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Plazmatické koncentrace solubilniho endoglinu maji
prognosticky vyznam u nemocnych s chronickou
lymfocytarni leukemii
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a Lékarska fakulta Univerzity Karlovy v Hradci Kralove.

Souhrn

Angiogeneze je v poslednich letech intenzivné studovana u celého spektra hematologickych malignit. Endoglin
(CD105) je soucasti komplexu receptori pro transformujici rastovy faktor beta (TGF-beta) a je nepostradatelny
pro novotvorbu cév. Cirkulujici solubilni forma endoglinu (sCD105) byla zjisténa ve zvySenych koncentracich v kr-
vi u nemocnych se solidnimi nadory a nékterymi hematologickymi malignitami. V nasi studii jsme mérili sCD105
ELISA metodou v plazmé periferni krve u 79 nemocnych s chronickou lymfocytarni leukemii (CLL) a 69 zdravych
dobrovolniku. Zjistili jsme signifikantné zvySené koncentrace sCD105 u nemocnych s CLL v porovnani s kontrolni
skupinou (pramér + standardni odchylka: 6,8 + 2,1 vs. 4,6 + 1,5 ng/ml, 95% interval spolehlivosti praméru 6,4-7,3
vs. 4,249 ng/ml, p < 0,0001). Nemocni s progresivni chorobu méli vyznamné vyssi koncentrace sCD105 v porovna-
ni s pacienty s indolentnim pribéhem (p = 0,0016). Byly prokazany vyznamné rozdily v koncentracich sCD105 v sou-
vislosti s klinickym stadiem dle Raie ve smyslu vzestupu endoglinu od ¢asnych pres intermediarni k pokrocilym sta-
diim (p = 0,009 a p = 0,04). Preziti do progrese bylo vyznamné kratsSi u nemocnych s CLL, ktefi méli hodnotu sCD105
vySSi nez praumér (median 15 més. vs. nedosazen, p = 0,0045). Nase vysledky naznacuji, Ze endoglin by mohl hrat vy-
znamnou roli v patogenezi a progresi CLL a jeho hodnoceni by mohlo prispét ke zlepseni poznani angiogennich
procesit u CLL a individualni prognostické stratifikaci.
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Summary
Smolej L., Andrys C., Belada D., Hrudkova M., Krejsek J., Maly J.: Plasma levels of soluble endog-
lin have prognostic significance in patients with chronic lymphocytic leukemia

Angiogenesis has been recently extensively studied in a wide spectrum of hematological malignancies. Endoglin
(CD105), member of transforming growth factor beta (TGF-beta) receptor family, modulates cellular responses to
TGF-beta and is essential for angiogenic processes. Elevated circulating levels of soluble endoglin (sCD105) have
been reported in patients with various solid tumors and several hematological malignancies. In the present study,
we measured peripheral blood plasma concentrations of sCD105 using enzyme-linked immunosorbent assay in 79
patients with chronic lymphocytic leukemia and 69 healthy donors. We found a statistically significant increase in
sCD105 concentrations in patients with CLL compared to controls (mean + standard deviation: 6.8 + 2.1 vs. 4.6 +
1.5 ng/ml, 95% confidence interval of mean: 6.4-7.3 vs. 4.2-4.9 ng/ml, p<0.0001). Patients with progressive CLL had
higher sCD105 than patients with indolent disease (p=0.0016). Soluble endoglin increased significantly with Rai sta-
ge (Rai 0 vs. I-II vs. ITI-1V, p=0.009 and p=0.04). Progression-free survival was significantly shorter in patients with
sCD105 levels above mean (median 15 months vs. not reached, p=0.0045). In conclusion, our data suggest that en-
doglin may play a significant role in CLL biology and progression; its quantification could contribute to better un-
derstanding of angiogenic processes and refine prognostication of individual patients in this disease.
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rodost progndzy s prezitim od nékolika mésict po desit-
ky let (8). Proto jsou v souc¢asné dobé hledany prognos-
tické faktory, které by bylo mozno pouzit ke zpfesnéni in-

