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Souhrn

Uvod: Mnohoéetny myelom (MM) je krevni nadorové onemocnéni, u néhoz byla prokézana zvy$ena mira angioge-
neze. ZvySena hladina hepatocytarniho ristového faktoru (HGF) u konvencni lécby i u 1écby thalidomidem je spoje-
na s nepriznivou prognézou. Nase diivéjsi prace prokazala, Ze i sniZena hladina inhibitoru trombospondinu souvisi
s nepriznivou prognézou po autologni transplantaci. Cilem prace bylo ovérit hypotézu, Ze zvyseni hladiny trombos-
pondinu a sniZeni hladiny HGF koreluje s dobrou 1é¢ebnou odpovédi po 1é¢bé bortezomibem. Metodika a soubor pa-
cientii: Byly hodnoceny hladiny hepatocytarniho rustového faktoru v periferni krvi a trombospondinu v kostni die-
ni v dobé stanoveni diagnézy u celkem 58 pacienti, pricemz u nékterych pacientii byl vySetien jen jeden z faktoru.
Pacienti byli rozdéleni do skupin dle dosazené lécebné odpovédi: kompletni remise (CR), velmi dobra parcialni re-
mise (VGPR), parcialni remise (PR). Pacienti se stabilnim onemocnénim (SD) a s progresi (PG) byli slouceni do sku-
piny nedostatecné odpovédi na lécbu (NoR). Vysledky: Pacienti, kteri dosahli CR, méli signifikantné nizsi hodnoty
HGF v periferni krvi v dobé stanoveni diagnozy nez ostatni (p = 0,14), podobné platilo pro pacienty s VGPR (p =
0,012). Pacienti s CR, méli signifikantné vyssi hodnoty trombospondinu v kostni dfeni pti stanoveni diagnézy nez
ostatni (p = 0,002), podobné platilo pro pacienty s VGPR (p = 0,001). Koncentrace trombospondinu v kostni dieni
ani HGF v periferni krvi se neliSily ve skupinach rozdélenych dle poc¢tu predchozich 1é¢ebnych linii s pouziti statis-
tického testu ANOVA Kruskala-Wallise (p = 0,063) pro trombospondin, (p = 0,077) pro HGF. Zavér: Vysoka hladina
trombospondinu v plazmé kostni dfené u pacientii dobre reagujicich na 1écbu bortezomibem je novym doposud ne-
publikovanym prognostickym faktorem. Spolecné s potvrzenim nizsi hladiny aktivatoru angiogeneze HGF u pacien-
ta s dobrou lééebnou odpovédi a vyznamu dosazené 1é¢ebné odpovédi, mohou byt hladiny trombospondinu a HGF
pri stanoveni diagnézy vyznamnym prediktorem lé¢ebné odpovédi.
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Summary

Svachova H., Pour L., Almasi M., Némec P., Kralova D., Kovatrova L., Penka M., Vorlicek J.,
Hajek 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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Uvod

Mnohocetny myelom (MM) je druhym nejcastéjSim
krevnim nddorovym onemocnénim, které je charakterizo-
véno proliferaci malignich plazmocytd. Je prvnim krevnim
nddorovym onemocnénim, kde byla prokdzana zvySend mi-
ra angiogeneze. Poprvé byla prokdzana zvySend mikrova-
skuldrni denzita u pacientd s myelomem v devadesatych
letech minulého stoleti a dnes je jiZ jednoznacné prokdza-
na klicovd dloha angiogeneze v patogenezi mnohocetné-
ho myelomu (1, 2). Stupeinl angiogeneze je zavisly na rov-
novaze aktivatort a inhibitord. Pfi pfevaze inhibitor je an-
giogeneze tlumena a naopak. U mnohocetného myelomu
byly intenzivné zkoumany zejména aktivitory vaskularni
endotelovy rastovy faktor (VEGF), bazicky fibroblastovy
rastovy faktor (bFGF), hepatocytarni ristovy faktor (HGF)
(4-7). Vysledky nejsou u vSech faktorl zcela jednoznacné,
nicméné je patrné, Ze nejvetsi vyznam pro patogenezi i pro-
gnézu pri pouziti konvenéni 1é¢by md HGF (4-7). Coz by-
lo potvrzeno i nasi praci na rozsahlém souboru pacienti (8).
Recentni prace upozoriiujf na zdsadni vliv HGF na kostn{
nadorovou chorobu u MM (9).

