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Původní práce

Bazický fibroblastový rùstový faktor (bFGF) a cévní
endotelový rùstový faktor (VEGF) jsou zvýšeny
v plazmì periferní krve nemocných s chronickou
lymfocytární leukemií a klesají po intenzivní léèbì
obsahující fludarabin
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Souhrn: Chronická lymfocytární leukemie (CLL) je charakteristická výraznou různorodostí prognózy s celkovým přežitím v řádu
několika měsíců až desítek let. V současné době není možné přesně určit budoucí klinický průběh u jednotlivého pacienta. Angio-
geneze se ukazuje v posledních letech jako potenciální prognostický faktor u řady hematologických malignit včetně CLL. Cílem naší
studie bylo změřit klíčové angiogenní faktory bFGF a VEGF (basic fibroblast growth factor, vascular endothelial growth factor)
metodou ELISA v plazmě periferní krve u 73 nemocných s neléčenou chronickou lymfocytární leukemií (43 mužů, 30 žen, medián
věku 65 let, rozmezí 31–88 let) a 80 zdravých dobrovolníků. Zjistili jsme signifikantně zvýšenou koncentraci u nemocných s CLL
v porovnání s kontrolní skupinou (p < 0,0001 pro oba cytokiny). Nebyly nalezeny významné rozdíly v angiogenních faktorech me-
zi podskupinami s nízkým vs středním vs vysokým rizikem dle Raie či závislost angiogenních faktorů na pohlaví. U skupiny 12 pa-
cientů došlo po intenzivní léčbě založené na fludarabinu k významnému poklesu u obou těchto faktorů (bFGF: p = 0,0005; VEGF:
p = 0,0068), které již nebyly signifikantně odlišné od kontrolní skupiny (bFGF: p = 0,524; VEGF: p = 0,728). Naše data prokáza-
la zvýšení zásadních angiogenních aktivátorů bFGF a VEGF u chronické lymfocytární leukemie. Intenzivní léčba kombinující fluda-
rabin a cyklofosfamid + rituximab by mohla mít také antiangiogenní účinky. Další studie s delší dobou sledování jsou nutné k vy-
hodnocení vlivu angiogenních ukazatelů na dobu do progrese či celkové přežití.
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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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Úvod
Angiogeneze, tedy novotvorba cév
z již existující vaskulatury, je zásadním
procesem při rozvoji malignit [1–4].
Zatímco význam angiogeneze u solid-
ních nádorů je znám již od počátku
70. let 20. století [1], teprve v 90. le-
tech 20. století dochází k výzkumu
neovaskularizace u maligních onemoc-
nění krvetvorby. Zvýšená angiogeneze
byla zjištěna u akutních a chronic-
kých leukemií, maligních lymfomů,
mnohočetného myelomu, myeloproli-
ferací i myelodysplazií [3–9]. Některé
studie u maligních onemocnění krve-
tvorby prokázaly souvislost mezi zvý-
šenou angiogenezí a nepříznivým kli-
nickým průběhem [7–9]. Chronická
lymfocytární leukemie (CLL) je nejčas-
tějším leukemickým onemocněním
dospělých v západní populace. Toto
lymfoproliferativní onemocnění je ty-
pické neobyčejnou různorodostí pro-
gnózy (s celkovým přežitím od několika
měsíců až po desítky let), která neumož-
ňuje dopředu odhadnout klinický prů-

běh u individuálního pacienta [10].
S cílem zpřesnění prognózy CLL jsou
hledány nové prognostické parametry,
jako v posledních letech např. gene-
tické aberace detekované fluorescenční
in situ hybridizací (FISH) či mutační
stav genů kódujících variabilní část
těžkého řetězce imunoglobulinu (IgVH)
[11]. V posledních letech bylo publi-
kováno, že lymfocyty CLL mají schop-
nost tvořit angiogenní aktivátory
i inhibitory [12] a že ukazatele angio-
geneze by mohly mít u CLL prognos-
tický význam [13–16]. Pouze jediná
studie zkoumala vývoj koncentrací an-
giogenních cytokinů při léčbě CLL [17].
Za nejdůležitější aktivátory angioge-
neze jsou pokládány cévní endotelový
růstový faktor (vascular endothelial
growth factor – VEGF) a bazický fib-
roblastový růstový faktor (basic fib-
roblast growth factor – bFGF) [3–4,
18–20]. Cílem naší práce bylo 1. sta-
novení těchto angiogenních faktorů
v periferní krvi u nemocných s CLL,
2. zhodnocení jejich vztahu ke klinic-

kému stadiu a 3. porovnat jejich hod-
noty v závislosti na intenzivní léčbě na
bázi fludarabinu.

