
Úvod
Hodnocení prognostických faktorů
hraje u mnohočetného myelomu
(MM) stěžejní roli při stanovení zá-
važnosti onemocnění a umožňuje
bližší posouzení individuálního cha-
rakteru a tíže nemoci. Standardně
používané prognostické faktory (sé-
rové hodnoty β-2-mikroglobulinu, ty-

midinkinázy, albuminu, cytogenetické
změny aj) odrážejí především aktuální
stav onemocnění, tj. velikost nádo-
rové masy, agresivitu nemoci, případně
rozsah poškození tkání, méně však
vypovídají o vlastním průběhu one-
mocnění a změnách růstových nebo
proliferačních vlastností nádorové
tkáně [1–3].

Předložená studie je zaměřena na
hodnocení dvou biologických para-
metrů plazmatických buněk, proliferač-
ního indexu (propidium-jodidového,
PC-PI/CD138) a indexu apoptózy (ane-
xin-V index, PC-AI/CD138) myelomo-
vých plazmocytů. Oba parametry přispí-
vají k hodnocení vnitřních biologických
vlastností nádorového klonu a zejména
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Souhrn: Úvod: Proliferační a apoptotický index patří mezi významné prognostické faktory mnohočetného myelomu (MM). Cílem
studie bylo jejich hodnocení v průběhu MM z hlediska aktivity onemocnění a možného klinického využití. Metodika: Hodnocen byl
soubor 120 nemocných, 49 při diagnóze, 36 v progresi a 35 ve fázi remise MM. Proliferační a apoptotický index byly posuzovány
dle dosažené léčebné odezvy a u nemocných v remisi v porovnání s následnou progresí. Proliferační potenciál byl měřen pomocí
propidium-jodidového indexu (PC-PI/CD138), apoptóza pomocí anexinu-V (PC-AI/CD138), vyhodnocených metodou průtokové cyto-
metrie. Výsledky: V souboru 49 nově diagnostikovaných nemocných došlo při dosažení remise k poklesu PC-PI (M 2,9–2,1,
p < 0,0001) a vzestupu PC-AI (M 4,7–8,6, p < 0,0001). U nemocných bez léčebné odezvy nebyl rozdíl v PC-PI (p = NS), zatímco
PC-AI poklesl (M 6,2–3,9, p = 0,004). U 36 nemocných v progresi MM s léčebnou odezvou došlo k poklesu PC-PI (M 2,9–2,2,
p < 0,0001) a nárůstu PC-AI (M 4,6–8,8, p = 0,019). Při nedosažení léčebné odezvy nebyl rozdíl v žádném z ukazatelů (p = NS).
U 35 nemocných v remisi s rozvojem progrese narůstá PC-PI (M 2,3–2,7, p < 0,0001) a klesá PC-AI (M 8,3–4,2, p < 0,0001). Závěr:
Ze studie vyplynulo, že sledování PC-PI a PC-AI v průběhu různých fází MM je přínosné z hlediska posouzení změn proliferační akti-
vity a stupně apoptózy myelomových buněk. Sledování obou parametrů umožňuje včas předvídat nastupující progresi onemocnění.
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Assessment of plasmatic cell proliferation and apoptosis indexes in the course of multiple myeloma 
Summary: Introduction: The proliferation and apoptosis indexes are a significant prognostic factor in multiple myeloma (MM). The
objective of the study was to assess the indexes in the course of MM from the point of view of the disease activity and potential clin-
ical use. Method: A sample of 120 patients was studies, of which 49 at diagnosis, 36 in progression and 35 in remission. The proli-
feration and apoptosis indexes were assessed according to the achieved treatment response and were compared with subsequent
progression in patients in remission. The proliferation potential was measured with the propidium-iodide index (PC-PI/CD138),
apoptosis was measured with annexine-V (PC-AI/CD138), assessed by the method of flow cytometry. Results: The sample of 49 newly
diagnosed patients recorded a decrease in PC-PI (M 2.9–2.1, p < 0.0001) and an increase in PC-Al (M 4.7–8.6, p < 0.0001) at remis-
sion. Patients without treatment response showed no difference in PC-PI (p = NS), while PC-Al decreased (M 6.2–3.9, p = 0.004).
The sample of 36 patients in MM progression with treatment response recorded a decrease in PC-PI (M 2.9–2.2, p < 0.0001) and
an increase in PC-Al  (M 4.6–8.8, p < 0.019). There was no difference in any of the indicators (p = NS) in cases with zero treatment
response. 35 patients in remission with developing progression recorded an increase in PC-Pl (M 2.3–2.7, p < 0.0001) and
a decrease in PC-Al (M 8.3–4.2, p < 0.0001). Conclusion: The study has shown that monitoring PC-Pl and PC-Al in the course of dif-
ferent phases of MM is beneficial from the point of view of the assessment of changes in the proliferation activity and the degree
of apoptosis of myeloma cells. Monitoring the two parametres allows for timely prediction of disease progression.
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proliferační index je v současnosti po-
važován za stěžejní prognostický faktor
MM [4–17], zatímco o výpovědní schop-
nosti apoptotických vlastností myelo-
mové populace je prozatím jen omezený
počet zpráv [11–13,16,17]. Předností
obou hodnocených parametrů je okol-
nost, že nejsou pouze stacionárními
ukazateli, ale odrážejí dynamiku vnitř-
ních změn myelomové populace. Bez-
prostřední náplní studie bylo zhodno-
cení změn obou uvedených indexů v růz-
ných fázích MM, s posouzením jejich
vztahu ke klinické aktivitě onemocnění.