Inhibitory jsou mnohem méné popsanou skupinou cy-
tokind zapojenych do procesu angiogeneze. Jejich vy-
znam u mnohocetného myelomu nebyl rozsahleji popsan.
Pouze v naSem souboru pacientl byl prokdzan vyznam
trombospondinu pro 1é¢ebnou odpovéd po autologni
transplantaci a jeho zvySeni po uspésné 1écbé (8).

V poslednich letech se stdvd nedilnou soucdsti algorit-
mi pro 1é¢bu mnohocetného myelomu inhibitor proteazo-
mu bortezomib. Byl prokdzan jeho zdsadni pfinos pro pa-
cienty v relapsu i v primolécbé (10, 11). V preklinickych
studiich byla pozorovana inhibice angiogeneze timto 1ékem
u celé fady solidnich nadord tak i u krevnich nadorovych
onemocnéni (12, 13). Byly publikovany i prace, které hod-
noti vliv bortezomibu na mikrovaskuldrni denzitu u paci-
entll s myelomem, nebyl vSak pozorovan zasadni efekt na
sniZenf tohoto ukazatele angiogeneze, ani nebyl prokdzan
vliv na hladiny aktivatord angiogeneze (14—16).

Cilem této prace bylo sledovani koncentrace trombo-
spondinu v plazmé kostn{ dfené (PKD) a HGF plazmé pe-
riferni krve (PP) pfed lécbou u pacientii s MM, ktef{ by-
li 1é¢eni bortezomibem. Hodnocené cytokiny byly vybra-
ny na zaklad€ naSich vysledki u pacientt léCenych auto-
lognf transplantaci (8) a na zdkladé publikovanych vysled-
ki, které potvrzuji vyznam HGF a trombospondinu v pa-
togenezi MM (5, 7, 16). Préce si kladla za cil potvrdit
hypotézu, Ze nizké hladiny aktivitorti a zvySené hladiny
inhibitorti u pacientd podstupujich 1é¢bu bortezomibem
predikuji dobrou lé¢ebnou odpovéd, tedy sniZeni stupné
angiogeneze a nizsi miru agresivity onemocnéni.

punkce, nebo trepanobiopsie s odbérem kostni diené,
a odbér periferni Zilni krve. Dfen i periferni krev byly ode-
brany do EDTA. Nesrazliva krev a dfen v odbérovych
zkumavkdach byla centrifugovana pfi pokojové teploté 15
min. PKD pouzitd pro hodnoceni faktor angiogeneze by-
la vZdy zpracovana z prvniho mililitru odebrané dfen¢.

Meéreni hladin jednotlivych faktorii: Méfeni bylo prova-
déno metodikou ELISA podle firemnich doporuceni. Pou-
Zity byly nasledujici kity, pro HGF (Elisa kit Human HGF,
R&D systems), pro Trombospondin (Elisa kit Human TSP
-1, ChemoKine TM). Samotné méfeni probéhlo na piistro-
j1 ELISA Reader Asys Atlantis Expert Plus Biochrom. Kon-
centrace byly stanoveny za pomoci Software KIM.
Soubor pacientii

Byly méfeny vzorky od celkem 58 pacientl 1é¢enych
bortezomibem. Jednalo se prevazné o pacienty v relapsu
44/58 (76 %). Pramérny vek pacienttl byl 64,8 let. Medi-
an sledovani od zahdjeni 1écby bortezomibem ¢inil 15,9
mésicl, a medidn sledovani od stanoveni diagnézy byl
524 mésich. Ne u vech pacientii bylo mozné hodnoce-
ni vybranych faktorli angiogeneze, protoze v pribéhu
zpracovani doslo k hemolyze vzorku. Pfesny pocet paci-
entl je uveden v odstavci ,,Vysledky“. Ostatni charakte-
ristiky souboru tykajici se véku, pohlavi, klinického sta-
dia jsou uvedeny v tabulce 1. PouZito bylo standardni
hodnoceni 1é¢ebné odpovédi dle International Myeloma

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

Charakteristika n
Pohlavi: M/Z 32/26
Medidn véku, roky 64.8 (44,1-79,6)
Durie-Salmon stadium I/TI/ITT 0/11/47
Durie-Salmon stadium A/B 43/15
1zotyp: IgG/IgA/LC/ostatni 32/15/5/6
Lehky fetézec: kappa/lambda 38/20

ISS stadium I/TII/I1T 28/15/14
Predchozi 1éCebné linie 0/1/2/3 nebo vice 14/20/16/8
Medidn sledovani od zahdjeni 1écby, mésice 15,9 (1-45)

Working Group (17) s kategoriemi kompletni remise
(CR), velmi dobra parcidlni remise (VGPR), parcidlnf re-
mise (PR), stabilni onemocnéni (SD) a progrese (PG). Pro
potieby naseho hodnoceni byly skupiny pacientti se SD
a PG slouceni do skupiny nedostatecné odpovédi na 1é¢-
bu (NoR).

