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Souhrn

Angiogeneze je proces formovani novych cév ze stavajicich. Je zahrnuta v mnoha fyziologickych
procesech, zaroven se vsak podili na postupu nadorového rustu. Jakkoliv mnoho je znamo
o angiogenezi u solidnich nadord, kde hraje roli v nadorové invazi a jejich metastatickém
potencialu, u nadora krvetvorné tkané zacala byt zkoumana teprve v poslednich letech. Vysledky
studii o angiogenezi u hematologickych malignit jsou dosud nesourodé.

Nadorova angiogeneze muzZe byt studovana na ruznych urovnich; histologicky je studovana
v nadorovych tkanich (lymfatické uzliny, kostni dienn) a kvantifikovana jako mikrovaskularni
denzita (MVD).

Cilem nasi studie bylo zavést metodu kvantifikace MVD v kostni dfeni pomoci
imunohistochemického prikazu endotelialnich markeru (fVIII) a dale zhodnotit MVD ve vzorcich
kostni difené pacientu s chronickou lymfocytarni leukémii (CLL) a vysledky porovnat s kontrolni
skupinou pacienta (CON).

CLL je typickou malignitou hematopoetické tkané, ale prubéh a prognéza se u jednotlivych
pacientu zretelné lisi. Z tohoto divodu je snaha o nalezeni prognostickych markeru. Angiogeneze
je jednim z moZnych znaku, které by mohly dodat vice informaci o prabéhu tohoto onemocnéni. Ale
dosud bylo u CLL publikovano jen malo studii o angiogenezi méfrené jako MVD a vysledky
jednotlivych studii se lisi.

V nasi studii byl zjistén zvySeny pocet a plocha kapilar (oproti kontrolni skupiné), ale nikoliv poéet
¢i plocha sinusi. MiZeme tedy shrnout, Ze jsme nalezli znamky abnormalni angiogeneze v kostni
dfeni u pacientu s CLL, ale bude zapotiebi dlouhodobéjsich studii, aby se prokazal prognosticky
vyznam téchto nalezu.

Klicova slova: angiogeneze - kostni dienn - chronicka lymfocytarni leukémie - CLL -
mikrovaskularni denzita - MVD

Summary
Angiogenesis in the Bone Marrow of Patients with Chronic Lymphocytic
Leukaemia

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. 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 detection of endothelial markers (fVIII) and then evaluate MVD in
bone marrow samples in a group of patients with chronic lymphocytic leukaemia (CLL) and
compare the results with a control group of patients (CON).

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 urgent need for novel prognostic
markers in order to assess individual patient prognosis and tailor treatment. Angiogenesis is one of
the possible markers which may add more informations about the course of this disease. So far only
few studies have been published about angiogenesis measured as MVD in CLL patients and the
results are inconsistent. In our study, both the number and the 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
larger study with longer follow-up is needed to give more specific information about prognostic
value of these findings.

Key words: angiogenesis — bone marrow - chronic lymphocytic leukaemia - CLL - microvessel
density - MVD
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Angiogeneze je proces tvorby novych cév z cév
stavajicich. Podili se na mnoha fyziologickych
procesech, jako je hojeni a embryogeneze, zaroven
je v8ak zapojena do rozvoje nadorového bujeni.

Ackoliv je jiz hodné znamo o angiogenezi
u solidnich tumord, kde nadorova angiogeneze
prispiva k invazivité nadoru a k jeho metastatic-
kému potencialu (byly jiz zjisStény markery pie-
svédcivé se podilejici na nadorové angiogenezi
a majici prognosticky vyznam), angiogeneze
u hematologickych malignit se dostala do stiedu
zajmu teprve v nedavné dobé. Ale prestoze se
ukazuje, Ze u hematologickych nadort jsou patr-
ny znamky abnormaéalni angiogeneze, vysledky
prislusnych studii nejsou dosud zcela jednotné
a v nékterych piipadech jsou spiSe rozporuplné
(6).

Nadorova angiogeneze muze byt studovana
na ruznych urovnich: na klinické drovni je nej-
znaméjsi sledovani hladin angiogennich faktoru
v krvi, nejéastéji hladiny vaskularniho endoteli-
alniho rustového faktoru (vascular endothelial
growth factor, VEGF) a bazického fibroblastické-
ho rastového faktoru (basic fibroblastic growth
factor, bFGF), novéji napi. i solubilni frakce
CD105 endoglinu (sCD105) (1, 4, 7, 10). Na histo-
logické urovni je angiogeneze studovana v infilt-
rovanych tkanich; v nasi studii ve vzorcich kostni
dfené. Stupen angiogennich zmén na histologické
arovni muze byt kvantifikovan mérenim mikro-
vaskularni denzity (MVD). K tomuto méfeni je
pouzivan imunohistochemicky prikaz raznych
endotelialnich markeru (5, 9, 12).

