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Souhrn
Úvod: Mnohočetný myelom (MM) je krevní nádorové onemocnění, u něhož byla prokázána zvýšená míra angioge-
neze. Zvýšená hladina hepatocytárního růstového faktoru (HGF) u konvenční léčby i u léčby thalidomidem je spoje-
na s nepříznivou prognózou. Naše dřívější práce prokázala, že i snížená hladina inhibitoru trombospondinu souvisí
s nepříznivou prognózou po autologní transplantaci. Cílem práce bylo ověřit hypotézu, že zvýšení hladiny trombos-
pondinu a snížení hladiny HGF koreluje s dobrou léčebnou odpovědí po léčbě bortezomibem. Metodika a soubor pa-
cientů: Byly hodnoceny hladiny hepatocytárního růstového faktoru v periferní krvi a trombospondinu v kostní dře-
ni v době stanovení diagnózy u celkem 58 pacientů, přičemž u některých pacientů byl vyšetřen jen jeden z faktorů.
Pacienti byli rozděleni do skupin dle dosažené léčebné odpovědi: kompletní remise (CR), velmi dobrá parciální re-
mise (VGPR), parciální remise (PR). Pacienti se stabilním onemocněním (SD) a s progresí (PG) byli sloučeni do sku-
piny nedostatečné odpovědi na léčbu (NoR). Výsledky: Pacienti, kteří dosáhli CR, měli signifikantně nižší hodnoty
HGF v periferní krvi v době stanovení diagnózy než ostatní (p = 0,14), podobně platilo pro pacienty s VGPR (p =
0,012). Pacienti s CR, měli signifikantně vyšší hodnoty trombospondinu v kostní dřeni při stanovení diagnózy než
ostatní (p = 0,002), podobně platilo pro pacienty s VGPR (p = 0,001). Koncentrace trombospondinu v kostní dřeni
ani HGF v periferní krvi se nelišily ve skupinách rozdělených dle počtu předchozích léčebných linií s použití statis-
tického testu ANOVA Kruskala-Wallise (p = 0,063) pro trombospondin, (p = 0,077) pro HGF. Závěr: Vysoká hladina
trombospondinu v plazmě kostní dřeně u pacientů dobře reagujících na léčbu bortezomibem je novým doposud ne-
publikovaným prognostickým faktorem. Společně s potvrzením nižší hladiny aktivátoru angiogeneze HGF u pacien-
tů s dobrou léčebnou odpovědí a významu dosažené léčebné odpovědi, mohou být hladiny trombospondinu a HGF
při stanovení diagnózy významným prediktorem léčebné odpovědi.
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Summary
Šváchová H. ,  Pour L. ,  Almáši M.,  Němec P. ,  Králová D. ,  Kovářová L. ,  Penka M.,  Vorl íček J . ,
Hájek R.: Concentration of hepatocyte growth factor and thrombospondin predict treatment response in patients
with multiple myeloma

Introduction: Multiple myeloma (MM) is hematological malignancy in which has been demonstrated increased level
of angiogenesis. High levels of hepatocyte growth factor (HGF) in myeloma patients undergoing conventional and tha-
lidomide therapy are connected with worse prognosis. Our previous results confirmed that low levels of angiogene-
sis inhibitor thrombospondin correlated with a poor prognosis after autologous transplantation. We hypothesised that
high levels of thrombospondin and low levels of HGF correlate with a good response after bortezomib treatment. Met-
hods and patients: Levels of HGF were measured in peripheral blood and thrombospondin in bone marrow in total
of 58 patients at the diagnosis. Patients were divided according to treatment response into the groups: complete re-
mission (CR), very good partial remission (VGPR) and partial remission (PR). Patients with a stable (SD) or pro-
gressive disease (PG) were linked together into one group without response (NoR). Results: Patients who achieved
CR had significantly lower levels of HGF at the diagnosis than others (p = 0,014), similarly for cut-off level of VGPR
(p = 0,012). Patients who achieved CR had significantly higher levels of thrombospondin at the start of therapy (p =
0,002), similarly for cut-off level of VGPR (p = 0,014). Neither concentration of thrombospondin in bone marrow
nor HGF in peripheral blood differentiated among groups of patients compared using the Kruskal-Wallis ANOVA
test: for thrombospondin (p = 0,063), for HGF (p = 0,077). Conclusion: High level of thrombospondin in patients
with a good response to bortezomib treatment is a new, not yet published, prognostic factor. On the basis of lower le-
vel of angiogenesis activator HGF in patients with a good response and confirmed significance of achieved treatment
response, as a respected prognostic factor, levels of thrombospondin and HGF at start of treatment can become an
important predictor of treatment response. 
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Úvod 