Statistické hodnoceni: Vysledky byly hodnoceny s vy-
uzitim 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 dvé kategorie) a statistickym tes-
tem ANOVA Kruskala-Wallise (u tif kategorii). Vztah
trombospondinu byl hodnocen t-testem a Anovou.

Material a metody

Vysledky

Ziskdni a zpracovdni materidlu: Po podepsani informo-
vaného souhlasu byla provedena standardni sterndlni

Hladiny HGF byly méfeny u 52 pacient v PP. Medi-
an namérenych hodnot €inil 1735,0 pg/ml s rozmezim
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Tab. 2. Koncentrace HGF pred 1é¢bou u pacientti s CR a ostatnich.

Lécebnd odpovéd’ CR Ostatni
N 11 41
pramér (SD) 11178 (658,3) 2996.8 (2071.,7)
median 12600 24300
min-max 6,0-1860.,0 30,2-6000,0
Pacienti s CR méli vyznamné nizsi hladinu HGF nez ostatni (p = 0,014).

Vysvétlivky: Koncentrace HGF je uvedena v pg/ml. HGF — hepatocy-
tarn{ rastovy faktor, CR — kompletni remise.

Tab. 3. Koncentrace HGF pred 1é¢bou u pacientd s VGPR nebo lepsi
a ostatnich.

Lééebnd odpovéd’ CR+VGPR Ostatni
N 20 32
pramér (SD) 1732,3 (1808,7) 3141,3 (1967.8)
medidn 11550 28250
min-max 6-6000 355-6000
Pacienti s VGPR nebo lepsi méli vyznamné nizsi hladinu HGF neZ
ostatni (p = 0,002).

Vysvétlivky: Koncentrace HGF je uvedena v pg/ml. HGF — hepatocy-
tarni rastovy faktor; CR — kompletni remise; VGPR — velmi dobrd par-
cidlni remise.

Tab. 4. Koncentrace trombospondinu pfed 1é¢bou u pacientd s CR
a ostatnich.

Lécebnd odpovéd’ CR Ostatni
N 12 39
primér (SD) 583.8 (107.7) 399,3 (187.8)
median 5730 4000
min-max 406-816 103-812
Pacienti s CR méli vyznamné vyssi hladinu trombospondinu nez
ostatni (p = 0,014).

Vysvétlivky: Koncentrace trombospondinu je uvedena v pg/ml. CR —
kompletni remise.

Tab. 5. Koncentrace trombospondinu pred lé¢bou u pacientd s VGPR
nebo lepsi a u ostatnich.

Lécebnd odpovéd’ CR+VGPR Ostatni
N 21 30
pramér (SD) 5770 (1414) 348,6 (159.3)
median 5820 3370
min-max 232-816 103-672
Pacienti s VGPR nebo leps$i méli vyznamné vyssi hladinu trombo-
spondinu nez ostatni (p = 0,014).

Vysvétlivky: Koncentrace HGF je uvedena v pg/ml. VGPR — velmi dob-
rd parcidlni remise; CR — kompletni remise.

6,0-6000,0 pg/ml. U 38 % pacientti (20/52) s 1é¢ebnou od-
povédi minimalné VGPR byl medidn 1155,0 (6-2844)
pg/ml, u 25 % pacientti (13/52), ktefi dosdhli PR, 2670,0
(355-6000) pg/ml a u 37 % pacientt (19/52) s nedostatec-
nou odpovédi na lé¢bu bortezomibem 2980,0 (763—-6000)
pg/ml. Pti porovnani vSech tif skupin pacientid rozdélenych
dle 1é¢ebné odpoveédi pomoci Anovy Kruskala Wallise byl
prokdzan statisticky signifikantni rozdil (p = 0,042).
Pacienti, ktefi dosdhli CR, méli signifikantné niZsi hod-
noty HGF v periferni krvi pfi zahdjeni diagndzy nez ostat-

ni (p =0,014), podobné platilo pro pacienty, ktefi dosah-
li alespont VGPR (p = 0,012). Podrobné tabulky 2 a 3.

