Pdvodni prace

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

v plazme periferni krve nemocnych s chronickou
lymfocytarni leukemii a klesaji po intenzivni léché
obsahujici fludarabin
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Souhrn: Chronicka lymfocytarni leukemie (CLL) je charakteristickd vyraznou rtznorodosti prognézy s celkovym prezitim v ¥adu
nékolika mésict az desitek let. V soucasné dobé neni mozné presné urcit budouci klinicky prabéh u jednotlivého pacienta. Angio-
geneze se ukazuje v poslednich letech jako potencidlni prognosticky faktor u fady hematologickych malignit véetné CLL. Cilem nasi
studie bylo zméfit klicové angiogenni faktory bFGF a VEGF (basic fibroblast growth factor, vascular endothelial growth factor)
metodou ELISA v plazmé periferni krve u 73 nemocnych s nelécenou chronickou lymfocytarni leukemii (43 muzd, 30 Zen, medidn
véku 65 let, rozmezi 31-88 let) a 80 zdravych dobrovolniki. Zjistili jsme signifikantné zvySenou koncentraci u nemocnych s CLL
v porovnani s kontrolni skupinou (p < 0,0001 pro oba cytokiny). Nebyly nalezeny vyznamné rozdily v angiogennich faktorech me-
zi podskupinami s nizkym vs stfednim vs vysokym rizikem dle Raie ¢i zavislost angiogennich faktor(i na pohlavi. U skupiny 12 pa-
cient doslo po intenzivni é¢bé zaloZené na fludarabinu k vyznamnému poklesu u obou téchto faktord (bFGF: p = 0,0005; VEGF:
p = 0,0068), které jiz nebyly signifikantné odligné od kontrolni skupiny (bFGF: p = 0,524; VEGF: p = 0,728). Nase data prokaza-
la zvy3eni zdsadnich angiogennich aktiviatord bFGF a VEGF u chronické lymfocytarni leukemie. Intenzivni [é¢ba kombinujici fluda-
rabin a cyklofosfamid + rituximab by mohla mit také antiangiogenni t¢inky. Dalsi studie s delsi dobou sledovani jsou nutné k vy-
hodnoceni vlivu angiogennich ukazatel(i na dobu do progrese ¢i celkové preziti.
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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 lymphocytic leukemia (CLL) is characterized by extraordinary 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 prognostic 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 fibroblast growth factor (bFGF) in patients with CLL and determine their
potential change after intensive fludarabine-based treatment. Peripheral blood EDTA plasma concentrations of bFGF and VEGF
were measured using comercially available enzyme-linked immunosorbent 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. We found statistically signifi-
cant increase in concentrations in patients with chronic lymphocytic leukemia compared to the control group (p < 0.0001 for
both cytokines). No differences in angiogenic factors were noted between subgroups with low vs. intermediate vs. high-risk stage
according to modified Rai staging or males vs. females. In twelve patients who achieved at least partial response 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 more significantly different from controls (bFGF, p = 0.524; VEGF, p = 0.728). Our 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 biology and that treatment with combination of fludarabine, cyclophosphamide # rituximab may
exhibit antiangiogenic properties. Further studies with longer follow-up are necessary for evaluation of a possible association
between angiogenic markers and progression-free survival or overall survival.
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Uvod

Angiogeneze, tedy novotvorba cév
z jiz existujici vaskulatury, je zdsadnim
procesem pfi rozvoji malignit [1-4].
Zatimco vyznam angiogeneze u solid-
nich nador( je zndm jiz od pocétku
70. let 20. stoleti [1], teprve v 90. le-
tech 20. stoleti dochazi k vyzkumu
neovaskularizace u malignich onemoc-
nénf krvetvorby. ZvySend angiogeneze
byla zjisténa u akutnich a chronic-
kych leukemii, malignich lymfoma,
mnohocetného myelomu, myeloproli-
feraci i myelodysplazii [3-9]. Nékteré
studie u malignich onemocnénf krve-
tvorby prokdzaly souvislost mezi zvy-
Senou angiogenezi a neptiznivym kli-
nickym pribéhem [7-9]. Chronicka
lymfocytarni leukemie (CLL) je nejcas-
téjSim leukemickym onemocnénim
dospélych v zapadni populace. Toto
lymfoproliferativni onemocnéni je ty-
pické neobycejnou riiznorodosti pro-
gndzy (s celkovym prezitim od nékolika
mésicl aZ po desitky let), kterd neumoz-
nuje dopfedu odhadnout klinicky pra-

