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Souhrn

Je jiz jednozna¢né prokazano, ze mira angiogeneze (novotvorba cév) je zvySena i u krevnich nadorovych onemocnéni. Jedna se
o velmi slozity proces, ve kterém je zapojeno obrovské mnozstvi gentl a produktd téchto genti z nadorovych i normalnich tkéni.
Angiogeneze ziejme v patogenezi a progresi myelomu hraje dvé role: 1) zajistuje adekvatni zdsobeni myelomovych bunék kyslikem
a zivinami, 2) angiogenni cytokiny, stimuluji migraci a proliferaci myelomovych bunék. Mnohocetny myelom je prvnim krevnim
nadorovym onemocnénim, u kterého byl prokazan prognosticky vyznam angiogeneze v kostni dfeni, a to dvéma metodami: 1)
meéfenim mikrovaskularni denzity v kostni dfeni 2) stanovenim koncentraci proangiogennich cytokind.
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Summary

It is confirmed that angiogenesis is increased not only in solid tumor but in hemtological malignancies too. Angiogenesis is complicated
procedure, where lot of factor s are influenced. 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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Uvod

Angiogeneze je novotvorba cév fyziologicky se vyskytu-
jici pfi embryogenezi, v ovariich a endometriu v pribéhu
menstruacniho cyklu a pfi reparacnich procesech v orga-
nismu. Souvislost nddorového bujeni a angiogeneze byla
popsana Folkmanem et al. v roce 1971. Za dalsi ctvrtsto-
leti byla hodnocena angiogeneze u krevnich nadorovych
onemocnéni a u vetSiny z nich byla potvrzena zvySena
angiogenni aktivita (4). Mnohocetny myelom je prvnim
krevnim nadorovym onemocnénim, u kterého byl pro-
kazan prognosticky vyznam angiogeneze v kostni dieni,
a to dvéma metodami: 1) stanovenim koncentraci proan-
giogennich cytokint 2) métenim mikrovaskularni denzity
(MVD) v kostni dieni (30).

Angiogeneze u MM je slozity déj, ve kterém je zapojeno
zna¢né mnozstvi bun€k 1 humoralnich faktors, které se
uplatiiuji jak angiogennim, tak i antiangiogennim puso-
benim. Porozuméni mechanismiim angiogeneze a jejich
ovlivnéni bude pravdépodobné jednim z pilifa tzv. ,tar-
geted therapy* (cilené 1é¢by). K uéelnému zapojeni an-
tiangiogenni 1é¢by do terapeutickych algoritmti v onko-
logii je kliCové zméfit miru angiogeneze a jeji ovlivnéni
lécbou.
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MYVD-historie

Jako prvni pouzil tuto imunocytochemickou metodu Sri-
vastava et al. pro hodnoceni vaskularity u primarnich
melanomu (25). V roce 1991, Weidner et al. pouzil pro
znaceni endotelialnich bun¢k nadoru prsu fVIII-RA/vWF
(factor WllI-related antigen/von Willebrand factor) s vy-
uzitich standardni imunoperoxidazové techniky. Potvrdil
témef linearni vztah mezi poctem cév a oblasti nejrozsah-
lejsi vaskularizace — ,,hot spots® — a tim i metastaticky po-
tencial kazdého nadoru. Pozdéji bylo zjisténo, ze faktor
VII-RA neni univerzalnim angiogennim markerem, pro-
toze je exprimovan pievazné na velkych krevnich cévach
a také cévach lymfatickych. Nezavislé patologické studie
prokazaly, ze monoklonalni protilatka CD-31 je schopna
znadit mnohem vétsi pocet cév nez faktor VIII-RA (16,
32, 6). Dalsi studie u difizniho velkobunécného lymfo-
mu a myelodysplastického syndromu zjistily, ze znaceni
pomoci monoklondlni protilatky CD-34 vykazuje mno-
hem vé&tsi citlivost ve srovnani s VIII-RA a CD-31 (23).
V souladu s témito vysledky byla i dalsi prace, ktera hod-
notila angiogenezi u pacientli s MM. Vysledky potvrdily
vysokou citlivost markeru CD-34 pro endotelidlni bunky
a schopnost morfologického rozliseni malych cév (23).
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Standardni imunohistochemické metody pro hodnoceni
MVD u MM vyuzivaji v soucasnosti prevazné¢ monoklo-
nalni protilatku CD-34 a vWF (12).