Mnohočetný myelom (MM) je druhým nejčastějším
krevním nádorovým onemocněním, které je charakterizo-
váno proliferací maligních plazmocytů. Je prvním krevním
nádorovým onemocněním, kde byla prokázána zvýšená mí-
ra angiogeneze. Poprvé byla prokázána zvýšená mikrova-
skulární denzita u pacientů s myelomem v devadesátých
letech minulého století a dnes je již jednoznačně prokázá-
na klíčová úloha angiogeneze v patogenezi mnohočetné-
ho myelomu (1, 2). Stupeň angiogeneze je závislý na rov-
nováze aktivátorů a inhibitorů. Při převaze inhibitorů je an-
giogeneze tlumena a naopak. U mnohočetného myelomu
byly intenzivně zkoumány zejména aktivátory vaskulární
endotelový růstový faktor (VEGF), bazický fibroblastový
růstový faktor (bFGF), hepatocytární růstový faktor (HGF)
(4–7). Výsledky nejsou u všech faktorů zcela jednoznačné,
nicméně je patrné, že největší význam pro patogenezi i pro-
gnózu při použití konvenční léčby má HGF (4–7). Což by-
lo potvrzeno i naší prací na rozsáhlém souboru pacientů (8).
Recentní práce upozorňují na zásadní vliv HGF na kostní
nádorovou chorobu u MM (9).

Inhibitory jsou mnohem méně popsanou skupinou cy-
tokinů zapojených do procesu angiogeneze. Jejich vý-
znam u mnohočetného myelomu nebyl rozsáhleji popsán.
Pouze v našem souboru pacientů byl prokázán význam
trombospondinu pro léčebnou odpověď po autologní
transplantaci a jeho zvýšení po úspěšné léčbě (8).

V posledních letech se stává nedílnou součástí algorit-
mů pro léčbu mnohočetného myelomu inhibitor proteazo-
mu bortezomib. Byl prokázán jeho zásadní přínos pro pa-
cienty v relapsu i v primoléčbě (10, 11). V preklinických
studiích byla pozorována inhibice angiogeneze tímto lékem
u celé řady solidních nádorů tak i u krevních nádorových
onemocnění (12, 13). Byly publikovány i práce, které hod-
notí vliv bortezomibu na mikrovaskulární denzitu u paci-
entů s myelomem, nebyl však pozorován zásadní efekt na
snížení tohoto ukazatele angiogeneze, ani nebyl prokázán
vliv na hladiny aktivátorů angiogeneze (14–16).

Cílem této práce bylo sledování koncentrace trombo-
spondinu v plazmě kostní dřeně (PKD) a HGF plazmě pe-
riferní krve (PP) před léčbou u pacientů s MM, kteří by-
li léčeni bortezomibem. Hodnocené cytokiny byly vybrá-
ny na základě našich výsledků u pacientů léčených auto-
logní transplantací (8) a na základě publikovaných výsled-
ků, které potvrzují význam HGF a trombospondinu v pa-
togenezi MM (5, 7, 16). Práce si kladla za cíl potvrdit
hypotézu, že nízké hladiny aktivátorů a zvýšené hladiny
inhibitorů u pacientů podstupujích léčbu bortezomibem
predikují dobrou léčebnou odpověď, tedy snížení stupně
angiogeneze a nižší míru agresivity onemocnění. 

Materiál a metody

Získání a zpracování materiálu: Po podepsání informo-
vaného souhlasu byla provedena standardní sternální

punkce, nebo trepanobiopsie s odběrem kostní dřeně,
a odběr periferní žilní krve. Dřeň i periferní krev byly ode-
brány do EDTA. Nesrážlivá krev a dřen v odběrových
zkumavkách byla centrifugována při pokojové teplotě 15
min. PKD použitá pro hodnocení faktorů angiogeneze by-
la vždy zpracována z prvního mililitru odebrané dřeně.