Uvod

Angiogeneze, tedy tvorba novych cév z jiZ existujici
vaskulatury, je zcela nepostradatelnym procesem pfi roz-
voji zhoubnych nadort (1-3). ZvysSend neovaskularizace
byla také v od poloviny 90. let 20. stoleti zjiSténa u fady
hematologickych malignit (2-7). Nékteré prace nalezly
souvislost mezi zvySenymi ukazateli angiogeneze a ne-
ptiznivym klinickym priibéhem (6-7). Chronicka lymfo-
cytarni leukemie (CLL) je nejCastéjsi leukemii dospélych
v zdpadnim svété; typickym rysem je mimofddna riizno-

dividudlni prognézy nemocnych s CLL (8, 9). Také u to-
hoto onemocnéni byly zjistény zvySené hladiny cirkulu-
jicich angiogennich cytokind ¢i neovaskularizace v kost-
ni dfeni (5, 7, 10). Endoglin (CD105) je homodimericky
transmembranovy glykoprotein, tvofici soucdst recepto-
rového komplexu pro transformujici ristovy faktor beta
(TGF-beta) (11-12). CD105 ovliviiuje bunééné odpove-
di na TGF-beta, ¢imzZ se dcastni na vyvoji a remodelaci
cév, zejména jako induktor proliferace endotelii. Tim je
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déna jeho nepostradatelnd role v angiogennich pochodech
(12-15). Endoglin miZe byt uvolnén v solubilni formé
(sCD105) do krevniho ob&hu; zvysené koncentrace byly
zjiStény u nemocnych se solidnimi tumory, u myeloidnich
malignit a akutni lymfoblastické leukemie (16-22). V na-
81 pilotn{ studii jsme zjistili zvySené koncentrace sCD105
u lymfoidnich malignit (23). Cilem nynéjsi prace bylo
zji§téni prognostického vyznamu sCD105 u CLL.

Nemocni a metody

V nasi préci jsme stanovili plazmatické koncentrace so-
lubilniho endoglinu u 79 nemocnych s chronickou lym-
focytarni leukemii. V souboru bylo zastoupeno 29 Zen
a 50 muzi s primérnym vékem 63 let (rozmezi 31-88).
Kontroln{ skupinu tvofilo 69 zdravych dobrovolniki. Di-
agnéza CLL byla stanovena dle kritérii National Cancer
Institute-Sponsored Working Group z roku 1996 (24). Ko-
horta nemocnych s CLL byla ddle rozdélena na podsku-
piny dle prognostickych faktorti: pohlavi, klinicky pribéh
(stabilni vs. progresivni), klinické stadium dle Raie (O vs.
I-1I vs. III-1V). Data tykajici se preziti bez progrese by-
la dostupnd u 64 nemocnych. Veskeré pacientské vzorky
byly ziskdny od neléenych nemocnych. Ethylendiamin-
tetraoctova kyselina (EDTA) byla pouZzita jako antikoa-
gulans. VSechny vzorky plazmy byly po centrifugaci za-
mrazeny pri teploté -80 °C az do méfeni. Solubilni endog-
lin byl stanoven pomoci komer¢né dostupného ELISA ki-
tu (Human Endoglin Quantikine ELISA kit, R & D Sys-
tems, MN, USA). Méfeni bylo provedeno podle standard-
ni metodiky doporucené vyrobcem. Citlivost metody je
0,007 ng/ml. Studie byla provedena dle zdsad Helsinské
deklarace, schvdlena etickou komisi a nemocni podepsa-
li informovany souhlas. Statistickd analyza byla provede-
na pomocfi software Analyse-it (Analyse-it Software Ltd.,
Velkd Britdnie) a MedCalc (Mariakerke, Belgie). VSech-
na data byla testovdna na normalitu Shapiro-Wilkovym
testem. Pokud bylo rozdéleni dat normélni, byl k testo-
véni rozdild koncentraci viiéi kontrolni skupiné uzit pa-
rametricky t-test, jinak byl pouZit neparametricky Mann-
-Whitneyiv U test. Kfivky preziti bez progrese byly kon-
struovdny dle Kaplan-Meierovy metody, ke stanoveni roz-
dilu v preziti byl pouzit log-rank test. Obdobi do progre-
se bylo definovano jako ¢asovy interval mezi datem od-
béru krve na hladinu sCD105 a progresi, a to vzhledem
k tomu, Ze u n€kterych nemocnych byl vzorek krve zis-
kén po vice nez 6 mésicich od diagn6zy CLL. P-hodno-
ty niz8§i nez 0,05 byly povazovany za statisticky signifi-
kantni.