Hladiny trombospondinu byly méfeny u 51 pacientt
v plazmé kostn{ dfené. Medidn naméfenych hodnot Cinil
446.,0 pg/ml s rozmezim 103,0-816,0 pg/ml. U 41 % pa-
cientl (21/51) s 1é¢ebnou odpovédi CR a VGPR byl me-
didn koncentraci trombospondinu 582,0 (232-816) pg/ml,
u 25 % pacientt (13/51), ktefi dosahli PR, ¢inil medidn
4030 (103-672) pg/ml a u 34 % pacientti (19/52) s ne-
dostatecnou odpovédi na lé¢bu bortezomibem 285,0
(96-572) pg/ml. Pfi porovnani vSech tfi skupin pacientt
rozdélenych dle 1é¢ebné odpovédi pomoci statistického
testu ANOVA Kruskala-Wallise byl prokdzan statisticky
signifikantni rozdil (p = 0,001).

Pacienti, ktef{ dosdhli CR, méli signifikantné vyssi hod-
noty trombospondinu v kostni dfeni v dob¢ stanoveni di-
agndzy nez ostatni (p = 0,002), podobné platilo pro paci-
enty alesponi s VGPR (p =0,001) Podrobné tabulky 4 a 5.

Koncentrace trombospondinu v kostni dieni ani HGF
v periferni krvi se neliSily ve skupinach pacienti rozdé-
lenych podle poctu predchozich 1écebnych linif pii pou-
ziti statistického testu ANOVA Kruskala-Wallise (p =
0,063) pro trombospondin, (p = 0,077) pro HGF.

Pii stanoveni prahové koncentrace pro HGF 3000
pg/ml a pro trombospondin 450 pg/ml bylo ve skupiné pa-
cientl, ktef{ dosdhli CR a/nebo VGPR celkem 71,4 %
(15/21) pacientl s niz§im HGF a vys$§im trombospondi-
nem nez byla stanovena prahova koncentrace. Zaroven 80
% (12/15) pacientt, ktefi dosdhli horsi 1é¢ebné odpoveé-
di, mélo vyssi hodnotu HGF a nizsi hodnotu trombospon-
dinu neZ stanovend prahova koncentrace.

Diskuse

Zvyseny stupen angiogeneze v kostn{ dieni je klicCovym
krokem v patogenezi mnohocetného myelomu (3, 18).
Angiogeneze je slozity proces, ve kterém je zapojena fa-
da aktivatorti a inhibitortl a jejich rovnovéha je podstat-
nd pro finalni vystup (18). Cely proces je ovliviiovan fa-
dou slozitych interakci mezi buikami mikroprostred{
s bunikami vlastniho nadoru.

Jednou z moZnosti monitorovani angiogeneze je meé-
fen{ hladin faktord zapojenych do procesu angiogeneze
(5, 18, 19). Hodnoceni aktivatorii angiogeneze bylo opa-
kované publikovano ve svétovém pisemnictvi pfi pouZi-
tf konvencni 1écby a rovnéz pri lécbe thalidomidem (3-5,
20). Vyznamem inhibitorti angiogeneze se doposud zaby-
vala pouze jedna prace dohledatelnd v databdzi Medline
(19). Tato prace polskych autord porovnavala pouze hod-
noty endostatinu v séru periferni krve u zdravych jedin-
cl a pacient s myelomem. V tomto souboru pacientt by-
la hodnota endostatinu zvySena u pacienti s MM oproti
kontroldam, jiné korelace nebyly zjiStény. Jednalo se vSak
o soubor 84 pacientil a 13 kontrol a rozdily v absolutnich
hodnotach nebyly vyznamné, hodnocena byla hladina en-
dostatinu v séru periferni krve, kterd mtize byt patrné za-
sadné ovlivnéna jinymi faktory. Pouze dvé publikované
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prace se zabyvaji bortezomibem a méfenim faktord an-
giogeneze. Obé prace hodnoti vyznam aktivatord pred
1é¢bou bortezomibem. Price $panélskych autord nepro-
kdzala vliv vstupni hladiny VEGF na prognézu nemoc-
nych 1é¢enych bortezomibem (16). Prace Terpose a kol.
(2008) prokazala sniZzeni hodnoty VEGF a bFGF po 1é¢-
bé bortezomibem (14). Prace hodnotici hladiny jednotli-
vych faktord angiogeneze maji pomérné rozdilné vysled-
ky. Jednim z moZnych vysvétleni miZe byt i fakt, Ze hod-
noceni z PKD je provadéno v rtiznych fazich odbéru. Jak
jsme prokazali v nasi predchozi préci, je nutné hodnotit
jednotlivé faktory ihned z prvniho mililitru odebrané dre-
né (21). V nasi praci byl u konvencni 1é€by zakoncené au-
tologni transplantaci prokdzan zasadni vliv HGF a trom-
bospondinu na lé¢ebnou odpovéd, kdy pacienti s vysokou
vstupni hodnotou trombospondinu a nizkou hodnotou
HGF dosdhli lepsi 1écebné odpovédi nez ostatni pacien-
ti. Podle vysledki této prace je mozno pouzit méteni HGF
v periferni plazmé, ale pro hodnoceni trombospondinu je
nutné pouzit plazmu ziskanou z kostn{ dfené, protoze hod-
noty v periferii jsou znacné zkresleny (8). Proto byly pro
hodnoceni angiogeneze pii lécbé bortezomibem pouzity
pravé tyto dva faktory.

