Transfuze 1/06 zlom 28.3.2006 10:25 Strénka 37

@

Plazmatické koncentrace solubilniho endoglinu
u nemocnych s lymfoidnimi malignitami
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Souhrn

ZvySena angiogeneze byla v posledni dobé prokazana u akutnich a chronickych leukemii, lymfomu i myeloprolife-
raci. Endoglin (CD105), ¢len receptorového komplexu pro transformujici rustovy faktor beta (TGF-beta), ovliviiu-
je bunécnou odpovéd na TGF-beta a je absolutné nezbytny pro angiogenni pochody. Solubilni endoglin (sCD105) je
zvySeny v krvi u nemocnych s nékterymi solidnimi nadory. V nasi pilotni studii jsme mérili sCD105 ELISA meto-
dou v plazmé periferni krve u 75 nemocnych s lymfoidnimi malignitami a 13 zdravych dobrovolniku. Zjistili jsme
signifikantné zvySenou koncentraci sCD105 u nemocnych s chronickou B-lymfocytarni leukemii (n = 42) v porov-
nani s kontrolni skupinou (p = 0,0296). Prekvapivym zjisténim bylo signifikantni sniZeni sCD105 u nemocnych
s mnohocetnym myelomem (n = 13, p = 0,0023). Koncentrace solubilniho endoglinu se nelisily od kontrol u difuzni-
ho velkobuné¢ného (n = 12) ani folikularniho (n = 8) lymfomu. Nase data ukazuji, Ze sCD105 jakoZto novy ukazatel
angiogeneze u lymfoidnich malignit miiZe spolecné s dalSimi angiogennimi cytokiny (jako jsou napr. VEGF - vascu-
lar endothelial growth factor nebo bFGF - basic fibroblast growth factor) napomoci komplexnéjsimu zhodnoceni
angiogeneze s cilem prispét k prognostické stratifikaci u téchto onemocnéni.
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of soluble endoglin in patients with lymphoid malignancies

Increased angiogenesis has been recently reported in acute and chronic leukemias, lymphomas, and myeloprolife-
rative disorders. Endoglin (CD105), a member of transforming growth factor beta (TGF-beta) receptor family,
modulates cellular responses to TGF-beta and is absolutely essential for angiogenesis. Its soluble form (sCD105) is
increased in patients with various solid tumors. In our pilot study, we measured peripheral blood plasma concent-
rations of sCD105 using comercially available enzyme-linked immunosorbent assay in 75 patients with lymphoid
malignancies and 13 healthy donors. We found a statistically significant increase in sCD105 concentrations in pati-
ents with B-cell chronic lymphocytic leukemia (n = 42) compared to the control group (p = 0.0296). Suprisingly, pati-
ents with multiple myeloma (n = 13) had significantly lower concentrations of sCD105 in comparison to controls (p =
0.0023). We didn’t find significant differences between sCD105 concentrations in patients with follicular lymphoma
(n = 8) or diffuse large B-cell lymphoma (n = 12) and the control group. We conclude that plasma sCD105 is a new
angiogenesis marker in lymphoid malignancies and together with other cytokines (such as VEGF - vascular endot-
helial growth factor and bFGF - basic fibroblast growth factor) might be useful as a part of complex angiogenesis
assessment aimed to improve prognostic stratification of these disorders.
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sekvenéni homologii s betaglykanem, tedy TGF-beta
receptorem III, a vaZe TGF-betal a 3 s vysokou afinitou
(10). CD105 ovliviiuje bunécné odpovédi na TGF-beta,
¢imzZ se ucastni na vyvoji a remodelaci cév, zejména jako
induktor proliferace endotelii (11). Jeho exprese je speci-
ficka pro proliferujici endotel béhem angiogennich proce-
sit (12). Endoglin mze byt uvolnén v solubilni formé
(sCD105) do krevniho obéhu. Zvysené koncentrace
sCD105 byly nedavno zjiStény u nemocnych se solidnimi
tumory a u myeloidnich malignit (13-16). Podle nasich
informaci dosud nebyla publikovana Zadna studie tykajici
se solubilniho endoglinu u lymfoidnich malignit.

Uvod

Angiogeneze, tedy novotvorba cév z jiz existujici vasku-
latury, je zdsadnim procesem pii rozvoji malignich nadort
(1). Zvysena neovaskularizace byla v poslednich letech
zjisténa u fady hematologickych malignit, napf. akutnich
a chronickych leukemii, lymfomu, mnohocetného myelo-
mu ¢i myeloproliferaci (2—4). Nékteré studie u malignich
onemocnéni krvetvorby prokazaly korelaci mezi zvySenou
angiogenezi a nepiiznivym klinickym pribéhem (5-6).
Endoglin (CD105) je homodimericky transmembranovy
glykoprotein, ktery ma zcela nezastupitelnou ulohu
v angiogenezi. Tento fakt byl prokdzan u mysi s deleci

genu pro endoglin, které umiraji béhem casného intraute-
rinniho vyvoje na mnohocetné srdecni a cévni defekty
(7-9). CD105 tvoii soucast receptorového komplexu pro
transformujici ristovy faktor beta (TGF-beta), vykazuje

Nemocni a metody

V nasi pilotni praci jsme méfili plazmatické koncent-
race solubilniho endoglinu u 75 nemocnych s lymfoidni-
mi malignitami. Spektrum diagnéz bylo néasledujici:
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chronickd B-lymfocytarni leukemie

@

Tab. 1. sCD105 — deskriptivni statistika a porovnani s kontrolami.