béh u individudIniho pacienta [10].
S cilem zptesnéni prognézy CLL jsou
hleddny nové prognostické parametry,
jako v poslednich letech napt. gene-
tické aberace detekované fluorescen¢ni
in situ hybridizaci (FISH) ¢ mutacni
stav genl kédujicich variabilni ¢ast
tézkého Fetézce imunoglobulinu (IgVH)
[11]. V poslednich letech bylo publi-
kovano, Ze lymfocyty CLL maji schop-
nost tvofit angiogenni aktivitory
i inhibitory [12] a Ze ukazatele angio-
geneze by mohly mit u CLL prognos-
ticky vyznam [13-16]. Pouze jedind
studie zkoumala vyvoj koncentraci an-
giogennich cytokin( pti lécbé CLL[17].
Za nejdulezitéjsi aktivatory angioge-
neze jsou pokladdny cévni endotelovy
ristovy faktor (vascular endothelial
growth factor - VEGF) a bazicky fib-
roblastovy rlistovy faktor (basic fib-
roblast growth factor - bFGF) [3-4,
18-20]. Cilem nasi prace bylo 1. sta-
noveni téchto angiogennich faktord
v periferni krvi u nemocnych s CLL,
2. zhodnocenf jejich vztahu ke klinic-

kému stadiu a 3. porovnat jejich hod-
noty v zavislosti na intenzivni 1é¢bé na
bazi fludarabinu.

Nemocni a metody

Do studie bylo zafazeno 73 nemocnych
s nelécenou chronickou lymfocytarn{
leukemifi diagnostikovanou podle kla-
sickych kriterif National Cancer Insti-
tute - Sponsored Working Group [21].
Jednalo se 0 43 muz( a 30 zen, me-
dian véku 65 let, rozmezi 31-88 let.
Nizké (Rai 0)/stredni (Rai | - Il)/vysoké
(Rai lll - IV) riziko dle modifikovaného
Raiova stagingu [22] bylo pFitomno
u 37/31/5 nemocnych. Kontrolnf sku-
pinu tvofilo 80 zdravych dobrovolnikd.
Jako antikoagulans byla pouzita kyse-
lina ethylendiamintetraoctova (EDTA).
Vsechny vzorky plazmy byly po centri-
fugaci zamrazeny pfi teploté -70 °C
az do méreni. bFGF i VEGF byly sta-
noveny pomoci komeréné dostupného
ELISA kitu (Human VEGF/bFGF Quan-
tikine ELISA kit, R & D Systems, MN,
USA). Méreni bylo provedeno podle

Tab. 1. Angiogenni aktivatory bFGF a VEGF jsou signifikantné zvySeny u CLL a vyznamné klesaji po léc¢bé zalozené

na fludarabinu.

Angiogenni faktory n
bFGF CLL 73
bFGF kontroly 80
bFGF muzi 43
bFGF Zeny 30
bFGF Rai nizké 37
bFGF Rai stfednfi 31
bFGF Rai vysoké 5
bFGF pied lécbou 12
bFGF po lécbé 12
VEGF CLL 73
VEGF kontroly 80
VEGF muzi 43
VEGF zeny 30
VEGF Rai nizké 37
VEGF Rai stredni 31
VEGF Rai vysoké 5
VEGF pred lécbou 12
VEGF po lécbé 12

median pramér s
140,5 182,6 162,2
8,6 11,1 11,3
137 177,3 161,6
1491 190,2 165,5
145,7 182,3 158,4