Vysledky

Solubilni endoglin byl detekovatelny ve vSech vzor-
cich. Koncentrace u nemocnych s CLL byly signifikant-
né vyss§i oproti kontrolni skupiné (p < 0,0001, obr. 1a).
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Obr. 1 a-c. Krabickové grafy koncentraci sCD105. a — CLL vs. kon-
troly; b — progresivni vs. stabilni choroba; ¢ — klinické stadium Rai 0
vs. I-II vs. III-IV. V8echny hodnoty jsou v ng/ml.

sCD105 v porovnani s pacienty bez progrese (p =0,0016,
obr. 1b). Ddle byly zjiStény vyznamné rozdily v koncent-
racich sCD105 v souvislosti s klinickym stadiem dle Raie
ve smyslu vzestupu endoglinu od ¢asnych pres interme-
didrni k pokrocilym stadiim (p = 0,009 a p = 0,02, obr.
1c). Nebyl vyznamny rozdil v koncentracich sCD105 me-
zi muzi a zenami (p = 0,422). Pfeziti bez progrese bylo
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Tab. 1. sCD105 — deskriptivn{ statistika.
sCD105 n medidn prumér SD 95% IS pruméru P
CLL 79 6,5 6.8 2,1 64-74 <0,0001
kontroly 69 42 4.6 1,5 43-49
muzi 50 6,6 70 22 6,4-7,6 042
Zeny 29 6,2 6,6 2,1 58-74
progresivni choroba 32 7.7 78 23 6,9-8,6 0,002
stabilni choroba 47 6,0 6,2 1,7 5,7-6,7
Rai 0 38 6,0 6,1 1,6 5,5-79 0,009
Rai I-1I 36 6.9 72 19 6,6-79
Rai II-IV 5 93 10,2 34 6,0-144 0,04

Zkratky: CLL - chronickd lymfocytdrni leukemie; SD — standardni odchylka (standard deviation); IS, interval spolehlivosti. VSechny koncentrace

jsou uvedeny v ng/ml.
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Obr. 2. Preziti bez progrese je vyznamné kratsi u nemocnych s CLL

a koncentracemi sCD105 vyss§imi nez aritmeticky pramér.

vyznamné krat$i u nemocnych s CLL, ktef{ méli hodno-
tu sCD105 vyssi neZ aritmeticky primér (medidn 15 més.
vs. nedosazen, p = 0,0045, obr. 2). Deskriptivni statisti-
ka i vysledky testovani rozdild v koncentracich sCD105
mezi jednotlivymi podskupinami jsou uvedeny v tabul-

ce 1.

Diskuse

V poslednich letech pfibyva dikazi o vyznamu angi-
ogeneze u CLL. V nasi praci jsme se zaméfili na solubil-
ni endoglin, ktery se Gcastni angiogennich procesi pro-
stfednictvim signdln{ cesty TGF-beta, ovliviiovanim bu-
nécnych odpovédi na tento cytokin. Existuje nékolik pub-
likaci vyzdvihujici prognosticky vyznam solubilniho en-
doglinu u solidnich nddort (16-20), avSak pouze dvé pra-
ce z oblasti hematologickych malignit (21-22). Jedinou
predchozi praci na téma solubilniho endoglinu u CLL je
nase predchozi pilotnf studie, kdy byly zjistény zvysené
plazmatické koncentrace v porovnéni s kontrolami (23).
V této studii jsme pilotni data potvrdili, navic jsme zjis-
tili moZny prognosticky vyznam sCD105, a to nejen z hle-
diska souvislosti s klinickym stadiem (vzestup ve sméru
Rai 0 vs. I-II vs. [II-1V), ale také klinickym prib&hem
(vyssi sCD105 u progresivniho onemocnéni, kratSi obdo-
bi bez progrese u hodnot vyssich nez primér). Ke stano-

veni souvislosti SCD105 s modernimi prognostickymi
ukazateli (mutacni stav IgVH, genetické aberace, expre-
se ZAP-70) nebylo k dispozici dostatek dat. Zhodnoceni
pfipadného prediktivniho vyznamu sCD105 pro celkové
preziti nebylo mozné v ndmi studovaném souboru provést
vzhledem k malému poctu imrti. Bude téz zapotiebi del-
S$tho sledovéni a zvySeni rozsahu vySetfované skupiny
CLL pacientd k potvrzeni téchto dat. Nase prace nicmé-
né ukazuje, Ze endoglin by mohl hrit vyznamnu tlohu
v patogenezi CLL a stanoveni jeho solubilni formy v plaz-
mé periferni krve by mohlo napomoci k dal§imu pozna-
ni komplexni problematiky angiogeneze u tohoto one-
mocnéni a eventudlné i zpfesnéni prognostické stratifi-
kace u jednotlivého pacienta.
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Errata
Molekularné cytogeneticka analyza plazmatickych bunék u pacienti
s mnohocetnym myelomem.

Balcéarkova J., Prochazkova K., S¢udla V., etal.
(Trans. Hemat. dnes 2007; 13: 176-182.)
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