(B-CLL, n = 42), mnohocetny myelom

Skupina n Median  Pramér SD  95% IS pruméru  p-hodnota*
(MM, n = 13), folikularni lymfom (FL, [B.CcLL a2 56 6.2 1.9 5,668 0,0296
n = 8) a difuzni velkobunéény lymfom |DLBCL 12 53 52 1.8 4,1-6,4 0,649
(DLBCL, n = 12). Kontrolni skupi- |FL 8 5.2 5.1 1.5 3,8-6.3 0,834
nu tvofilo 13 zdravych dobrovol- MM 13 31 3.3 1.2 2,8-4.2 0,0023

Kontroly 13 5,0 5,0 1,1 4,3-5,6 -

nikd. Pacientské vzorky byly ziskany

od nelécenych nemocnych. Ethyl-endia-
mintetraoctova kyselina (EDTA) byla
pouzita jako antikoagulans. VSechny
vzorky plazmy byly po centrifugaci
zamrazeny pii teploté -80 °C az do méfe-
ni. Solubilni endoglin byl stanoven pomoci komercné
dostupného ELISA kitu (Human Endoglin Quantikine
ELISA kit, R & D Systems, MN, USA). Méfeni bylo pro-
vedeno podle standardni metodiky doporucené vyrobcem.
Citlivost metody je 0,007 ng/ml. Studie byla provedena dle
zasad Helsinské deklarace, schvilena etickou komisi
a nemocni podepsali informovany souhlas. Statisticka ana-
Iyza byla provedena pomoci softwaru Analyse-it (Analyse-
it Software Ltd., Velka Britanie). VSechna data byla testo-
véana na normalitu Shapiro-Wilkovym testem. Pokud bylo
rozdéleni dat normélni (ve skupiné¢ B-CLL, DLBCL, FL,
kontrol), byl k testovani rozdili koncentraci vici kontrolni
skupiné uzit parametricky t-test. V pripadé MM neméla
data normalni rozdé€leni, proto byl pouzit neparametricky
Mann-Whitneydv U test. P-hodnoty nizsi nez 0,05 byly
povazovany za statisticky signifikantni.

Vysledky

Deskriptivni statistika i vysledky testovani rozdila
v koncentracich mezi jednotlivymi onemocnénimi a kon-
trolni skupinou jsou uvedeny v tabulce 1. Solubilni
endoglin byl detekovatelny ve vsSech vzorcich.
Koncentrace u nemocnych s B-CLL byly signifikantné
vyssi oproti kontrolni skupiné (primér + standardni
odchylka 6,2 + 1,9 ng/ml, 95% IS [interval spolehlivos-
ti] 5,6-6,8 ng/ml vs. 5,0 + 1,1 ng/ml, 95% IS 4,3-5,6
ng/ml, p = 0,0296). Prekvapivé byly vyrazné nizsi kon-
centrace sCD105 u mnohocéetného myelomu v porovna-
ni s kontrolami (3,5 + 1,2 ng/ml, 95% IS 2,8—4,2 ng/ml
vs. 5,0 £ 1,1 ng/ml, 95% IS 4,3-5,6 ng/ml, p = 0,0023).

le

B-CLL DLBCL FL MM Kontroly

Obr. 1. Krabickovy graf koncentraci sCD105. Hodnoty jsou v ng/ml.

*vztazend ke kontrolni skupiné. Zkratky: B-CLL = chronicka B-lymfocytarni leukemie; FL =
folikularni lymfom; DLBCL = difuzni velkobunéény lymfom (diffuse large B-cell lympho-
ma); MM = mnohocetny myelom; SD = standardni odchylka (standard deviation); IS, interval
spolehlivosti. V§echny koncentrace jsou uvedeny v ng/ml.

Nebyly zjistény signifikantni rozdily u difuzniho velko-
bunécného lymfomu ani folikuldrniho lymfomu.
Grafické znazornéni distribuce hodnot sCD105 u jednot-
livych skupin je na obrazku 1.

Diskuse

V poslednich letech pribyva diikazd o vyznamu angio-
geneze u hematologickych malignit. Dosud vSak nebyl
identifikovan univerzalni marker angiogeneze a je velmi
pravdépodobné, Ze vzhledem k vyrazné komplexnosti
angiogennich procest a tcasti mnoha cytokinovych sig-
nalnich drah ani nalezen nebude. Domnivame se, Ze spiSe
nez hledani univerzdlniho ukazatele angiogeneze je
vyhodnéjsi komplexni zhodnoceni angiogeneze stanove-
nim vétsiho poctu jak angiogennich aktivatort, tak inhi-
bitord. V na$i pilotni praci jsme se proto zaméfili na
dosud neanalyzovany solubilni endoglin, ktery se angio-
gennich procesti ucastni prostiednictvim signalni cesty
TGF-beta. Prokazali jsme signifikantni zvySeni sCD105
u B-CLL. Naproti tomu u MM jsou z nezndmé pficiny
koncentrace sCD105 vyrazné€ niZsi neZ u kontrol. U lym-
foma nebyly prokazany signifikantni rozdily vici kon-
trolam. Data je vSak nutno interpretovat s opatrnosti
vzhledem k omezenému rozsahu souboru. Na zdkladé
vysledkt této studie planujeme rozsifeni poctu nemoc-
nych a sériové stanoveni sCD105 pied a po 1éCbe€ s cilem
potvrzeni dosavadnich vysledki a stanoveni korelace
s klinickym prabéhem. Stanoveni solubilniho endoglinu
jakoZto nového angiogenniho ukazatele u lymfoidnich
malignit by mohlo pfispét ke komplexnimu zhodnoceni
angiogeneze u téchto onemocnéni.
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