Nemocní a metody
Do studie bylo zařazeno 73 nemocných
s neléčenou chronickou lymfocytární
leukemií diagnostikovanou podle kla-
sických kriterií National Cancer Insti-
tute – Sponsored Working Group [21].
Jednalo se o 43 mužů a 30 žen, me-
dián věku 65 let, rozmezí 31–88 let.
Nízké (Rai 0)/střední (Rai I – II)/vysoké
(Rai III – IV) riziko dle modifikovaného
Raiova stagingu [22] bylo přítomno
u 37/31/5 nemocných. Kontrolní sku-
pinu tvořilo 80 zdravých dobrovolníků.
Jako antikoagulans byla použita kyse-
lina ethylendiamintetraoctová (EDTA).
Všechny vzorky plazmy byly po centri-
fugaci zamraženy při teplotě –70 °C
až do měření. bFGF i VEGF byly sta-
noveny pomocí komerčně dostupného
ELISA kitu (Human VEGF/bFGF Quan-
tikine ELISA kit, R & D Systems, MN,
USA). Měření bylo provedeno podle
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Tab. 1. Angiogenní aktivátory bFGF a VEGF jsou signifikantně zvýšeny u CLL a významně klesají po léčbě založené
na fludarabinu. 

Angiogenní faktory n medián průměr s 95% IS průměru p

bFGF CLL 73 140,5 182,6 162,2 144,8–220,5 < 0,0001
bFGF kontroly 80 8,6 11,1 11,3 8,6–13,6
bFGF muži 43 137 177,3 161,6 127,6–227,1 0,89
bFGF ženy 30 149,1 190,2 165,5 128,4–252,0
bFGF Rai nízké 37 145,7 182,3 158,4 129,5–235,1 0,782
bFGF Rai střední 31 116,1 178,9 176 114,4–243,5
bFGF Rai vysoké 5 276,6 207,7 120,9 57,5–257,9 0,664
bFGF před léčbou 12 166,1 223,5 194,6 99,9–347,2 0,0005
bFGF po léčbě 12 10,6 13,6 13,3 5,1–22,0

VEGF CLL 73 100,2 145,9 145,5 111,9–179,8 < 0,0001
VEGF kontroly 80 45,6 64,2 59,5 51,0–77,5
VEGF muži 43 86,4 118,9 108,1 16,5–152,1 0,064
VEGF ženy 30 104,9 184,6 181,8 33,2–252,5
VEGF Rai nízké 37 100,2 144,3 161,8 26,6–198,2 0,365
VEGF Rai střední 31 104,8 157,8 136,4 24,5–207,8
VEGF Rai vysoké 5 83,4 84,2 17,3 7,7–105,7 0,293
VEGF před léčbou 12 95,5 156,2 164,2 51,9–260,6 0,0068
VEGF po léčbě 12 40,2 54,5 60,1 16,4–92,7

Hodnoty bFGF i VEGF jsou uvedeny v pg/ml. CLL – chronická lymfocytární leukemie, s – standardní odchylka, IC – interval spolehlivosti.



(obr. 2 a 3). U 12 nemocných, kteří
podstoupili intenzivní léčbu obsahu-
jící fludarabin (režim FCR – fludara-
bin + cyklofosfamid + rituximab, n = 9;
protokol FC – fludarabin + cyklofos-
famid, n = 3) došlo po léčbě k signifi-

kantnímu poklesu koncentrace bFGF
(p = 0,0005) i VEGF (p = 0,0068),
aniž by pokles angiogenních cytokinů
po léčbě koreloval s počtem leukocytů
(obr. 4, tab. 2). Hodnoty bFGF
i VEGF u CLL pacientů po léčbě byly

standardní metodiky doporučené vý-
robcem. Studie byla provedena dle
zásad Helsinské deklarace, schválena
etickou komisí a nemocní podepsali
informovaný souhlas. Statistická ana-
lýza byla provedena pomocí softwaru
Analyse-it (Analyse-it Software Ltd,
Velká Británie). Všechna data byla tes-
tována na normalitu Shapirovým-Wil-
kovým testem. Pokud bylo rozdělení
dat normální, byl k testování rozdílů
koncentrací vůči kontrolní skupině užit
parametrický t-test. Pokud neměla
data normální rozdělení, byl použit
neparametrický Mannův-Whitneyův
U test. K testování změny angiogen-
ních faktorů po léčbě byl proveden
Wilcoxonův test. Korelace byla sta-
novena pomocí Spearmanova kore-
lačního koeficientu. Všechny výsledky
p hodnot jsou pro dvoustranné testy.
P hodnoty nižší než 0,05 byly považo-
vány za statisticky signifikantní.