Soubor nemocných a metodika
Byla hodnocena sestava 120 nemoc-
ných s MM ve věku 44–85 let (me-

dián 66 let), 58 mužů (48 %) a 62 žen
(52 %), splňujících EBMT kritéria ne-
moci [18]. V aktivní fázi MM bylo 85 pa-
cientů (71 %), z toho 49 vyšetřených
při diagnóze a 36 v období progrese
a/nebo relapsu onemocnění. Dle vý-
sledku léčby byli nemocní rozděleni
na skupinu s léčebnou odezvou (do-
sažení alespoň parciální remise dle
EBMT kritérií [20]) a na skupinu bez
dosažení léčebné odezvy. Skupina 35 ne-
mocných byla vyšetřena ve fázi remise
onemocnění dosažené předchozí che-
moterapií a v období progrese/re-
lapsu nemoci.

V analyzovaném souboru byla po-
užita jednak konvenční chemoterapie
(režimy VAD, MP, VBMCP, CyVAD

a CIDex) u 66 nemocných (55 %)
a jednak vysokodávkovaná chemote-
rapie s podporou autologní transplan-
tace periferních kmenových buněk
(54 nemocných, 45 %). Nemocní lé-
čení nově zavedenými léky s biologic-
kým účinkem (talidomid, bortezomib)
nebyli do souboru zařazeni z důvodu
mechanizmu účinku těchto léků, který
na rozdíl od standardních režimů za-
hrnuje významný podíl indukce apo-
ptózy a působení přes kaskádu cyto-
kinů, které ovlivňují i proliferační cha-
rakteristiky myelomových plazmocytů
[2,21–23]. Tato skupina bude ještě
předmětem bližšího zkoumání.

Proliferační aktivita plazmatických
buněk byla hodnocena z aspirátu
kostní dřeně pomocí propidium-jodi-
dového indexu, měřeného metodou
průtokové cytometrie (DNA – Prep Rea-
gents Kit, Coulter, software Multicycle
firmy Phoenix), při níž naměřené hod-
noty odrážejí procentuální zastoupení
plazmatických buněk v S-fázi buněč-
ného cyklu. Byla využita technika dvo-
jího barvení, přičemž plazmatické buňky
byly identifikovány pomocí monoklo-
nální protilátky proti syndekanu-1
(CD138) a S-fáze vyhodnocena po inkor-
poraci propidium-jodidu do jaderné
DNA. Průměrný počet buněk hodno-
cených s pomocí průtokové cytomet-
rie byl 2 000–4 000. Stupeň apoptózy
myelomových buněk byl měřen po-
mocí indexu anexinu-V metodou průto-
kové cytometrie. Po separaci aspirátu
kostní dřeně a identifikaci plazmatic-
kých buněk s pomocí monoklonální
protilátky anti-CD138 (CD138 PE, Bio-
tech), byly buňky inkubovány, promyty
PBS (phosphate-buffered saline) a re-
suspendovány v roztoku. K detekci ex-
prese molekul fosfatidylserinu na
povrchu apoptotických buněk byl ná-
sledně použit anexin-V FITC kit (Immu-
notech, Marseille).