V angiogenezi je zapojeno mnoho cest, ale vét-
Sina dosavadnich studii se vénovala oddélené
vzdy jen jedné z nich — bud sledovala jen klinické
¢i naopak jen histologické znamky zvySené angi-
ogeneze. Jen malo studii korelovalo histologické
znaky s klinickymi. Malo studii se také zabyvalo
porovnanim znimek angiogeneze s dal§imi para-
metry onemocnéni. A pokud ano, byl v téchto stu-
diich vétsinou sledovan pouze jeden vybrany fak-
tor, ktery byl dale porovnavan s ostatnimi (5, 11,
12).

Pokud jde o diagnostické jednotky, v hemato-
logické oblasti se dosud nejvice praci o angioge-
nezi tykalo mnohocetného myelomu (multiple
myeloma, MM). Tato jednotka vykazuje nékteré
vlastnosti solidnich tumort, a proto se pii jejim
studiu dalo dobie vyuzit poznatka ziskanych
predchozim studiem solidnich nehematologic-
kych malignit. Tim v8ak zaroven tato afekce
z hematologické problematiky ponékud vybocuje
a poznatky ziskané studiem tohoto nadoru nelze
pak zcela jednoznaéné prenést na jiné, ,klasické“
hematologické jednotky.

Naproti tomu CLL patii k typickym hemato-
logickym onemocnénim; jeji diagnostika se vSak
v minulosti opirala témé¥ vyhradné o klinické
nalezy. Trepanobiopticky odbér kostni diené se

stal standardni soucasti vySetfovaciho protokolu
teprve v pomérné nedavné dobé&, a proto histolo-
gické nalezy z kostni diené nejsou dosud duklad-
né prostudovany. Ukazuje se vSak, Ze i tyto nalezy
mohou mit diagnosticky a prognosticky vyznam.

Ve spolupraci s Oddélenim klinické hematolo-
gie (OKH, II. interni klinika LF UK a FN v Hrad-
ci Kralové) bylo u pacienta s CLL, kte¥i spliiova-
li dale uvedena kritéria a u kontrolni skupiny
(pacienti vySetfovani pro jind onemocnéni,
s negativnim nélezem v kostni dieni), sledovano
nékolik parametrt charakterizujicich stav one-
mocnéni. Daraz byl kladen na hodnoceni intenzi-
ty angiogeneze, a to jak na urovni klinické, tak
i histologické. Na trovni klinické byly u pacienti
s CLL méfeny hladiny angiogennich faktoru
v krvi. Na histologické trovni bylo cilem studie
studovat znamky angiogeneze u pacientt s CLL
v kostni dieni, kvantifikovat ji pomoci méieni
MVD a tyto nélezy porovnat s nékterymi dal§imi
parametry.

Nalezy byly korelovany v ramci skupiny
s dal§imi parametry popisujicimi stav onemocné-
ni a zaroven porovnavany s kontrolni skupinou.
Bylo tak mozné korelovat nejen histologické
a klinické zndmky angiogeneze, ale i porovnat
tyto znamky s dalsimi histologickymi a klinicky-
mi parametry, které maji nebo by mohly mit
vztah ke stavu a vyvoji onemocnéni.

Chronicka lymfocytarni leukémie

CLL je nejbéingjsi leukémie dospélych (11).
Prestoze klinicky prabéh muze byt indolentni, je
onemocnéni béznou terapii nevylééitelné a prua-
mérné preziti pacientt je 7 let. Pribéh onemoc-
néni je u CLL typicky extrémni rtznorodosti.
U casti pacientu je prubéh pomaly, pouze
s pozvolnym nartstanim nadorové populace,
nikdy nepotiebuji 1écbu a jejich preziti je totozné
s vrstevniky nepostiZzenymi CLL. U jinych v8§ak
dochazi k pomérné ¢asné infiltraci mnoha orga-
nu, s naruSenim jejich funkce a paraneoplastic-
kymi projevy zpusobovanymi cytokiny vyplavo-
vanymi nadorovymi bunkami. V takovych
piipadech se preziti mtze pohybovat v fadu pou-
ze nékolika mésict. U vSech pacientt s CLL hro-
zi také velkobunéény zvrat nadorového onemoc-
néni, tzv. Richtertuv syndrom, ktery je popisovan
ve 3,5 % pripadu. Proto byla a je snaha o naleze-
ni markeru, které by dovedly odligit pacienty
s dlouhodobym stacionarnim priubéhem od paci-
entid, kde bude mozné oéekavat rychle nastupuji-
ci progresi a agresivni priubéh onemocnéni. V p¥i-
padé objeveni se takovychto varovnych znaku
pak pouZzit zptusob 1é¢by, ktery by byl zaméien na
potladeni progrese nebo by ji v ide4alnim piipadé
piredchazel.
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Na zakladé rady studii byl nalezeno nékolik
markert, véetné chromozomaélnich odchylek,
mutaéniho stavu genu pro variabilni oblasti téz-
kych fetézct imunoglobulinu (immunoglobulin
variable heavy, IgVH), zdvojovaciho éasu lymfo-
cytt (lymphocyte doubling time, LDT) a dalsich,
které maji vztah k vyvoji onemocnéni a prognéze
pacienta; nékteré z nich jsou jiZ uznané, ovérené,
jiné teprve ve fazi vyzkumu a provéfovani. Zadny
z faktort vSak dosud neni povaZovan za defini-
tivni a absolutni (10).

