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Souhrn: Uvod: Prolifera¢ni a apoptoticky index patf mezi vyznamné prognostické faktory mnohocetného myelomu (MM). Cilem
studie bylo jejich hodnoceni v priibéhu MM z hlediska aktivity onemocnéni a mozného klinického vyuziti. Metodika: Hodnocen byl
soubor 120 nemocnych, 49 pt¥i diagndze, 36 v progresi a 35 ve fazi remise MM. Prolifera¢ni a apoptoticky index byly posuzovéany
dle dosazené lécebné odezvy a u nemocnych v remisi v porovnani s naslednou progresi. Prolifera¢ni potencidl byl méfen pomoci
propidium-jodidového indexu (PC-PI/CD33), apoptdza pomoci anexinu-V (PC-Al/CD,3), vyhodnocenych metodou priitokové cyto-
metrie. Vysledky: V souboru 49 nové diagnostikovanych nemocnych doslo p¥i dosazeni remise k poklesu PC-PI (M 2,9-21,
p < 0,0001) a vzestupu PC-Al (M 4,7-8,6, p < 0,0001). U nemocnych bez [é¢ebné odezvy nebyl rozdil v PC-PI (p = NS), zatimco
PC-Al poklesl (M 6,2-3,9, p = 0,004). U 36 nemocnych v progresi MM s [écebnou odezvou doslo k poklesu PC-PI (M 2,9-2,2,
p < 0,0001) a narastu PC-Al (M 4,6-8,8, p = 0,019). Pfi nedosazenfi |é¢ebné odezvy nebyl rozdil v zddném z ukazateld (p = NS).
U 35 nemocnych v remisi s rozvojem progrese nartsta PC-PI (M 2,3-2,7, p < 0,0001) a klesa PC-Al (M 8,3-4,2, p < 0,0001). Zdvér:
Ze studie vyplynulo, Ze sledovani PC-Pl a PC-Al v pribéhu riiznych fazi MM je p¥inosné z hlediska posouzeni zmén proliferaéni akti-
vity a stupné apoptézy myelomovych bunék. Sledovani obou parametri umozriuje véas predvidat nastupujici progresi onemocnént.
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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/CD,z),
apoptosis was measured with annexine-V (PC-Al/CD;;3), 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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Uvod

Hodnoceni prognostickych faktord
hraje u mnohocetného myelomu
(MM) stéZejni roli pfi stanoveni za-
vaznosti onemocnéni a umoziuje
blizsi posouzeni individualniho cha-
rakteru a tiZe nemoci. Standardné
pouzivané prognostické faktory (sé-
rové hodnoty B-2-mikroglobulinu, ty-
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midinkindzy, albuminu, cytogenetické
zmény aj) odrazeji predeviim aktualni
stav onemocnéni, tj. velikost nado-
rové masy, agresivitu nemoci, pripadné
rozsah poskozeni tkani, méné viak
vypovidaji o vlastnim pribéhu one-
mocnéni a zméndach rlstovych nebo
proliferacnich vlastnosti nadorové
tkané [1-3].

PredloZend studie je zaméFena na
hodnoceni dvou biologickych para-
metr( plazmatickych bunék, proliferac-
niho indexu (propidium-jodidového,
PC-PI/CD,4) a indexu apoptdzy (ane-
xin-V index, PC-Al/CD,;;) myelomo-
vych plazmocytti. Oba parametry pfispi-
vaji k hodnoceni vnittnich biologickych
vlastnosti nddorového klonu a zejména
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Graf 1. Srovnani prolifera¢niho (PC-PI) a apoptotického (PC-Al) indexu plaz-
matickych bunék pfi diagnéze mnohoéetného myelomu. Ve skupiné nemoc-

nych s mnohocetnym myelomem pti diagnéze onemocnén{ (n = 49) dochazi

u nemocnych s lé¢ebnou odezvou (n = 30) k signifikantnimu poklesu prolife-
race (A) spolu s vzestupem apoptdzy (C), zatimco u nemocnych s chybéjici 1é-
¢ebnou odezvou (n = 19) nedochdzi ke zméné prolifera¢niho indexu (B), za-

timco apoptdza vyznamné klesa (D).