Měření hladin jednotlivých faktorů: Měření bylo prová-
děno metodikou ELISA podle firemních doporučení. Pou-
žity byly následující kity, pro HGF (Elisa kit Human HGF,
R&D systems), pro Trombospondin (Elisa kit Human TSP
-1, ChemoKine TM). Samotné měření proběhlo na přístro-
ji ELISA Reader Asys Atlantis Expert Plus Biochrom. Kon-
centrace byly stanoveny za pomoci Software KIM. 
Soubor pacientů

Byly měřeny vzorky od celkem 58 pacientů léčených
bortezomibem. Jednalo se převážně o pacienty v relapsu
44/58 (76 %). Průměrný věk pacientů byl 64,8 let. Medi-
án sledování od zahájení léčby bortezomibem činil 15,9
měsíců, a medián sledování od stanovení diagnózy byl
52,4 měsíců. Ne u všech pacientů bylo možné hodnoce-
ní vybraných faktorů angiogeneze, protože v průběhu
zpracování došlo k hemolýze vzorku. Přesný počet paci-
entů je uveden v odstavci „Výsledky“. Ostatní charakte-
ristiky souboru týkající se věku, pohlaví, klinického sta-
dia jsou uvedeny v tabulce 1. Použito bylo standardní
hodnocení léčebné odpovědi dle International Myeloma

Charakteristika n
Pohlaví: M/Ž 32/26
Medián věku, roky 64,8 (44,1-79,6)
Durie-Salmon stadium I/II/III 0/11/47
Durie-Salmon stadium A/B 43/15
Izotyp: IgG/IgA/LC/ostatní 32/15/5/6
Lehký řetězec: kappa/lambda 38/20
ISS stadium I/II/III 28/15/14
Předchozí léčebné linie 0/1/2/3 nebo více 14/20/16/8
Medián sledování od zahájení léčby, měsíce 15,9 (1-45)

Tab. 1. Charakteristika souboru pacientů (n = 58).

Working Group (17) s kategoriemi kompletní remise
(CR), velmi dobrá parciální remise (VGPR), parciální re-
mise (PR), stabilní onemocnění (SD) a progrese (PG). Pro
potřeby našeho hodnocení byly skupiny pacientů se SD
a PG sloučeni do skupiny nedostatečné odpovědi na léč-
bu (NoR). 

Statistické hodnocení: Výsledky byly hodnoceny s vy-
užitím programu Statistika 8.0 StatSoft, Inc. (2007),
STATISTICA (data analysis software system), verze 8.0.
Vztah parametru HGF byl hodnocen Mann-Whitneyho
testem (pokud byly jen dvě kategorie) a statistickým tes-
tem ANOVA Kruskala-Wallise (u tří kategorií). Vztah
trombospondinu byl hodnocen t-testem a Anovou.

Výsledky 

Hladiny HGF byly měřeny u 52 pacientů v PP. Medi-
án naměřených hodnot činil 1735,0 pg/ml s rozmezím
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6,0–6000,0 pg/ml. U 38 % pacientů (20/52) s léčebnou od-
povědí minimálně VGPR byl medián 1155,0 (6-2844)
pg/ml, u 25 % pacientů (13/52), kteří dosáhli PR, 2670,0
(355–6000) pg/ml a u 37 % pacientů (19/52) s nedostateč-
nou odpovědí na léčbu bortezomibem 2980,0 (763–6000)
pg/ml. Při porovnání všech tří skupin pacientů rozdělených
dle léčebné odpovědi pomocí Anovy Kruskala Wallise byl
prokázán statisticky signifikantní rozdíl (p = 0,042). 

Pacienti, kteří dosáhli CR, měli signifikantně nižší hod-
noty HGF v periferní krvi při zahájení diagnózy než ostat-

ní (p = 0,014), podobně platilo pro pacienty, kteří dosáh-
li alespoň VGPR (p = 0,012). Podrobně tabulky 2 a 3.

Hladiny trombospondinu byly měřeny u 51 pacientů
v plazmě kostní dřeně. Medián naměřených hodnot činil
446,0 pg/ml s rozmezím 103,0–816,0 pg/ml. U 41 % pa-
cientů (21/51) s léčebnou odpovědí CR a VGPR byl me-
dián koncentrací trombospondinu 582,0 (232–816) pg/ml,
u 25 % pacientů (13/51), kteří dosáhli PR, činil medián
403,0 (103–672) pg/ml a u 34 % pacientů (19/52) s ne-
dostatečnou odpovědí na léčbu bortezomibem 285,0
(96–572) pg/ml. Při porovnání všech tří skupin pacientů
rozdělených dle léčebné odpovědi pomocí statistického
testu ANOVA Kruskala-Wallise byl prokázán statisticky
signifikantní rozdíl (p = 0,001).

Pacienti, kteří dosáhli CR, měli signifikantně vyšší hod-
noty trombospondinu v kostní dřeni v době stanovení di-
agnózy než ostatní (p = 0,002), podobně platilo pro paci-
enty alespoň s VGPR (p = 0,001) Podrobně tabulky 4 a 5.