O stupni angiogeneze je spekulovano jako
o dal$im moZném prognostickém markeru CLL.
V nasi studii jsme proto sledovali nékolik marke-
ru, které by mohly odpovidat angiogenezi:

a) mikrovaskularni denzita v kostni dfeni,

b) pocet mastocytt v kostni dieni,

¢) plazmatické hladiny angiogennich faktoru.

Znamky abnormalni angiogeneze v kostni
dfeni a v lymfatickych uzlinach u B-CLL jsou
zfejmé (4). Dosud vSak bylo publikovano jen
malo studii o tomto tématu a jejich vysledky
jsou znaéné rozporuplné. Piesto se ma za to, Ze
angiogeneze je soucasti patogeneze CLL a jeji
klinicko-prognosticky vyznam byl jiz demon-
strovdn u pacienttt v ¢asné fazi onemocnéni
(10). U pacientt s B-CLL byly prokazany i zvy-
Sené hladiny VEGF a bFGF (3, 8) a také zvyse-
na MVD v kostni dieni (2, 3, 10). P¥i porovna-
vani MVD s dalS§imi parametry onemocnéni
bylo zjisténo, Zze genomické aberace jsou neza-
vislymi prediktory progrese nemoci B-CLL,
dosud vSak nebyla nalezena korelace mezi
témito aberacemi a MVD ani mezi MVD a vyssi
hladinou sérového VEGF (8).

Material a metodika

Soubor tvorili pacienti, kterym bylo v obdobi
let 1999-2005 provedeno bioptické vySetteni
kostni diené a sou¢asné spliovali nasledujici kri-
téria:

a) byli nebo jsou v dispenzarizaci Oddéleni
klinické hematologie (OKH) II. interni kliniky
FN a LF UK v Hradci Kralové a bylo u nich moz-
né dohledat sledované klinické ddaje (vék, klinic-
ké stadium onemocnéni a dobu sledovani),

b) nalez v kostni dieni spliioval pozadovana
diagnosticka kritéria (infiltrace pti CLL), materi-
al byl vhodné fixovan (Léwyho roztok) a jeho
mnozstvi bylo dostateéné pro dalsi vySetifovani,

¢) v dobé odbéru vzorku byl pacient bez 1écby,

d) byla provedena dalsi klinicka vySetieni
(stanoveni plazmatické hladiny bFGF, VEGEF,
sCD105, mutaéni stav IgVH, LDT).

Tato kritéria byla splnéna u 22 ptipada CLL.

Jako kontrolni skupina (CON) slouzily vzorky
kostni dfené od pacienttr vySetfovanych v ramci

stagingu Hodgkinovy nemoci, non-Hodgkinovych
lymfomt a solidnich tumort a vzorky pacienta
vySetiovanych s podezienim na bliZe neurcenou
hematologickou malignitu, s normalnim histolo-
gickym nalezem nebo jen s reaktivnimi zménami
krvetvorné tkané.

Skupinu CON tvorilo 11 vzorka od pacientt
s rovnomérnym zastoupenim pohlavi a vékoveé
srovnatelnych s vlastnim souborem.

Ke studiu angiogeneze byly pouZity trepano-
biopticky odebrané vzorky kostni dfené z lopaty
kosti kycelni. Material kazdého vzorku byl zpra-
covan v celém rozsahu a po zaliti do parafinu byly
z kazdého vzorku krajeny fezy o tloustce 3 um.
Vzdy byla nejprve zhotovena sada sériovych pre-
parati zahrnujici barveni: hematoxylin-eozin,
May-Grinwald-Giemsa (MGG), PAS, prukaz
chloracetatesterazy, Perlsovo barveni na prukaz
trojmocného Zeleza a impregnace retikulinovych
vlaken dle Gémoriho. Dale dle potieby imunohis-
tochemické vysetieni ke stanoveni zakladni diag-
nozy a vidy imunohistochemicky prukaz fVIII
(von Willebrandova faktoru).

K imunohistochemickému vySetieni byla pro
zhodnoceni angiogeneze v kostni dfeni pouzita
monoklonalni mys$i protilatka proti lidskému
fVIII, klon F8/86 (Dako, Dansko), fedéni 1:2000.
Bylo provedeno tepelné demaskovani antigent
s pouzitim Target Retrieval Solution (TRS) S1700
(Dako). Pti prukazu byla pouZita nepiima imuno-
histochemicka metoda s pouZitim vizualizaéniho
systému EnVision Dual Link System (Dako) zna-
¢eného peroxidazou. Jako chromogen byl pouZit
diaminobenzidin (DAB). Jako pozitivni byly hod-
noceny vSechny hnédé zbarvené bunky bez mor-
fologie megakaryocyti, bez ohledu na to, zda bylo
¢i nebylo pfitomno lumen.