Ke statistickému vyhodnocení byl
použit Studentův t-test, ANOVA a ne-
parametrický test dle Manna-Whit-
neye, na hladině statistické význam-
nosti p < 0,05.
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Graf 1. Srovnání proliferačního (PC-PI) a apoptotického (PC-AI) indexu plaz-
matických buněk při diagnóze mnohočetného myelomu. Ve skupině nemoc-
ných s mnohočetným myelomem při diagnóze onemocnění (n = 49) dochází
u nemocných s léčebnou odezvou (n = 30) k signifikantnímu poklesu prolife-
race (A) spolu s vzestupem apoptózy (C), zatímco u nemocných s chybějící lé-
čebnou odezvou (n = 19) nedochází ke změně proliferačního indexu (B), za-
tímco apoptóza významně klesá (D).

PC-PI – propidium jodidový (proliferační) index plazmatických buněk, PC-AI – anexin-V
(apoptotický) index plazmatických buněk
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C D

Léčebná odezva Bez odezvy

PC-PI PC-PI

PC-AI PC-AI



Výsledky
Ve skupině nemocných hodnocených
při diagnóze MM (n = 49) došlo v sou-
boru pacientů s léčebnou odezvou (n =
= 30) ke statisticky významnému po-
klesu hodnoty indexu PC-PI (M 2,9–2,1,
p < 0,0001) a současně k vzestupu
PC-AI (M 4,7–8,6, p < 0,0001). Ve
skupině 19 nemocných, u nichž ne-
došlo k dosažení léčebné odezvy, zů-
stala hodnota indexu PC-PI vysoká
(M 2,5–2,6, p = 0,756), zatímco in-
dex PC-AI statisticky významně po-
klesl (M 6,2–3,9, p = 0,004), graf 1.

Ve skupině 36 nemocných vyšetře-
ných v období progrese a/nebo rela-
psu onemocnění byl zaznamenán
v souboru 17 nemocných s léčebnou
odezvou pokles PC-PI (M 2,9–2,2,
p < 0,0001) spolu se vzestupem PC-AI
(M 4,6–8,8, p = 0,019). U zbývajících
19 nemocných, kteří nedosáhli léčeb-
né odezvy, nebyl zaznamenán statis-
ticky významný rozdíl v hodnotách in-
dexu PC-PI (M 3,0–2,8, p = 0,730)
ani PC-AI (M 5,0–4,7, p = 0,497),
graf 2.

Ve skupině 35 nemocných hodno-
cených ve stabilní/plateau fázi one-
mocnění byl zaznamenán při vyšetření
v období následné progrese opačný
trend, tj. při přechodu z remise do ak-
tivní fáze MM došlo k významnému
vzestupu indexu PC-PI (M 2,3–2,7,
p < 0,0001) a současnému poklesu in-
dexu PC-AI (M 8,3–4,2, p < 0,0001),
graf 3.

Diskuse
Hodnocení proliferačního potenciálu
plazmatických buněk u MM je dlou-
hodobě uznávanou, ale v klinické praxi
všeobecně málo využívanou charak-
teristikou, a to i přes její jednoznačný
a významný vztah k prognóze one-
mocnění [5–19]. V řadě prací byl pro-
kázán vztah vysokých hodnot prolife-
račního potenciálu při diagnóze MM
a nepříznivé prognózy, naopak nízké
hodnoty proliferace značily prognózu
příznivou [7,8,10,11,13]. Teprve zave-
dení propidium-jodidového indexu
(PC-PI) přineslo technicky poměrně
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Graf 2. Srovnání proliferačního (PC-PI) a apoptotického (PC-AI) indexu plaz-
matických buněk při progresi/relapsu mnohočetného myelomu. Ve skupině
nemocných s mnohočetným myelomem při progresi/relapsu onemocnění
(n = 36) dochází u nemocných s léčebnou odezvou (n = 17) k signifikantnímu
poklesu proliferace (A) spolu s vzestupem apoptózy (C), zatímco u nemocných
s chybějící léčebnou odezvou (n = 19) nedochází ke změně proliferačního in-
dexu (B), ani indexu apoptózy (D).