PC-PI — propidium jodidovy (proliferacni) index plazmatickych bunék, PC-Al — anexin-V/

(apoptoticky) index plazmatickych bunék

prolifera¢ni index je v soudasnosti po-
vaZovan za stézejni prognosticky faktor
MM [4-17], zatimco o vypovédni schop-
nosti apoptotickych vlastnosti myelo-
mové populace je prozatim jen omezeny
pocet zprav [11-13,16,17]. Prednosti
obou hodnocenych parametr( je okol-
nost, ze nejsou pouze stacionarnimi
ukazateli, ale odrazeji dynamiku vnitf-
nich zmén myelomové populace. Bez-
prostfedni ndplni studie bylo zhodno-
cenizmén obou uvedenych index v riiz-
nych fazich MM, s posouzenim jejich
vztahu ke klinické aktivité onemocnént.

Soubor nemocnych a metodika

Byla hodnocena sestava 120 nemoc-
nych s MM ve véku 44-85 let (me-
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didn 66 let), 58 muzd (48 %) a 62 Zen
(52 %), splfiujicich EBMT kritéria ne-
moci [18]. V aktivni fazi MM bylo 85 pa-
cientl (71 %), z toho 49 vysetfenych
pti diagndze a 36 v obdobf progrese
a/nebo relapsu onemocnéni. Dle vy-
sledku 1é¢by byli nemocni rozdéleni
na skupinu s lé¢ebnou odezvou (do-
sazeni alespor parcidlni remise dle
EBMT kritérif [20]) a na skupinu bez
dosazeni lé¢ebné odezvy. Skupina 35 ne-
mocnych byla vy3etiena ve fazi remise
onemocnéni dosaZzené predchozi che-
moterapii a v obdobi progrese/re-
lapsu nemoci.

V analyzovaném souboru byla po-
uzita jednak konvenéni chemoterapie
(rezimy VAD, MP, VBMCP, CyVAD

a ClDex) u 66 nemocnych (55 %)
a jednak vysokodavkovana chemote-
rapie s podporou autologni transplan-
tace perifernich kmenovych bunék
(54 nemocnych, 45 %). Nemocni 1é-
¢eni nové zavedenymi léky s biologic-
kym Gcinkem (talidomid, bortezomib)
nebyli do souboru zafazeni z dGivodu
mechanizmu uGdinku téchto 1éka, ktery
na rozdil od standardnich rezim0 za-
hrnuje vyznamny podil indukce apo-
ptézy a pusobeni pres kaskddu cyto-
kind, které ovliviiuji i proliferaéni cha-
rakteristiky myelomovych plazmocytd
[2,21-23]. Tato skupina bude jesté
predmétem bliz§tho zkoumant.

Prolifera¢ni aktivita plazmatickych
bunék byla hodnocena z aspirdtu
kostni dfené pomoci propidium-jodi-
dového indexu, méfeného metodou
pritokové cytometrie (DNA - Prep Rea-
gents Kit, Coulter, software Multicycle
firmy Phoenix), p¥i niz naméfené hod-
noty odraZeji procentudlni zastoupenf
plazmatickych bunék v S-fazi buné¢-
ného cyklu. Byla vyuzita technika dvo-
jtho barvent, pficemz plazmatické buriky
byly identifikovany pomoci monoklo-
nalni protilatky proti syndekanu-1
(CD;34) a S-faze vyhodnocena po inkor-
poraci propidium-jodidu do jaderné
DNA. Priimérny pocet bunék hodno-
cenych s pomocf pritokové cytomet-
rie byl 2 000-4 000. Stupen apoptdzy
myelomovych bunék byl méfen po-
moci indexu anexinu-V metodou priito-
kové cytometrie. Po separaci aspirdtu
kostni d¥ené a identifikaci plazmatic-
kych bunék s pomoci monoklonalni
protilatky anti-CD,;3 (CD,53 PE, Bio-
tech), byly buriky inkubovany, promyty
PBS (phosphate-buffered saline) a re-
suspendovany v roztoku. K detekci ex-
prese molekul fosfatidylserinu na
povrchu apoptotickych bunék byl na-
sledné pouzit anexin-V FITC kit (Immu-
notech, Marseille).