Od Kklinickych 1ékait byly ziskany vysledky
dalsich vySetieni, ktera byla provadéna na speci-
alizovanych pracovistich podle standardt danych
metod. Takto byly ziskany tudaje o hladinach
angiogennich faktora VEGF a bFGF, muta¢nim
stavu IgVH, chromosomalnich odchylkach a LDT.

Histologické parametry vySetiované ve vzor-
cich kostni diené:

a) Typ infiltrace kostni diené (obr. 1)

1 = intersticialni: nadorové buiiky jednotlivé
¢i v malych skupinkach (do 10 bunék), celkové
pievazuje nepostizena krvetvorna tkan,

2 = fokalni (nodularni nebo patchy): jasné
patrné ostruvky nadorovych bunék (Fadové desit-
ky bunék), nadorova a krvetvorna tkan zhruba ve
stejném zastoupeni,

3 = difuzni: splyvajici nadorové infiltraty, zie-
telné prevazuje nadorova tkan nad krvetvornou.

b) Pocet mastocytt (obr. 2).

P#i celkovém zvétSeni 400krat (= 1 zorné pole
pii velkém zvétSeni, high power field, HPF) bylo

52

Cesko-slovenska patologie



; L
e d T

Obr. 2. CLL, mastocyty (Sipka) v okoli nadorového
infiltratu. MGG, 200krat.

Obr. 3. CLL, MVD ,hot-spot*“ (cévy oznaceny Sipkou).
fVIII, 100krat.

Obr. 1: CLL, typy infiltrace (a)intersticialni, (b) fokalni,
(¢) difuzni. MGG, 40krat.

hodnoceno tolik zornych poli, aby byla zaujata
cela plocha vzorku. Ve vysledku udavan maxi-
malni pocet mastocyti na jedno velké zorné pole.

¢) Imunohistochemické vySetfteni MVD (obr.
3,4,5)

Preparaty s imunohistochemickym prikazem v kostni dfeni hodnocena jako mikrovaskularni
fVIII byly hodnoceny poéitaéovou analyzou obra-  denzita. Preparaty s imunohistochemickym pru-
zu za pouziti software LUCIA M/Comet 3.52 od  kazem fVIII byly nejprve celkové zhodnoceny pii
firmy Laboratory Imaging (Praha, Ceska republi-  pfehledném zvétSeni 100krat nebo 200krat
ka). a pokud mozno, byly vybrany t¥i oblasti s nejvys-

Pri histologickém vySetieni byla angiogeneze  $im poctem patrnych cév, tzv. ,hot spots®“. V pii-
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Obr. 5. CLL, MVD, vicecetné cévy. fVIII, 400krat.

padé mensiho mnoZstvi materialu bylo dalsi
vySetieni provedeno na dosazitelném materialu
kontinualné, bez vybéru.

Dale byl pii zvétSeni 400krat (méiena plocha
v jednom zorném poli 0,069 mm?) manualné
oznacen obvod zastiZenych cév a vyznacena jejich
plocha. Byl zaznamenan:

— pocet cév,

— jejich plocha vyjadiena v mm?2,

— plocha vyjadfena v procentualnim zastou-
peni z celkové métrené plochy.

Byly hodnoceny vzdy jen cévy, jejichz sténa byla
tvofena pouze jednou vrstvou endotelii a neobsa-
hovaly ve sténé hladkou svalovinu. Oddélené byly
hodnoceny cévy s primérem mensim nez 10 um
a vétsim nez 10 um. Takto bylo hodnoceno v kaz-
dém vzorku 9 zornych poli (3 v kazdém hot spot).

Tab. 1.: Popis sledovanych proménnych

Jsou uvadény median a minimalni a maximalni hod-

nota sledovanych proménnych

CLL CON
m:z 16 : 6 6:5
Vek 57 (44-74) 56 (27-77)
K mm 22,4 9,6
(1,6-102,6) (0-12,8)
K 1,56 0,7
(0,1-3,9) (0-0,9)
Plocha K 255,4 1527
(47,1-638,6) (0-300,0)
% K 0,4 0,2
(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 5 1
(0-20) (0-4)
VEGF 94,5 X
(5,5-589,4)
b FGF 121,2 X
(7,5-222,9)

K mm — primérny pocet kapilar na 1 mm?; K — primérny
pocet kapilar na 1HPF; plocha K — celkova plocha kapilar
v 1HPF [um?] ; % K — plocha kapilar vyjadiena v procentech
z méfené plochy; Smm — primérny pocet sinusit na 1 mm?;
S — prumérny pocet sinustt na 1 HPF; plocha S — celkova plo-
cha sinust v 1 HPF [um?] ; % S — plocha sinusii vyjadiena
v procentech z méfené plochy; masto — maximalni pocet mas-
tocytt na 1 HPF; VEGF - plazmatick4 hladina VEGF [ng/l];

bFGF — plazmaticka hladina bFGF [ng/l]; x — nezjis§téno

Tabulka 2: Statistické srovnani angiogeneze s ostatnimi prognostickymi markery ve skupiné pacienta s CLL