PC-PI – propidium jodidový (proliferační) index plazmatických buněk. PC-AI – anexin-V
(apoptotický) index plazmatických buněk
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Graf 3. Srovnání proliferačního (PC-PI) a apoptotického (PC-AI) indexu u ne-
mocných s mnohočetným myelomem v remisi a následné progresi onemoc-
nění. Ve skupině nemocných hodnocených nejprve ve stabilní fázi (v dlouho-
dobé remisi) a následně při progresi/relapsu mnohočetného myelomu dochází
k současnému vzestupu proliferace (A) a poklesu apoptózy (B) myelomových
plazmocytů. 

PC-PI – propidium jodidový (proliferační) index plazmatických buněk, PC-AI – anexin-V
(apoptotický) index plazmatických buněk
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snadnou, rychlou a ekonomicky do-
stupnou metodu hodnocení prolife-
rační aktivity myelomových buněk [12,
14,15].

Některá z předchozích sdělení kladla
proliferační potenciál na přední místo
mezi ostatními prognostickými fak-
tory [10,24,25], byly dokonce navr-
ženy i stážovací systémy MM založené
na hodnotě proliferačního potenciálu
[9,26]. Nárůst proliferačního poten-
ciálu byl v souladu se závěry vyplývají-
cími z předložené studie spojován se
ztrátou plateau fáze onemocnění
a jako odraz aktivity MM [10], nebo
jako faktor progrese onemocnění u che-
morezistentní nádorové populace [6].
Na rozdíl od většiny konvenčních uka-
zatelů však vykazuje PC-PI právě dy-
namiku odpovídající aktuální biolo-
gické aktivitě onemocnění, jeho sle-
dování proto přispívá k posouzení
budoucího průběhu MM. U původně
aktivní formy onemocnění lze při po-
klesu PC-PI předpokládat dobrou léčeb-
nou odpověď, naopak přetrvávající
vysoké hodnoty signalizují nedosta-
tečný léčebný efekt a nepříznivý prů-
běh choroby. Vzestup PC-PI v období
stabilní fáze MM napomáhá k pod-
chycení nastupující progrese a/nebo
relapsu onemocnění.

Hodnocením apoptotického indexu
myelomových plazmocytů se doposud
zabývalo poměrně málo klinicky orien-
tovaných studií [11–17]. Byl zazna-
menán vztah k prognóze onemocnění,
při němž odlišovala nízká hodnota
apoptózy skupinu s nepříznivou pro-
gnózou a vysoká hodnota oddělovala
nemocné s prognózou příznivou [11,
13,16]. Dosud však nebyla cíleněji
diskutována otázka kinetiky PC-AI ve
vztahu ke klinické aktivitě MM. V před-
ložené studii byl obdobně jako v pří-
padě hodnocení indexu proliferace
prokázán také u indexu PC-AI vý-
znam pro hodnocení změn aktivity
MM v průběhu onemocnění. Bylo zjiš-
těno, že v případě dosažení léčebné
odezvy PC-AI narůstá, zatímco u refrak-
terní formy choroby zůstávají hodnoty

nízké a v případě vzestupu aktivity
MM dochází naopak k poklesu PC-AI.

Stejně jako v předchozích sděleních
vzešlých z našeho pracoviště byla ově-
řena koncepce inverzního recipročního
vztahu mezi stupněm proliferace
a apoptózy myelomových plazmocytů
[12]. Nutno ovšem poznamenat, že uve-
dený vztah má platnost všeobecnou,
a nikoliv pro všechny vyšetřené jedince.
Byli pozorováni i nemocní, u nichž do-
cházelo izolovaně k významné změně
pouze jednoho parametru, nebo se
oba indexy chovaly dokonce souhlasně
– tedy nemocní, u nichž narůstal in-
dex proliferace myelomových buněk
bez poklesu, či dokonce s nárůstem
indexu apoptózy, nebo nemocní,
u nichž docházelo ke změně hodnoty
apoptotického indexu bez očekávané
změny ve výši indexu proliferace. Je
nasnadě, že tato podskupina nemoc-
ných bude po dostatečném rozšíření
souboru blíže analyzována.