Prvni praci, kterd potvrdila vyznamné zvySeni MVD
u MM vzhledem k MGUS, byla publikovana v roce 1994
(31). Autoti predlozili hypotézu, ze progrese z MGUS do
MM je spojena se zvySenim MVD. Rajkumar et al. dale
potvrdil, ze progresivni zvyseni MVD se vyskytuje v ce-
1ém spektru onemocnéni postihujicich plazmatické bunky
(primarni amyloidéza, MGUS, doutnajici i aktivni MM)
21)

Princip hodnoceni MVD

Nejcastéji se pouziva hodnoceni pomoci protilatky anti
CD34 (29) Hodnoceni probiha z valecku spongiosni kosti
ziskaného trepanobiopsii. Ziskané bioptické vzorky kostni
drené v délce 5-20 mm jsou fixovany v Lowyho fixaénim
a dekalcifikacnim roztoku na 20-24 hodin. Po odvapnéni
a promyti v 70% alkoholu nasleduje odvodnéni a zaliti do
parafinu. Posléze je zhotovena sada sériovych preparath
zahrnujici barveni: hematoxylin-eozin, May-Griinwald-
Giemsa (MGG), PAS, prikaz chloracetatesterazy, Perl-
sovo barveni na prikaz trojmocného Zeleza a impregnace
retikulinovych vlaken dle Gomoriho. Nasleduje deparafi-
nace fezu a tepelné demaskovani antigent. Nasledné apli-
kace primarni protilatky antiCD34

Pii vySetfovani mikrovaskularni denzity pouzivame optické
hodnoceni ve svételném mikroskopu. Preparaty s imuno-
histochemickym prikazem anti CD34 jsou nejprve celkové
zhodnoceny pfi prehledném zvétseni 100x nebo 200x a po-
kud mozno, jsou vybrany tii oblasti s nejvyssim poctem patr-
nych cév, tzv. ,,hot spots®. Celkové je tedy v kazdém vzorku
hustota cév zjistovana v 9 zornych polich. Jsou hodnoceny
vzdy jen cévy, jejichz sténa je tvofena pouze jednou vrstvou
endotelii a neobsahovaly ve sténé hladkou svalovinu.

ELISA - historie

Jednoduchou metodou pro hodnoceni koncentrace cirku-
lujicich angiogennich faktorti v kostni dfeni a v periferni
krvi se stala ELISA (enzym-linked immunosorbent essay).
ELISA je jednou z nejpouzivanéjSich biochemickych me-
tod slouzici k detekci protilatek nebo antigent ve vzorku.
Metoda je vysoce citliva a diky jeji jednoduchosti a rych-
losti se stala celosvétoveé pouzivanym rutinnim nastrojem
ve zdravotnictvi pro hodnoceni celé fady analytd v télnich
tekutinach. Princip ELISA metody spolu s EIA (enzyme-
immunoassay) byly poprvé publikovan v roce 1971 dvéma
nezavislymi skupinami, skupina Petera Perlmanna a Evy
Engvallové ze Stockholmské university ve Svédsku a sku-
pina Antona Schurse a Baude van Weemena z Nizozemi.
Tyto metody nahradily zdravi ohrozujici radioassay (RIA)

(10).

Princip ELISA

ELISA test je zalozen na schopnosti proteini (antigenu;
Ag/protilatky; Ab) vazat se na pevny povrch (obvykle
96-jamkova polystyrenova mikrodesticka) bud’ nespeci-
ficky adsorpci na povrch, nebo specificky uchycenim po-
moci dal$i protilatky specifické k antigenu — sandwichova
ELISA. Po navazani antigenu je pfidan roztok (sérum,

supernatant) obsahujici specifickou protilatku. Protilatka
oznacena enzymem (alkalicka fosfataza, kienova peroxi-
daza) se vaze k antigenu a v kone¢né kroku se pridava
substrat, ktery pfeméiiuje enzym na urcity detekovatelny
signal. Na zéklad¢ intenzity signalu 1ze pak stanovit mnoz-
stvi antigenu ve vzorku (13, 27).

Pro méfeni koncentrace antigenu existuji dvé zakladni me-
tody: sendvicova ELISA a kompetitivni ELISA. Sendvi-
¢ova ELISA je rychla a pfesna metoda a za pouziti ¢istého
standardniho antigenu miZe test prokazat absolutni mnoz-
stvi antigenu v neznamém vzorku. Toto hodnoceni pou-
ziva dvé protilatky, které se vaznou na povrch antigenu.
Jedna z protilatek se vaze na povrch desticky a soucasné
k Ag; druha Ab se vaze k Ag a k sekundarni protilatce zna-
¢ené enzymem Po pridani substratu dojde k chromogenni
reakcei, ktera se projevi vznikem barevného produktu.
Kompetitivni ELISA je pouzita v pfipad¢, kdyz nejsou do-
stupné dvé protilatky vazajici se na cilovy Ag. Dalsi vyho-
dou je, ze metoda nevyzaduje purifikovanou primarni proti-
latku. Metoda ma rizné modifikace, ale zakladni princip je
zaloZen na tom, ze Ab se navaze na povrch desticky, ptida
se smés Ag a Ab dochazi ke kompetici (k soutézeni) mezi
Ab volnou v roztoku a Ab vazanou na desticce o vazbu na
Ag. Nasleduje promyti desticky a ptidani sekundérni pro-
tilatky znacené enzymem. V ptipade kompetitivni metody
plati nepfima uméra, tzn. ¢im vyssi je koncentrace Ag v ne-
znamém vzorku, tim slabsi je chromogenni signal (73).