IgVH genetika st Rai infiltrace

(p) test (p) test (p) test (p) test
K mm 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 MW 0,1446 KW 0,6544 KW
S mm 0,1745 t-test 0,8179 MW 0,5144 KW 0,5325 KW
S 0,1745 t-test 0,8179 MW 0,5144 KW 0,5314 KW
% S 0,3825 t-test 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 — jednofaktorova analyza rozptylu s naslednym mnohonasobnym porovnanim,;
KW — neparametricka Kruskal-Wallisova analyza rozptylu; K mm —primérny podet kapilar na 1 mm?; K — priimérny pocet kapi-
lar na 1HPF; plocha K — celkova plocha kapilar v 1HPF [um?]; % K — plocha kapilar vyjadiena v procentech z mé&¥ené plochy;
S mm — priimérny pocet sinusti na 1 mm?2; S —préimérny pocet sinusti na 1 HPF; plocha S — celkova plocha sinust v 1 HPF [um?];
% S — plocha sinust vyjadiena v procentech z méfené plochy; masto — maximalni pocet mastocyttt na 1 HPF; VEGF — plazma-
ticka hladina VEGF [ng/l]; bFGF — plazmaticka hladina bFGF [ng/l]

Statistické zpracovani provedla RNDr. Eva
Cermakova z Ustavu biofyziky LF UK v Hradci
Kralové. Ke statistické analyze ziskanych dat byl
pouzit program NCSS 2004. Byly provedeny

deskriptivni statistické testy. Korelace mezi jed-
notlivymi parametry byly hodnoceny korela¢nim
koeficientem (Spearmanovym). Ke zhodnoceni
vztahu mezi sledovanymi parametry byly pouzity
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Tab. 3.: Porovnani histologickych parametra mezi sku-
pinami pacienti s CLL a CON

Jsou uvedeny parametry, ve kterych byl nalezen sta-
tisticky vyznamny rozdil mezi skupinou CLL a CON.
Jsou uvedeny hodnoty hladiny vyznamnosti (p) a pou-
Zité testy.

[t P test I
| Kmm 0,00002 KW Il
| K 0,00002 KW Il
" masto 0,00001 KW "

KW — neparametrickd Kruskal-Wallisova analyza rozptylu;
K mm — pramérny pocet kapilar na 1 mm2; K — pramérny
pocet kapilar na 1HPF; masto — maximalni poc¢et mastocytu
na 1 HPF

dvouvybérovy t-test, pripadné neparametricky
Mann-Whitney (MW) test a dale jednofaktorova
analyza rozptylu s naslednym mnohonasobnym
porovnanim (anova), piipadné neparametricka
Kruskal-Wallisova (KW) analyza rozptylu.

Vysledky

Vysledky jsou uvedeny v tabulkach 1-3.

Diskuse

Vysledky této prace navazuji na vysledky
predchozich praci jinych autora a rozsifuji je
o nékteré nové udaje. Studie vénujici se angioge-
nezi u hematologickych onemocnéni jsou céasto
zaméfené jednostranné: sleduji bud prevaziné
klinické znamky zvySené angiogeneze — nejéas-
téji hladiny angiogennich faktortu v krvi, nebo
pievazné histologicky korelat angiogeneze —
mikrovaskularni denzitu (MVD) v kostni dfeni ¢
v jinych tkanich. Nedostatkem vétsiny téchto
studii je chybé&jici propojeni téchto dvou oblasti.
Ve spolupraci s klinickymi 1ékaii jsme se proto
v této studii pokusili o ponékud komplexnéjsi
pohled.

U pacienttt jsme sledovali histologické
i klinické korelaty zvysSené angiogeneze. Na
histologické trovni byla angiogeneze méfena
jako MVD, byl sledovan pocet kapilar na zorné
pole p¥i velkém zvétSeni, s pfepoétem na 1mm?2
(pro snadnéjsi srovnani s jinymi studiemi)
a jejich plocha, vyjad¥ena jednak v um?, jednak
v procentualnim pomeéru z celkové mérené plo-
chy. Soucasné jsme vSak sledovali i klinické
znaky angiogeneze, reprezentované plazmatic-
kymi hladinami angiogennich faktort VEGF
a bFGF.

Kromé toho jsme hodnotili i dalsi faktory
hovorici o stavu onemocnéni a pacienta, at uz

s uznavanou prognostickou hodnotou (vék, klinic-
ké stadium onemocnéni, chromozomalni odchyl-
ky, mutacéni stav variabilni oblasti tézkych retéz-
cu imunoglobulin®), nebo ty, které se jevily jako
napadné v prubéhu zpracovani vzorkud, a byly
proto rovnéz zavzaty mezi vySetfované paramet-
ry (sinusy, mastocyty).