Koncentrace trombospondinu v kostní dřeni ani HGF
v periferní krvi se nelišily ve skupinách pacientů rozdě-
lených podle počtu předchozích léčebných linií při pou-
žití statistického testu ANOVA Kruskala-Wallise (p =
0,063) pro trombospondin, (p = 0,077) pro HGF.

Při stanovení prahové koncentrace pro HGF 3000
pg/ml a pro trombospondin 450 pg/ml bylo ve skupině pa-
cientů, kteří dosáhli CR a/nebo VGPR celkem 71,4 %
(15/21) pacientů s nižším HGF a vyšším trombospondi-
nem než byla stanovená prahová koncentrace. Zároveň 80
% (12/15) pacientů, kteří dosáhli horší léčebné odpově-
di, mělo vyšší hodnotu HGF a nižší hodnotu trombospon-
dinu než stanovená prahová koncentrace.

Diskuse 

Zvýšený stupeň angiogeneze v kostní dřeni je klíčovým
krokem v patogenezi mnohočetného myelomu (3, 18).
Angiogeneze je složitý proces, ve kterém je zapojena řa-
da aktivátorů a inhibitorů a jejich rovnováha je podstat-
ná pro finální výstup (18). Celý proces je ovlivňován řa-
dou složitých interakcí mezi buňkami mikroprostředí
s buňkami vlastního nádoru.

Jednou z možností monitorování angiogeneze je mě-
ření hladin faktorů zapojených do procesu angiogeneze
(5, 18, 19). Hodnocení aktivátorů angiogeneze bylo opa-
kovaně publikováno ve světovém písemnictví při použi-
tí konvenční léčby a rovněž při léčbě thalidomidem (3–5,
20). Významem inhibitorů angiogeneze se doposud zabý-
vala pouze jedna práce dohledatelná v databázi Medline
(19). Tato práce polských autorů porovnávala pouze hod-
noty endostatinu v séru periferní krve u zdravých jedin-
ců a pacientů s myelomem. V tomto souboru pacientů by-
la hodnota endostatinu zvýšena u pacientů s MM oproti
kontrolám, jiné korelace nebyly zjištěny. Jednalo se však
o soubor 84 pacientů a 13 kontrol a rozdíly v absolutních
hodnotách nebyly významné, hodnocena byla hladina en-
dostatinu v séru periferní krve, která může být patrně zá-
sadně ovlivněna jinými faktory. Pouze dvě publikované

Léčebná odpověď CR Ostatní
N 11 41

průměr (SD) 1117,8 (658,3) 2996,8 (2071,7)
medián 1260,0 2430,0

min-max 6,0-1860,0 30,2-6000,0
Pacienti s CR měli významně nižší hladinu HGF než ostatní (p = 0,014).

Tab. 2. Koncentrace HGF před léčbou u pacientů s CR a ostatních.

Vysvětlivky: Koncentrace HGF je uvedena v pg/ml. HGF – hepatocy-
tární růstový faktor, CR – kompletní remise.

Léčebná odpověď CR+VGPR Ostatní
N 20 32

průměr (SD) 1732,3 (1808,7) 3141,3 (1967,8)
medián 1155,0 2825,0

min-max 6-6000 355-6000
Pacienti s VGPR nebo lepší měli významně nižší hladinu HGF než
ostatní (p = 0,002).

Tab. 3. Koncentrace HGF před léčbou u pacientů s VGPR nebo lepší
a ostatních.

Vysvětlivky: Koncentrace HGF je uvedena v pg/ml. HGF – hepatocy-
tární růstový faktor; CR – kompletní remise; VGPR – velmi dobrá par-
ciální remise.

Léčebná odpověď CR Ostatní
N 12 39

průměr (SD) 583,8 (107,7) 399,3 (187,8)
medián 573,0 400,0

min-max 406-816 103-812
Pacienti s CR měli významně vyšší hladinu trombospondinu než 
ostatní (p = 0,014).

Tab. 4. Koncentrace trombospondinu před léčbou u pacientů s CR
a ostatních.

Vysvětlivky: Koncentrace trombospondinu je uvedena v pg/ml. CR –
kompletní remise.

Léčebná odpověď CR+VGPR Ostatní
N 21 30

průměr (SD) 577,0 (141,4) 348,6 (159,3)
medián 582,0 337,0

min-max 232-816 103-672
Pacienti s VGPR nebo lepší měli významně vyšší hladinu trombo-
spondinu než ostatní (p = 0,014).

Tab. 5. Koncentrace trombospondinu před léčbou u pacientů s VGPR
nebo lepší a u ostatních.