Výsledky
Deskriptivní statistika i výsledky tes-
tování rozdílů v koncentracích bFGF
a VEGF mezi jednotlivými skupinami
a kontrolami jsou uvedeny v tab. 1.
Koncentrace obou cytokinů u nemoc-
ných s CLL byly signifikantně vyšší
oproti kontrolní skupině (bFGF: prů-
měr ± standardní odchylka 177,1 ±
± 167,3 pg/ml, 95% IC – interval spo-
lehlivosti – průměru 140,9–213,5 pg/ml
vs 11,1 ± 11,3 pg/ml, 95% IC 8,6 až
13,6 pg/ml, p < 0,0001; VEGF: 144,2 ±
± 141,6 pg/ml, 95 % IC 113,4 až
174,9 pg/ml vs 64,2 ± 59,6 pg/ml,
95% IS 51,0–77,5 pg/ml, p < 0,0001),
obr. 1. Počet leukocytů v době odběru
nekoreloval s koncentracemi angiogen-
ních faktorů (bFGF: r = 0,1; VEGF: r =
= 0,17), z čehož vyplývá, že hodnoty
angiogenních cytokinů nejsou prostým
ukazatelem nádorové masy (tab. 2).
Z hlediska prognostických faktorů ne-
byly nalezeny rozdíly v koncentracích
bFGF či VEGF u nemocných s nízkým
vs středním vs vysokým rizikem dle
Raie (což také hovoří proti lineární
souvislosti intenzity angiogeneze a ná-
dorové nálože) či u mužů vs u žen
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Tab. 2. Koncentrace angiogenních faktorů ani jejich pokles po léčbě
nekorelují s hodnotou leukocytů. 

skupina r p
bFGF, leuko 0,1 0,449
VEGF, leuko 0,17 0,201
bFGF, leuko před léčbou 0,48 0,114
bFGF, leuko po léčbě 0,27 0,403
VEGF, leuko před léčbou 0,5 0,097
VEGF, leuko po léčbě –0,24 0,455

Leuko – leukocyty, r – Spearmanův korelační koeficient

Graf 1. Statisticky významné zvýšení bFGF (a) i VEGF (b) u skupiny nemoc-
ných s CLL vs kontrol. Koncentrace jsou uvedeny v pg/ml.
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Graf 2. Plazmatické koncentrace bFGF (a) a VEGF (b) se neliší mezi muži
a ženami. Koncentrace jsou uvedeny v pg/ml.
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již bez statisticky významného rozdílu
vůči zdravým kontrolám (p = 0,524,
resp. 0,728).

Diskuse
V posledních letech přibývá důkazů
o významu angiogeneze u hematolo-
gických malignit. Zvýšené koncentrace
angiogenních aktivátorů v periferní krvi
byly zjištěny u prakticky všech malig-
ních krevních onemocnění [3–9]. První
zmínka o angiogenních ukazatelích
u chronické lymfocytární leukemie
pochází z roku 1995, kdy Duensing et
al prokázali zvýšení bFGF v séru u pi-
lotního souboru 18 pacientů s CLL
[23]. V pozdějších letech bylo publi-
kováno několik prací zkoumajících
cirkulující bFGF i VEGF [5,13,24–29],
některé však vykazovaly metodické ne-
dostatky v podobě naprosté absence

či nedostatečného rozsahu kontrolní
skupiny [5,23,25,29], ev. zařazení i ne-
mocných, kteří před hodnocením an-
giogeneze již podstoupili cytoredukční
léčbu [5,23,25,29]. V naší práci jsou
proto zařazeni výhradně nemocní
s neléčenou CLL a kontrolní skupina
80 zdravých dobrovolníků (největší ze
všech publikovaných prací na dané
téma) prakticky vylučuje chybu ma-
lých čísel. V naší práci jsme v souladu
s literaturou zjistili statisticky vý-
znamné zvýšení klíčových aktivátorů
angiogeneze bFGF a VEGF v periferní
krvi ve srovnání s kontrolní skupinou.
Co se týče prognostického významu
ukazatelů angiogeneze, ve 3 studiích
byly nalezeny vyšší koncentrace bFGF
u pokročilých vs časných stadií [13,
26,28]. Molica et al navíc zjistili sou-
vislost mezi vyšší koncentrací VEGF