Chronicka lymfocytarni leukémie

CLL pati#i k velmi ¢éastym hematologickym
malignitdm, do nedavné doby vSak byla pova-
zovana za velmi pomalu progredujici onemoc-
néni jen s velmi nizkym malignim potencialem.
Pro stanoveni diagnézy CLL bylo postacujici
klinické vySetfeni a nalez v periferni krvi.
V soucasné dobé se vSak s novymi poznatky
néahled na toto onemocnéni zménil. Standardi-
zace vySetfeni se stanovovanim sérologickych
hladin vySe zminovanych latek v krvi, s odbé-
rem trepanobioptického vzorku kostni difené
a spolu s dalsimi vySetfenimi jako je chromoso-
malni a genetické vySetfeni a mutacéni stav
IgVH, vedlo k poznéni dal§ich typickych znaku
CLL. Je patrna snaha o vyuziti téchto nové
zjisténych znaku, piedev§im jako moznych pre-
diktortt prubéhu a prognézy tohoto vysoce
heterogenniho onemocnéni.

Doba sledovani nasSich pacienttt s CLL byla
12-150 mésica (median 36,5; prumér 51,5 mési-
ce), coz je témér trojnasobné vice nez v obdobné
studii autort Wolowiec a spol. (12). Béhem této
doby doglo k ovéfenému umrti 2 pacientu, stav 9
pacienttt dosud nevyzadoval Zadnou lécbu pro
zakladni diagnézu, 8 pacientti bylo nebo je 1é¢eno
a jejich stav je v soucasnosti stabilizovan a 3 paci-
enti se nedostavili do dispenzare a byli ztraceni
z evidence. Tyto udaje odpovidaji iidajim o poma-
1é progresi tohoto onemocnéni.

Od sledovani angiogeneze se ocekava, ze by
mohla déle doplnit znalosti o tomto onemocnéni
a popt. se stat dalsim prognostickym markerem.

Histologické vySetieni a hodnoceni vzorku
v nasi studii probihalo zpoéatku stejnym zptiso-
bem jako u MM. Avsak vzhledem k tomu, Ze pfii
vySetiovani vzorku pacienttt s CLL byly casto
napadné vyrazné dilatované cévy (sinusy), byly
i tyto cévy zarazeny mezi hodnocené parametry.
Tento zptisob hodnoceni MVD je ponékud odlisny
od zpuisobu pouzivaného u solidnich tumort, kde
jsou hodnoceny vzdy pouze cévy mensi nez 10 um
v pruméru. Takto je postupovano na zakladé zku-
Senosti, Ze u cév vétsich byva zastiZzena vyvinuta
jako novotvoirené kapilary.

Postup obdobny jako u solidnich tumora byl
jako vychozi pouzit pfi hodnoceni MVD
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u MM. MM se totiz svymi vlastnostmi z hemato-
logickych malignit ponékud vymyk4; v nékterych
oblastech se chova spiSe jako solidni tumor. Pri
hodnoceni vzorku typické hematologické maligni-
ty jako je CLL se vSak tento postup ukazal jako
nedostacujici. Casto byly totiZ zastiZeny velmi
objemné cévy, avSsak stale se sténou tvorenou
pouze vrstvou endotelii.

Na rozdil od vétsiny solidnich tumoru, ve
kterych byla angiogeneze zkoumana, obsahuje
normalni kostni dien jen velmi malo cév s plné
vyvinutou, nékolikavrstevnou sténou. Naopak
zde pievladaji hojné preformované sinusy, se
sténou tvofenou pouze vrstvou endotelii, jiz
uzpusobené k praniku bunék z kostni diené do
periferni krve. Autotri Molica a spol. (8) ve své
studii sice tyto ,napadné dilatované cévy*
popsali, avSak jejich kvantifikaci a pripadnym
vlivem angiogennich ptsobkt na tyto preformo-
vané sinusy se dosud, pokud je nam znamo,
u CLL tito autofi ani nikdo dalsi nezabyval.
Nase hypotéza byla, Ze by nadorové burnky moh-
ly této vlastnosti kostni d¥ené vyuzit a misto
novotvorby dalsich malych cév pouze zvétSovat
stavajici sinusy nebo zkombinovat oba procesy
(novotvorba malych cév a dilatace sinust). Na
zakladé této hypotézy by se v kostni dfeni
u CLL dal oéekavat stejny nebo vyssi pocet kapi-
lar nez v kontrolnich vzorcich a obdobny podcet,
avsak plosné rozsahlejsich sinust.

Ve vzorcich pacienttt s CLL a v kontrolnich
vzorcich byly tak posléze v kazdém zorném poli
oddélené hodnoceny kapilary a sinusy (viz vyse)
—u kazdé skupiny pocet a plocha danych cév.

Primeérny pocet kapilar u pacienttt s CLL byl
v na$i studii signifikantné vyssi oproti kontrolni
skupiné (median 22 K/mm? u CLL oproti 10
K/mm? v kontrolni skuping; p = 0,0002). Nebyl
v8ak nalezen statisticky vyznamny rozdil mezi
plochou kapilar (plocha K, % K) ve skupiné paci-
entt s CLL a kontrolni skupinou.

Pocet, plocha ani procentualni zastoupeni
sinusa (S, S mm, plocha S, % S) se statisticky
vyznamné neliSila mezi Zadnymi z hodnocenych
skupin.