Vysvětlivky: Koncentrace HGF je uvedena v pg/ml. VGPR – velmi dob-
rá parciální remise; CR – kompletní remise.
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práce se zabývají bortezomibem a měřením faktorů an-
giogeneze. Obě práce hodnotí význam aktivátorů před
léčbou bortezomibem. Práce španělských autorů nepro-
kázala vliv vstupní hladiny VEGF na prognózu nemoc-
ných léčených bortezomibem (16). Práce Terpose a kol.
(2008) prokázala snížení hodnoty VEGF a bFGF po léč-
bě bortezomibem (14). Práce hodnotící hladiny jednotli-
vých faktorů angiogeneze mají poměrně rozdílné výsled-
ky. Jedním z možných vysvětlení může být i fakt, že hod-
nocení z PKD je prováděno v různých fázích odběru. Jak
jsme prokázali v naší předchozí práci, je nutné hodnotit
jednotlivé faktory ihned z prvního mililitru odebrané dře-
ně (21). V naší práci byl u konvenční léčby zakončené au-
tologní transplantací prokázán zásadní vliv HGF a trom-
bospondinu na léčebnou odpověď, kdy pacienti s vysokou
vstupní hodnotou trombospondinu a nízkou hodnotou
HGF dosáhli lepší léčebné odpovědi než ostatní pacien-
ti. Podle výsledků této práce je možno použít měření HGF
v periferní plazmě, ale pro hodnocení trombospondinu je
nutné použít plazmu získanou z kostní dřeně, protože hod-
noty v periferii jsou značně zkresleny (8). Proto byly pro
hodnocení angiogeneze při léčbě bortezomibem použity
právě tyto dva faktory.

V našem souboru byly porovnány hladiny HGF a trom-
bospondinu před zahájením léčby bortezomibem. Pacien-
ti byli rozděleni na skupiny podle dosažené léčebné od-
povědi. Pacienti s dosaženou VGPR a lepší měli statis-
ticky signifikantně nižší hladiny HGF v PP a vyšší hod-
noty trombospondinu v PKD než pacienti s horší léčeb-
nou odpovědí na bortezomib. Výsledky naší práce jsou
původní prací, která poprvé analyzuje význam aktiváto-
ru (HGF) a inhibitoru (trombospondin) angiogeneze
u MM při léčbě bortezomibem. Výsledky naznačují, že
změny angiogenních faktorů jsou pravděpodobně jen od-
razem dějů, které souvisí s přímým či nepřímým proti-
nádorovým účinkem léčby na myelomové buňky obecně.
K této domněnce nás vedou naše předchozí data získaná
měřením koncentrace HGF a trombospondinu u pacien-
tů před léčbou autologní transplantací. Hodnoty HGF
v PPK a trombospondinu v PKD s ohledem na léčebnou
odpověď byly stejné (8).

Vzhledem k analyzovanému počtu pacientů nelze za-
tím určit vypovídající prediktivní hodnotu pro naměřené
hodnoty HGF a trombospondinu. Nicméně z naší analý-
zy jasně vyplývá, že pacienti s nízkou vstupní koncent-
rací HGF a vysokou koncentrací trombospondinu mají ví-
ce než 70 % zastoupení alespoň VGPR. A naopak pacien-
ti s vysokou vstupní koncentrací HGF a nízkou koncent-
rací trombospondinu v 80 % této odpovědi nedosahují.
Což signalizuje, že při větším počtu pacientů by mohla
být potvrzena vysoká specificita i senzitivita těchto vy-
šetření. 

Při použití nových léků thalidomidu, bortezomibu a le-
nalidomidu většina klasických biochemických i cytoge-
netických parametrů používaných jako prognostické mar-
kery u konvenční léčby selhává. Zdá se, že nové léky, ze-
jména pak bortezomib, překonává negativní dopad těch-
to parametrů (22–24). V podstatě tak neexistuje jedno-

duchý prognostický parametr hodnotitelný před léčbou
a jednotný pro všechny používané léčebné modality. Av-
šak dosažení CR po jakékoliv léčbě je považováno za zá-
sadní prognostický faktor (25–27). Při námi prokázaném
vztahu HGF a trombospondinu a léčebné odpovědi při
použití autologní transplantace a v této práci i bortezo-
mibu by se tak tyto dva parametry mohly stát jedním
z prediktivních parametrů pro léčebnou odpověď u všech
léků MM nebo dokonce prognostickým markerem. K to-
mu se budeme moci vyjádřit po delší době sledování.
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