116,1 178,9 176
276,6 207,7 120,9
166,1 223,5 194,6
10,6 13,6 13,3
100,2 145,9 145,5
456 64,2 59,5
86,4 118,9 1081
104,9 184,6 181,8
100,2 1443 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

95% IS priméru P
144,8-220,5 <0,0001
8,6-13,6
127,6-227,1 0,89
128,4-252,0
129,5-235,1 0,782
114,4-243 5
57,5-257,9 0,664
99,9-347,2 0,0005
51-22,0
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

Hodnoty bFGF i VEGF jsou uvedeny v pg/ml. CLL — chronickd lymfocytdrni leukemie, s — standardni odchylka, IC — interval spolehlivosti.
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standardni metodiky doporucené vy-
robcem. Studie byla provedena dle
zésad Helsinské deklarace, schvélena
etickou komisi a nemocni podepsali
informovany souhlas. Statisticka ana-
lyza byla provedena pomoci softwaru
Analyse-it (Analyse-it Software Ltd,
Velka Britdnie). VSechna data byla tes-
tovana na normalitu Shapirovym-Wil-
kovym testem. Pokud bylo rozdéleni
dat normalni, byl k testovanf( rozdill
koncentraci vici kontrolni skupiné uzit
parametricky t-test. Pokud neméla
data normdlni rozdéleni, byl pouzit
neparametricky Manndv-Whitneytv
U test. K testovani zmény angiogen-
nich faktorl po é¢bé byl proveden
Wilcoxontv test. Korelace byla sta-
novena pomoci Spearmanova kore-
la¢niho koeficientu. VSechny vysledky
p hodnot jsou pro dvoustranné testy.
P hodnoty nizsi nez 0,05 byly povazo-
vany za statisticky signifikantnf.

Vysledky

Deskriptivni statistika i vysledky tes-
tovdni rozdilt v koncentracich bFGF
a VEGF mezi jednotlivymi skupinami
a kontrolami jsou uvedeny v tab. 1.
Koncentrace obou cytokin(i u nemoc-
nych s CLL byly signifikantné vy3si
oproti kontrolni skupiné (bFGF: pr-
mér + standardni odchylka 177,1
+167,3 pg/ml, 95% IC - interval spo-
lehlivosti - praiméru 140,9-213,5 pg/ml
vs 11,1 £ 11,3 pg/ml, 95% IC 8,6 aZ
13,6 pg/ml, p < 0,0001; VEGF: 144,2 +
+ 1416 pg/ml, 95 % IC 113,4 az
174,9 pg/ml vs 64,2 + 59,6 pg/ml,
95% 1S 51,0-77,5 pg/ml, p < 0,0001),
obr. 1. Pocet leukocytt v dobé odbéru
nekoreloval s koncentracemi angiogen-
nich faktord (bFGF: r=0,1; VEGF: r =
= 0,17), z ¢ehoZ vyplyvd, ze hodnoty
angiogennich cytokin(i nejsou prostym
ukazatelem nddorové masy (tab. 2).
Z hlediska prognostickych faktort ne-
byly nalezeny rozdily v koncentracich
bFGF ¢i VEGF u nemocnych s nizkym
vs stfednim vs vysokym rizikem dle
Raie (coz také hovofi proti linedrni
souvislosti intenzity angiogeneze a na-
dorové ndloze) ¢i u muzi vs u Zen
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nekoreluji s hodnotou leukocytd.

skupina

bFGF, leuko

VEGF, leuko

bFGF, leuko pted lé¢bou
bFGF, leuko po lé¢bé
VEGF, leuko pred lécbou
VEGF, leuko po lé¢bé

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

-0,24

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

Tab. 2. Koncentrace angiogennich faktor( ani jejich pokles po 1é¢bé

Leuko — leukocyty, r — Spearmantiv korelacni koeficient
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Graf 1. Statisticky vyznamné zvySeni 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 nelisi mezi muzi
a zenami. Koncentrace jsou uvedeny v pg/ml.