Rovnéz nebyl nalezen statisticky vyznamny
rozdil mezi poc¢tem, plochou a zastoupenim kapi-
lar a sinust mezi skupinami pacientt s CLL
s odliSnymi parametry IgVH, genetickym sta-
vem, klinickym stadiem dle Raie a typem nado-
rové infiltrace kostni dfené.

Nalez vyssiho poétu kapilar ve vzorcich kost-
ni diené pacientt s CLL oproti kontrolni skupiné
je ve shodé se studii autora Wolowiec a spol. (12),
ktera rovnéz zaznamenala zvySenou MVD v kost-
ni dieni u pacientt s CLL.

7 vysledkt nasi studie je mozné usuzovat,
Ze v procesu angiogeneze pievlada tvorba mno-
ha malych cév nad rozsifovanim cév stavajicich,
byt by byly tenkosténné. Pro tento zavér svédéi

jednak nezménény pocet a hlavné statisticky
nevyznamny rozdil v ploSe mezi sinusy u CLL
a kontrolni skupiny a dale také fakt, zZe presto-
7e se nezménila plocha zastizenych kapilar ve
skupiné CLL oproti kontrolni skupiné, bylo
patrné statisticky vyznamné zvySeni poctu
téchto kapilar. Tedy kapilary jsou mensi a éet-
néjsi.

Hodnotili jsme i typ nadorové infiltrace, a to
ve tiech kategoriich jako intersticialni, fokalni
a difuzni. U pacientd s CLL nebyl prokazan sta-
tisticky vyznamny rozdil mezi jednotlivymi
kategoriemi podle typu infiltrace. Tento vysle-
dek je odlisny od vySe zminované studie (12),
kde byl prumérny pocet kapilar na velké zorné
pole signifikantné vyssi u difuzni neZ u nedi-
fuzni infiltrace kostni df¥ené u CLL. Je mozné Ze
na této neshodé se podili rozdéleni nadorové
infiltrace do t#i kategorii (v nasi studii), proto-
ze jejich studie hodnotila infiltraci pouze ve
dvou skupinach, jako difuzni a nedifuzni.
V naSem souboru bylo i dosti nerovnomérné
zastoupeni pacientt v jednotlivych skupinach
(5 pacienttr s intersticialni, 6 s fokalni a 12
s difuzni infiltraci), takze je mozZné, ze jde
i o chybu v souboru s malym poétem C¢isel.
Vzhledem k tomu, Ze podle novych nazort typ
infiltrace koreluje s klinickou progresi onemoc-
néni, je nutné povazovat nase nalezy za proza-
timni a zamérit se na jejich ovéfeni ¢i upresné-
ni v rozsahlejsich souborech pacienta.

Ve shodé s vySe zminovanou studii (12) jsme
i my pozorovali, Ze zatimco u difuzni infiltrace je
vaskularizace pravidelna, u nodularni je vys$si na
okrajich nadorovych uzlt. Nepodatilo se nam
prokazat souvislost mezi MVD a v soucasnosti
uznavanymi prognostickymi markery CLL. Je
tedy otazkou rozsahlejsich a dlouhodobéjsich stu-
dii, zda se v budoucnu prokaze néjaky prognos-
ticky vyznam angiogeneze u CLL.

Dalsim napadnym znakem ve vzorcich kost-
ni diené pacientti s CLL byly zmnoZené masto-
cyty. O mastocytech je znamo, Ze mohou byt
reaktivné zmnoZeny u mnoha hematologickych
onemocnéni, napi. u tutlumu kostni difené, ané-
mii, malignich lymfomua i myelodysplastického
syndromu. Byvaji vSak zmitiovany i v souvislos-
ti s angiogenezi, jako mozni producenti angio-
gennich faktoru i proteaz, které se podileji na
destrukeci stény ptvodnich cév i stromatu. V této
souvislosti jsou zminovany dva zakladni typy
mastocyth: s prevladajici sekreci tryptazy (Mc-t)
a s prevladajici sekreci chymazy (Mc-c). Pro
angiogenezi jsou pokladany za klicové mastocy-
ty s pievazujici produkci tryptazy. Ale praci
zabyvajicich se pfesnym zafazenim mastocytd,
které se na tomto procesu podili, a jejich kvanti-
fikaci je velmi malo.

V nas$i studii dosahovaly ve vzorcich kostni
dfené pacientd s CLL maximalni hodnoty masto-
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cytt na jedno velké zorné pole poctu az 20 (medi-
4n 5). Na zakladé téchto pozorovani byly tedy
1 mastocyty zahrnuty do hodnocenych paramet-
ru. Maximalni hodnoty ve vzorcich kontrolni sku-
piny byly 4 mastocyty na velké zorné pole (medi-
an 1).

Byl prokazan statisticky vyznamny rozdil
mezi poltem mastocytt ve skupiné pacient
s CLL (median 5) a kontrolni skupinou (median
1, p = 0,00001).

Tento vysledek by jisté stal za dalsi zkouma-
ni. Obecné je CLL onemocnénim, kde jsou v kost-
ni dieni mastocyty ¢astym nalezem. Dalsi studie
by se tedy mohly vénovat vyznamu mastocyta
u CLL.