V naSem souboru byly porovnany hladiny HGF a trom-
bospondinu pred zahdjenim 1é¢by bortezomibem. Pacien-
ti byli rozdéleni na skupiny podle dosazené 1é¢ebné od-
povédi. Pacienti s dosaZenou VGPR a lepSi méli statis-
ticky signifikantné niZsi hladiny HGF v PP a vyS§i hod-
noty trombospondinu v PKD neZ pacienti s horsi 1éceb-
nou odpovédi na bortezomib. Vysledky nasi prace jsou
puvodni praci, kterd poprvé analyzuje vyznam aktivéto-
ru (HGF) a inhibitoru (trombospondin) angiogeneze
u MM pri 1écbé bortezomibem. Vysledky naznacuji, ze
zmény angiogennich faktord jsou pravdépodobné jen od-
razem déju, které souvisi s pfimym ¢i nepfimym proti-
nadorovym uc¢inkem lé¢by na myelomové bunky obecné.
K této domnénce nds vedou nase predchozi data ziskana
méfenim koncentrace HGF a trombospondinu u pacien-
tt pfed 1é¢bou autologni transplantaci. Hodnoty HGF
v PPK a trombospondinu v PKD s ohledem na 1é¢ebnou
odpovéd byly stejné (8).

Vzhledem k analyzovanému poctu pacientd nelze za-
tim urcit vypovidajici prediktivni hodnotu pro namérené
hodnoty HGF a trombospondinu. Nicméné z na$i analy-
zy jasné vyplyva, Ze pacienti s nizkou vstupni koncent-
racif HGF a vysokou koncentraci trombospondinu majf vi-
ce nez 70 % zastoupeni alesponn VGPR. A naopak pacien-
ti s vysokou vstupni koncentraci HGF a nizkou koncent-
raci trombospondinu v 80 % této odpovédi nedosahuji.
Coz signalizuje, Ze pfi vét§im poctu pacientli by mohla
byt potvrzena vysokd specificita i senzitivita téchto vy-
Setfent.

Pfi pouZiti novych 1€kt thalidomidu, bortezomibu a le-
nalidomidu vétSina klasickych biochemickych i cytoge-
netickych parametrti pouzivanych jako prognostické mar-
kery u konvenc¢ni 1é¢by selhdva. Zda se, Ze nové Iéky, ze-
jména pak bortezomib, prekondva negativni dopad téch-
to parametri (22-24). V podstaté tak neexistuje jedno-

duchy prognosticky parametr hodnotitelny pred 1é¢bou
a jednotny pro vSechny pouZivané 1é¢ebné modality. Av-
Sak dosaZeni CR po jakékoliv 1é€bé je povazovano za za-
sadni prognosticky faktor (25-27). Pfi ndmi prokdzaném
vztahu HGF a trombospondinu a lé¢ebné odpovédi pri
pouZiti autologni transplantace a v této préci i bortezo-
mibu by se tak tyto dva parametry mohly stit jednim
z prediktivnich parametr@ pro 1é¢ebnou odpovéd u viech
1kt MM nebo dokonce prognostickym markerem. K to-
mu se budeme moci vyjadrit po delsi dobé sledovani.
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