Vstupni material

MVD

Vstupnim materialem jsou valecky spongiosni kosti ziska-
né z trepanobiopsie lopaty kosti kycelni. Bioptické vzorky
jsou nasledné uzavteny do parafinovych blocki (viz. Prin-
cip metody).

ELISA

Vstupni material pro hodnoceni cirkulujicich angiogenich
a anti-angiogennich faktort je sérum z periferni krve nebo
plazma kostni diené. Sérum a EDTA plazmu Ize skladovat 24
hod pii +2°C do +8°C a nékolik mésict pti -18°C do -20°C.
Vzorky séra a plazmy by nemély byt opakované zamrazeny
a rozmrazeny. Vzorky by mély byt chranény pred svétlem.

Specificka nastaveni u MM

MVD

Vzhledem k prokazané nizsi citlivosti monoklondalnich
protilatek CD-31 a vWF, je doporuceno pouzivat pro hod-
noceni MVD u MM anti-CD-34 (23). Dale se nedopo-
ru¢ujeme standardni provadéni méfeni MVD po 1é¢bé.
Doporuceni vyplyva ze zavértu rozsahlé prace, ktera na
velkém souboru pacientii neprokazala rozdil v MVD pied
1é¢bou a po 1éEbé a to ani po agresivni 1ébé vysokodavko-
vanym melfalanem a autologni transplantaci (7, 9).

ELISA

Je ptesnéjsi hodnotit koncentrace cytokinti v plazmé
nez v séru, nebot’ trombocyty obsahuji pomérné znacné
mnozstvi téchto faktori a pii procesu srazeni dochazi k je-
jich uvolnéni a zkresleni vysledkd (7). V ptipadé hodno-
ceni angiogennich aktivatord je nezbytné provadét méfeni
vzdy v prvnim prvniho mililitru odebrané kostni dfené.
Jak prokazaly nase vysledky, méfeni provadéné v riznych
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fazich odbéru kosti dfené se projevilo vyznamnym rozdi-
lem v hladinach HGF a trombospondinu (77).

Specifické problémy

MVD

Nevyhoda této metody spociva v jeji malé objektivnosti, kte-
ra je zavisla na zkusenostech patologa hodnoticiho dany his-
tologicky preparat. Omezujici je také Casova a technicka na-
rocnost piipravy preparatu, kterd snizuje jeji rutinni vyuziti.
Metoda nemize byt zatim pouzita ani k hodnoceni u€innosti
1écby. Predpoklada se, ze MVD neni odrazem zavislosti na-
doru na angiogenezi ¢i odrazem angiogenni aktivity, ale spi-
e odrazem metabolické aktivity nadorovych bunék a jejich
vztahu k burikdm mikroprostedi kostni diené (6, 8).

ELISA

Nevyhodou této metody je jeji relativné vysoka cena,
velka spotieba substratu a dalSich slozek. Potencialnim
problémem muze byt dlouhy vyvijeci Cas a, pfedev§im
u malych molekul, nizky linearni dynamicky rozsah. Na-
vic t¢innost ELISA testu mize byt ovlivnéna nizkou spe-
cifikou protilatek, coz se projevi zvySenym pozadim ¢i
falesnou pozitivitou. Vysoké koncentrace vzorku mizou
vyvolavat ,hook efekt™ a ovlivnit tak stanovené hodno-
ty. Nevyhodu sendvi¢ové metody je omezené mnozstvi
vhodnych monoklonalnich protilatek, které se vazou
k vhodnému epitopu Ag, aniz by doslo ke sterickému
efektu (73).