Nebyly v§ak nalezeny Zadné vyznamné kore-
lace mezi pottem mastocytt, MVD a klinickymi
parametry (VEGF, bFGF, vék).

Vzhledem k tomu, Ze byl provadén pouze
prosty soucdet vSech zastiZzenych mastocytu
a pritom v literatufe jsou v souvislosti s angio-
genezi zminovany hlavné MC-t, bylo by jisté
také vhodné ovérit, jaké enzymy pievazovaly
v zastizenych mastocytech v nasem souboru
a zda by se potom tudaje o poctu mastocytu
v souvislosti s ostatnimi znamkami angiogene-
ze nezménily. PrestoZe se tedy v nasem soubo-
ru nepodafiilo prokazat vyraznou souvislost
poctu mastocytu s angiogenezi, napadné zvyse-
ny pocet téchto bunék se jevi jako inspirace pro
dalgi studium.

Nameéiené plazmatické hodnoty angiogen-
nich faktort u pacienti s CLL byly u VEGF v roz-
mezi 5,5-589,4 ng/l (median 94,5 ng/l) a u bFGF
7,6-222,9 ng/l (median 121,2 ng/l).

Nemérili jsme hladiny angiogennich faktoru
u kontrolni skupiny, nebot bylo jiz opakované
prokazano, Ze tyto jsou u pacientt s CLL zvySené
oproti normalu (1). Nas zajimala spise korelace
s histologickymi znaky angiogeneze a s dalSimi
prognostickymi markery, nebof v této oblasti je
dosud malo znamych informaci a nejsou jedno-
znacné.

V na$i studii nebyla patrna korelace mezi
hladinami angiogennich faktort a dalsimi sledo-
vanymi prognostickymi markery.

I v dalsich studiich jsou dosud korelace pouze
vagni. Zatim se zda, Ze hladiny VEGF by mohly
dodat prognosticky vyznam u c¢asnych stadii
CLL, kdy u pacientt ve stadiu Rai I-II s vy§$imi
hladinami VEGF byl zaznamenan kratsi ¢as do
progrese. NaSe studie je dosud mala, s malym
poétem zachycenych nadorovych progresi, ale
ocekavame, ze s ¢asovym odstupem bude mozné
nékteré proménné znovu zhodnotit z dlouhodobé-
ho hlediska.

Celkové nebyly patrné zadné vyznamnéjsi
korelace mezi sledovanymi proménnymi. Kore-
la¢ni koeficient mezi sledovanymi histologic-
kymi (mikrovaskularni denzitou v kostni die-

ni at uz méfrenou jako pocet kapilar nebo sinu-
st) a klinickymi parametry angiogeneze (hla-
dinami VEGF a bFGF v krvi) byl velmi nizky.
Rovnéz nebyla patrna Zadna vyznamnéjsi
korelace mezi MVD a hladinami $2-mikroglo-
bulinu a vékem. Tento nalez je ve shodé se stu-
dii autoru Molica a spol. (7), kte¥i rovnéz neza-
stihli korelace mezi VEGF a ostatnimi
klinicko-biologickymi parametry (absolutni
lymfocytéza v periferni krvi, B2-mikroglobulin,
histologie kostni diené, IL-6) nebo progresi
onemocnéni (LDT).

Porovnavali jsme histologické parametry
(MVD a pocet mastocyt) s prognostickymi mar-
kery, a to histologickymi i klinickymi. Neproka-
zali jsme signifikantni rozdil v histologickych
parametrech angiogeneze a po¢tu mastocyta pii
srovnani s mutaénim stavem IgVH, genetickym
vySetienim FISH, stadiem dle Raie a typem
infiltrace.

Tato prace byla Easteéné podpoiena
granty NR/8076-3 a NR/8373-3 IGA, MZ Ces-
ké republiky a vyzkumnym zamérem MZO
00179906 MZ CR
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JAKA JE VASE DIAGNOZA?

Pacientka (17 let) si asi rok stéZovala na chro-
nickou rymu, pro kterou byla vySetfena na ORL
oddéleni. V dutiné nosni byly zjistény polypoidni

tumorézni hmoty. K histologickému vySetieni
byly zaslany fragmenty tkané do priméru
10 mm. Mikroskopicky se jednalo o difuzné
uspoiadanou lymfoidni tkan, ve které byly pti-
tomny ojedinélé zachovalé zlazky a na ¢asti povr-
chu byl respiracni epitel. Nékteré ze zavzatych
zlazek vykazovaly svétlobunééné zmeény (obr. 1).
Lymfoidni elementy byly pievazné drobné az
stfedni velikosti (obr. 2). Jejich jadra byla nepra-
videlna (i protazena), s denznim chromatinem ¢i
svétlejsi s patrnymi jadérky; zietelna byla i mito-
ticka aktivita. Loziskové byl zastiZen angiocen-
tricky a angiodestruktivni rast téchto bunék (obr.
3). Povrchovy epitel ani zlazky nebyly infiltrova-
ny. V rozsahu vySetfeného materialu jsme nena-
lezli nekrézy ani ulcerace.
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