jed-
noduchých laboratorních test  zvolit vhodnou lé bu.
Pochopení mechanismu angiogeneze a jeho ovlivn ní
se tak v budoucnu stane základem cílené individuali-
zované lé by.
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