Ukazka reprezentativniho vysledku (viz Obrazek
MVD)

V nasi studii jsme na zéklad¢ semikvantitativniho hodno-
ceni MVD rozdélili pacienty s MM do tii skupin. MVD
hodnocena jako nizka, kdyz je nalezeno 10 kapilar v zor-
ném poli, stfedni 10-20 kapilar v zorném poli a vysoka,
kdy je pfitomno vice nez 20 kapilar v zorném poli. Ty-
picky ptiklad histologického obrazu jednotlivych stupit
mikrovaskularni denzity je uveden na Obrazku ¢.1, €.2
a ¢.3. Bylo opakované prokazano, ze pacienti s vysokym
stupném mikrovaskularni denzity maji zasadné horsi pro-
gnozu onemocnéni nez pacienti se stfedni a nizkou husto-
tou kapilarni sité v kostni dfeni (20).

Vyznam metody u MM stavajici

Hodnoceni miry angiogeneze u pacientii s mnohocetnym
myelomem je v soucasné dobé pomocnym faktorem v hod-
noceni agresivity onemocnéni a jeho prognozy. Avsak ze-
jména hodnoceni mikrovaskularni density v spongiosni
kosti ziskané z trepanobioptického vysetfeni je vhodnym
doplnénim histopatologického vySeteni. A umozni pato-
logovi vyjadiit se o mnoho Iépe k prognoze onemocné-
ni, protoze tak nepopiSe jenom samotné plasmocyty, ale
i vlastnosti mikroprostiedi kostni diené, které je v patoge-
neze myelomu zcela klicové.

Hodnoceni hladin jednotlivych faktorl je zatim pouze ex-
perimentalni metodou. VétSina praci hodnoticich koncent-
race angiogennich faktorti pomoci ELISA se zabyva VEGF
(vascular endothelial growth factor, ristovy faktor pro cévy
a endotelie), bFGF (basic fibroblast growth factor, zasadity
ristovy faktor pro fibroblasty), HGF (hepatocyte growth
factor, hepatocytarni ristovy faktor) a to jak v plasmé pe-
riferni krve tak plasmé kostni diené (15, 26). Vliv vyso-
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kych hladin vSech téchto aktivatord na agresivitu choroby
byl opakované popsan (2, 7, 22). Nase vysledky v souladu
s citovanou literaturou prokazaly, ze klicovym aktivato-
rem angiogeneze je u mnohocetného myelomu HGF, kde

Obrazek ¢. 2: Mikroskopicky obraz kostni dfené u pacienta se stiedni MVD.

Obrazek ¢. 3: Mikroskopicky obraz kostni dfené u pacienta s vysokou MVD.

Vyznam metody u MM ocekavany

MVD

Zvysend mikrovaskularni denzita v kostni dieni je u MM
vyznamnym negativnim prognostickym faktorem (9, 14,
20, 28). Na zaklad¢ zminénych praci Ize konstatovat, ze
¢im vice se vytvofi novych cév, tim je onemocnéni agre-
sivnéj$i. Hodnoceni angiogeneze métenim mikrovasku-
larni denzity je vyznamnym prognostickym faktorem a se
zavadénim novych antiangiogennich 1ékti se mutize stat
i vyznamnym faktorem prediktivnim.
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ELISA

Potencialni vyznam ELISA metody spo¢iva v rychlém sta-
noveni progndzy a odpovédi na anti-angiogenni 1écbu na
zakladé hodnoceni angiogennich cytokini v periferni krvi,
resp. séru ¢i plazmé. Metoda nevyzaduje biopsie kostni
diené, separaci CD138+ bungk, ani fadu ¢asové€ i finanéné
nakladnych metod. Jako nejvhodnéjsi faktor ze skupiny
aktivatorli pro monitoring angiogeneze se jevi HGF, pro-
toze jeho hladiny jsou pfi stanoveni diagnosy u pacientd,
ktefi dosahli nejméné velmi dobré parcialni remise, statis-
ticky niz$i nez u pacientd s horsi Iécebnou odpoveédi a to
jak v plasmé periferni krve, tak v plasmé kostni dfené.
U ostatnich faktorti vysledky nejsou zcela jednoznacné
a neni zcela ziejmé, ktery z uvedenych faktord ma jedno-
znaéné nejvetsi vliv na patogenezu a progndzu u mnoho-
¢etného myelomu (9, 18, 20, 31).

Zavér

Angiogeneze je velmi slozity proces, ve kterém je
zapojeno obrovské mnozstvi gend a produktd téchto
gent z nadorovych i normalnich tkani. Podle vysledné
pfevahy jednotlivych zapojenych faktort je angioge-
neze tlumena nebo aktivovana (3). Hlavnim cilem je
definovat diagnosticky a prognosticky potencial jed-
notlivych faktort v patogenezi MM a na zaklad¢ jed-
noduchych laboratornich testi zvolit vhodnou lécbu.
Pochopeni mechanismu angiogeneze a jeho ovlivnéni
se tak v budoucnu stane zakladem cilené individuali-
zované 1écby.
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