a časnější progresí nemocných z čas-
ných stadií [13]. Bairey et al publiko-
vali korelaci mezi sérovým bFGF a an-
tiapoptotickým proteinem bcl-2 [25].
V našem souboru jsme neshledali sig-
nifikantních rozdílů v bFGF či VEGF
mezi nemocnými různých klinických
stadií. Jednou z možných příčin je od-
lišné spektrum pacientů (pouze 5 ne-
mocných v pokročilém stadiu) a také
použití odlišného materiálu pro hod-
nocení angiogenních faktorů (plaz-
ma vs sérum). Z technického hlediska
je zajímavé, že naprostá většina studií
hodnotila angiogenní aktivátory v krev-
ním séru periferní krve [14,24–27],
pouze ve 2 pracích byla použita krevní
plazma [5,29]. Otázka, zda je vhod-
nější měřit ukazatele angiogeneze
v séru či plazmě, je kontroverzní a do-
sud nedořešená, nicméně řada prací
dokazuje, že zejména v případě VEGF
je kvantifikace v séru zatížena chybou
způsobenou uvolněním tohoto fak-
toru z trombocytů při tvorbě krevní
sraženiny, z čehož vyplývají vyšší hod-
noty v séru ve srovnání s plazmou a po-
zitivní korelace s počtem trombocytů
[30–33]. Z tohoto důvodu považujeme
za přesnější stanovení angiogenních
faktorů v plazmě.

Naše pilotní data prokázala vý-
znamné snížení bFGF i VEGF po che-
mo(imuno)terapii na bázi fludarabinu,
na základě čehož vyslovujeme hypo-
tézu, že tato léčba by mohla mít také
antiangiogenní účinky. Tuto domněnku
nepřímo podporují publikace doka-
zující antiangiogenní efekt u některých
klasických cytostatik [34,35]. V jediné
předchozí studii hodnotící vliv léčby
na angiogenní faktory u CLL zjistila
Gora-Tybor et al signifikantní pokles
bFGF a TGF-β (transformujícího růs-
tového faktoru β) u 18 nemocných lé-
čených monoterapií kladribinem [17].
Dosud neexistuje práce hodnotící an-
giogenní faktory v závislosti na kombi-
nované léčbě obsahující fludarabin,
stejně tak nebyla dosud publikována
studie hodnotící vývoj koncentrací
VEGF po léčbě CLL. V tomto jsou naše
výsledky prioritní. Nedostatkem naší
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Graf 4. Statisticky významný pokles koncentrací bFGF (a) i VEGF (b) po in-
tenzivní léčbě založené na fludarabinu. Koncentrace jsou uvedeny v pg/ml.
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Graf 3. Hodnoty bFGF (a) ani VEGF (b) nejsou závislé na klinickém stadiu
dle Raie. Koncentrace jsou uvedeny v pg/ml.
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studie je absence srovnání angiogen-
ních faktorů s moderními prognos-
tickými faktory (mutační stav IgVH,
genetické aberace vyšetřované pomocí
FISH). Souvislost mutačního stavu
IgVH a angiogenních aktivátorů jsme již
publikovali jako pilotní studii u 46 ne-
mocných [36]. V nynější rozšířené ko-
hortě však nebylo možné z finančních
důvodů tato vyšetření provést u sta-
rých či polymorbidních nemocných
vzhledem k tomu, že velmi drahé sta-
novení mutačního stavu IgVH či ge-
netických aberací u nich neovlivní
volbu terapie.

Závěr
Závěrem shrnujeme, že v naší studii
jsme prokázali signifikantní zvýšení zá-
sadních angiogenních cytokinů bFGF
a VEGF u skupiny nemocných s do-
sud neléčenou CLL. Nebyla prokázána
souvislost koncentrací těchto faktorů
s klinickým stadiem dle Raie, či po-
hlavím. Agresivní léčba složená z flu-
darabinu, cyklofosfamidu + rituximabu
vedla k významnému snížení koncen-
trací těchto angiogenních aktivátorů
na hodnoty srovnatelné s kontrolní
skupinou. Tyto výsledky by tedy mohly
ukazovat na antiangiogenní působení
této terapie. Delší doba sledování je
nutná k posouzení eventuální spoji-
tosti mezi angiogenními ukazateli pa-
rametry jako doba do progrese či cel-
kové přežití; rozsáhlejší kohorta ne-
mocných pak k potvrzení pilotních dat
týkajících se poklesu angiogenních fak-
torů po léčbě. Další výzkum angioge-
neze u CLL je cenný nejen z prognos-
tického, ale také léčebného hlediska,
neboť v současné době jsou již k dis-
pozici nadějná data z klinických stu-
dií využívajících antiangiogenní léky,
jako je thalidomid či lenalidomid
[37,38].

Tato práce byla podpořena grantem NR/
8373-3 IGA MZ ČR.
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