Srovnání grafického vyjádření indexů
proliferace a apoptózy prokázalo jisté
překrývání mezních hodnot obou pa-
rametrů v různých fázích průběhu MM,
a to zřetelnější u indexu apoptózy.
Příčinou je zřejmě okolnost, že v pro-
cesu apoptózy se uplatňuje řada vnitř-
ních i vnějších vlivů, nezávislých na ki-
netických vlastnostech myelomových
plazmocytů, podílejících se na zahá-
jení programované buněčné smrti
myelomových buněk [27]. Nelze opo-
menout ani vliv podané chemotera-
pie, kdy „radikálnější“ léčba více po-
tlačí aktivní maligní klon než léčba
„mírná“, u které přežívá vyšší procen-
to aktivních buněk (tedy buněk s vy-
sokou proliferací a nízkou apoptó-
zou) [2,25].

Za významný přínos hodnocení
stupně proliferace a apoptózy myelo-
mových plazmocytů lze považovat
posouzení tzv. „hraničních stavů“, kdy
konvenční kritéria nepostačují k defi-
nitivnímu hodnocení aktivity nemoci.
Využití PC-PI a PC-AI v rámci pro-
gnostické, případně i terapeutické
rozvahy podstatně přispívá k posou-
zení vnitřní biologické aktivity ma-

ligního klonu. V případě dlouhodo-
bého sledování nemocných, kteří do-
sáhli částečné remise, může hodno-
cení kinetiky myelomových plazmocytů
významně přispět k podchycení inci-
pientní progrese MM.

Propidium-jodidový a anexin-V in-
dex jsou samozřejmě pouze jednou
z mnoha metod hodnocení stupně
proliferace a apoptózy myelomových
buněk. K hodnocení buněčné prolife-
race byl v minulosti používán např.
H3-tymidinový a/nebo bromdeoxyu-
ridinový index či index Ki-67, v po-
sledních letech stupeň exprese cykli-
nu D1, v případě apoptózy například
hodnocení pomocí 7-AAD, TUNEL,
buněčné exprese kaspáz [5–7,10,17,
27,28]. V podmínkách klinické praxe
se ale jeví jako velmi efektivní, do-
stupná, rychlá a technicky poměrně
nenáročná metoda hodnocení indexů
PC-PI a PC-AI pomocí průtokové
cytometrie.

Z předložené studie vyplývá, že vy-
šetřování PC-PI a PC-AI v různých fá-
zích MM významně obohacuje dosa-
vadní škálu používaných testů a při-
spívá i k posouzení průběhu z pohledu
aktivity či stability nemoci. Jedná se
tedy o metodiky, které mají reálné
předpoklady, aby se staly součástí
standardního vyšetřovacího algoritmu
nemocných vyšetřených na speciali-
zovaných pracovištích pro diagnostiku
a léčbu MM [29].

Longitudinální sledování prolife-
račních a apoptotických vlastností
myelomových plazmocytů v různých
fázích mnohočetného myelomu pro-
kázalo intimní vztah obou sledova-
ných kinetických charakteristik mezi
klinickým obrazem a vývojem nemoci.
Prokázalo, že procesy proliferace
a apoptózy patří k zásadním vnitř-
ním vlastnostem myelomových buněk,
uplatňujících se rozhodujícím způso-
bem na vývoji MM. Jejich bližší sledo-
vání umožňuje širší pohled na chování
myelomové populace v průběhu MM,
čímž přispívá k posouzení charakteru
nádorového procesu v dané fázi prů-
běhu onemocnění.
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Hodnocení obou parametrů má
reálný předpoklad pro uplatnění v kli-
nické praxi. Z předložené práce vyplývá,
že pravidelné sledování obou kinetic-
kých parametrů významně napomáhá
k posouzení aktivity MM, je tedy vhod-
ným doplňkovým vyšetřením zejména
při posuzování nastupující progrese
onemocnění. Jeho rutinní sledování
v úvodu léčby navíc může potenciálně
přispívat k hodnocení efektu podané
chemoterapie a tak ke stanovení ná-
sledného terapeutického plánu.

Podpořeno grantem IGA MZ ČR 9500-3.
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