(obr. 2 a 3). U 12 nemocnych, ktef
podstoupili intenzivni 1é¢bu obsahu-
jici fludarabin (rezim FCR - fludara-
bin + cyklofosfamid + rituximab, n = 9;
protokol FC - fludarabin + cyklofos-
famid, n = 3) doslo po lé¢bé k signifi-

kantnimu poklesu koncentrace bFGF
(p = 0,0005) i VEGF (p = 0,0068),
aniz by pokles angiogennich cytokint
po lécbé koreloval s poc¢tem leukocytti
(obr. 4, tab. 2). Hodnoty bFGF
i VEGF u CLL pacientd po 1écbé byly

1173




Bazicky fibroblastovy ristovy faktor (bFGF) a cévni endotelovy ristovy faktor (VEGF)

700 -

600 i

5001

400 - i E

300] !

200 - E

100

0 ! ! +

bFGF bFGF bFGF
nizké stredni  vysoké

600 - o
500 - °
400 -
+*
H +
300 - !
200 !
100 g ==
0 : '
VEGF VEGF VEGF
nizké stredni  vysoké

Graf 3. Hodnoty bFGF (a) ani VEGF (b) nejsou zavislé na klinickém 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 |é¢bé zaloZzené na fludarabinu. Koncentrace jsou uvedeny v pg/ml.

jiz bez statisticky vyznamného rozdilu
viéi zdravym kontroldm (p = 0,524,
resp. 0,728).

Diskuse

V poslednich letech ptibyvd diikaz
o vyznamu angiogeneze u hematolo-
gickych malignit. ZvySené koncentrace
angiogennich aktivator( v periferni krvi
byly zjistény u prakticky viech malig-
nich krevnich onemocnéni [3-9]. Prvni
zminka o angiogennich ukazatelich
u chronické lymfocytarni leukemie
pochazi z roku 1995, kdy Duensing et
al prokazali zvyseni bFGF v séru u pi-
lotntho souboru 18 pacientd s CLL
[23]. V pozdéjsich letech bylo publi-
kovdano nékolik praci zkoumajicich
cirkulujici bFGF i VEGF [5,13,24-29],
nékteré viak vykazovaly metodické ne-
dostatky v podobé naprosté absence
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¢i nedostate¢ného rozsahu kontrolnf
skupiny [5,23,25,29], ev. zafazeni i ne-
mocnych, ktefi pfed hodnocenim an-
giogeneze jiz podstoupili cytoredukéni
lécbu [5,23,25,29]. V nadi préci jsou
proto zafazeni vyhradné nemocni
s nelécenou CLL a kontrolni skupina
80 zdravych dobrovolnikd (nejvétsi ze
vsech publikovanych praci na dané
téma) prakticky vylucuje chybu ma-
lych cisel. V nasi praci jsme v souladu
s literaturou zjistili statisticky vy-
znamné zvyseni klicovych aktivatord
angiogeneze bFGF a VEGF v perifern{
krvi ve srovndni's kontrolni skupinou.
Co se tyce prognostického vyznamu
ukazatelt angiogeneze, ve 3 studiich
byly nalezeny vy33i koncentrace bFGF
u pokrocilych vs &asnych stadii [13,
26,28]. Molica et al navic zjistili sou-
vislost mezi vy$8i koncentraci VEGF

a ¢asnéjsi progresi nemocnych z ¢as-
nych stadii [13]. Bairey et al publiko-
vali korelaci mezi sérovym bFGF a an-
tiapoptotickym proteinem bcl-2 [25].
V nasem souboru jsme neshledali sig-
nifikantnich rozdill v bFGF ¢ VEGF
mezi nemocnymi rlznych klinickych
stadii. Jednou z moznych pficin je od-
lisné spektrum pacient( (pouze 5 ne-
mocnych v pokrocilém stadiu) a také
pouziti odlisného materidlu pro hod-
noceni angiogennich faktorl (plaz-
ma vs sérum). Z technického hlediska
je zajimavé, Ze naprostd vétsina studif
hodnotila angiogenni aktivatory v krev-
nim séru periferni krve [14,24-27],
pouze ve 2 pracich byla pouzita krevni
plazma [5,29]. Otédzka, zda je vhod-
néjsi méfit ukazatele angiogeneze
v séru ¢i plazmé, je kontroverzni a do-
sud nedoresend, nicméné rada pracf
dokazuje, Ze zejména v p¥ipadé VEGF
je kvantifikace v séru zatizena chybou
zplisobenou uvolnénim tohoto fak-
toru z trombocyth p¥i tvorbé krevni
sraZeniny, z ¢ehoZ vyplyvaji vy3si hod-
noty v séru ve srovndni's plazmou a po-
zitivni korelace s poétem trombocytt
[30-33]. Z tohoto diivodu povazujeme
za presnéjsi stanoveni angiogennich
faktor(i v plazmé.

Nage pilotni data prokazala vy-
znamné snizeni bFGF i VEGF po che-
mo(imuno)terapii na bazi fludarabinu,
na zakladé cehoz vyslovujeme hypo-
tézu, Ze tato lé¢ba by mohla mit také
antiangiogennf tcinky. Tuto domnénku
nepfimo podporuji publikace doka-
zujici antiangiogennf efekt u nékterych
klasickych cytostatik [34,35]. V jediné
predchozi studii hodnotici vliv 1é¢by
na angiogenni faktory u CLL zjistila
Gora-Tybor et al signifikantni pokles
bFGF a TGF- (transformujiciho ris-
tového faktoru B) u 18 nemocnych é-
¢enych monoterapif kladribinem [17].
Dosud neexistuje prace hodnotici an-
giogenni faktory v zavislosti na kombi-
nované |é¢bé obsahujici fludarabin,
stejné tak nebyla dosud publikovana
studie hodnotici vyvoj koncentracf
VEGF po lé¢bé CLL. V tomto jsou nase
vysledky prioritni. Nedostatkem nasi
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studie je absence srovnani angiogen-
nich faktorl s modernimi prognos-
tickymi faktory (mutaénf stav IgVH,
genetické aberace vySetfované pomoci
FISH). Souvislost mutaéniho stavu
IgVH a angiogennich aktivator( jsme jiz
publikovali jako pilotn{ studii u 46 ne-
mocnych [36]. V nynéjsi rozsitené ko-
horté viak nebylo mozné z finan¢nich
ddvodu tato vySetfeni provést u sta-
rych ¢i polymorbidnich nemocnych
vzhledem k tomu, Ze velmi drahé sta-
noveni muta¢niho stavu IgVH ¢i ge-
netickych aberaci u nich neovlivni
volbu terapie.

Zavér

Zavérem shrnujeme, Ze v nasi studii
jsme prokazali signifikantni zvySeni za-
sadnich angiogennich cytokind bFGF
a VEGF u skupiny nemocnych s do-
sud neléc¢enou CLL. Nebyla prokdzana
souvislost koncentraci téchto faktor(
s klinickym stadiem dle Raie, ¢i po-
hlavim. Agresivni |é¢ba sloZzena z flu-
darabinu, cyklofosfamidu + rituximabu
vedla k vyznamnému snizen{ koncen-
traci téchto angiogennich aktivator(
na hodnoty srovnatelné s kontrolni
skupinou. Tyto vysledky by tedy mohly
ukazovat na antiangiogenni plsobenf
této terapie. Del$i doba sledovani je
nutnd k posouzeni eventudlnf spoji-
tosti mezi angiogennimi ukazateli pa-
rametry jako doba do progrese ¢i cel-
kové preZiti; rozsdhlejsi kohorta ne-
mocnych pak k potvrzenf pilotnich dat
tykajicich se poklesu angiogennich fak-
torl po lécbé. Dal3i vyzkum angioge-
neze u CLL je cenny nejen z prognos-
tického, ale také lé¢ebného hlediska,
nebot v soucasné dobé jsou jiz k dis-
pozici nadéjnd data z klinickych stu-
dif vyuzivajicich antiangiogenni léky,
jako je thalidomid ¢i lenalidomid
[37,38].

Tato prace byla podpotena grantem NR/
8373-3 IGAMZ CR.
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