Ke statistickému vyhodnoceni byl
pouzit Studentilv t-test, ANOVA a ne-
parametricky test dle Manna-Whit-
neye, na hladiné statistické vyznam-
nosti p < 0,05.
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Vysledky

Ve skupiné nemocnych hodnocenych
pfi diagnéze MM (n = 49) doslo v sou-
boru pacienttl s [é¢ebnou odezvou (n =
= 30) ke statisticky vyznamnému po-
klesu hodnoty indexu PC-PI (M 2,9-2.1,
p < 0,0001) a soucasné k vzestupu
PC-Al (M 4,7-8,6, p < 0,0001). Ve
skupiné 19 nemocnych, u nichz ne-
doslo k dosaZeni lécebné odezvy, z0-
stala hodnota indexu PC-PI vysokd
(M 2,5-2,6, p = 0,756), zatimco in-
dex PC-Al statisticky vyznamné po-
klesl (M 6,2-3,9, p = 0,004), graf 1.

Ve skupiné 36 nemocnych vysetre-
nych v obdobf progrese a/nebo rela-
psu onemocnéni byl zaznamendn
v souboru 17 nemocnych s lé¢ebnou
odezvou pokles PC-PI (M 2,9-2,2,
p < 0,0001) spolu se vzestupem PC-Al
(M 4,6-8,8, p = 0,019). U zbyvajicich
19 nemocnych, ktefi nedosahli léceb-
né odezvy, nebyl zaznamendn statis-
ticky vyznamny rozdil v hodnotéch in-
dexu PC-PI (M 3,0-2,8, p = 0,730)
ani PC-Al (M 5,0-4,7, p = 0,497),
graf 2.

Ve skupiné 35 nemocnych hodno-
cenych ve stabilni/plateau fazi one-
mocnéni byl zaznamenan p¥i vySetreni
v obdobi nésledné progrese opacny
trend, tj. pfi prechodu z remise do ak-
tivni faze MM doslo k vyznamnému
vzestupu indexu PC-PI (M 2,3-27,
p <0,0001) a sou¢asnému poklesu in-
dexu PC-Al (M 8,3-4,2, p < 0,0001),
graf 3.

Diskuse

Hodnoceni prolifera¢niho potencidlu
plazmatickych bunék u MM je dlou-
hodobé uznavanou, ale v klinické praxi
vSeobecné madlo vyuZivanou charak-
teristikou, a to i pres jeji jednoznacény
a vyznamny vztah k progndze one-
mocnéni [5-19].V fadé praci byl pro-
kdzdn vztah vysokych hodnot prolife-
raéniho potencidlu pfi diagnéze MM
a nepfiznivé progndzy, naopak nizké
hodnoty proliferace znacily prognézu
piiznivou [7,8,10,11,13]. Teprve zave-
deni propidium-jodidového indexu
(PC-PI) ptineslo technicky pomérné
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Graf 2. Srovnani prolifera¢niho (PC-PI) a apoptotického (PC-Al) indexu plaz-
matickych bunék pf¥i progresi/relapsu mnohocetného myelomu. Ve skupiné
nemocnych s mnohocdetnym myelomem p#i progresi/relapsu onemocnéni
(n = 36) dochazi u nemocnych s lé¢ebnou odezvou (n = 17) k signifikantnimu
poklesu proliferace (A) spolu s vzestupem apoptdzy (C), zatimco u nemocnych
s chybéjici 1é¢ebnou odezvou (n = 19) nedochazi ke zméné proliferaéniho in-
dexu (B), ani indexu apoptdzy (D).

PC-PI — propidium jodidovy (proliferacni) index plazmatickych bunék. PC-Al — anexin-V
(apoptoticky) index plazmatickych bunék
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Graf 3. Srovnanf prolifera¢niho (PC-Pl) a apoptotického (PC-Al) indexu u ne-
mocnych s mnohocetnym myelomem v remisi a nasledné progresi onemoc-
néni. Ve skupiné nemocnych hodnocenych nejprve ve stabilni fazi (v dlouho-
dobé remisi) a nasledné pfi progresi/relapsu mnohocetného myelomu dochazi
k sou¢asnému vzestupu proliferace (A) a poklesu apoptézy (B) myelomovych
plazmocytd.

PC-PI — propidium jodidovy (proliferacni) index plazmatickych bunék, PC-Al — anexin-V
(apoptoticky) index plazmatickych bunék
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snadnou, rychlou a ekonomicky do-
stupnou metodu hodnoceni prolife-
racni aktivity myelomovych bunék [12,
14,15].

Neékterd z predchozich sdéleni kladla
prolifera¢ni potencial na pfedni misto
mezi ostatnimi prognostickymi fak-
tory [10,24,25], byly dokonce navr-
Zeny i stazovaci systémy MM zalozené
na hodnoté prolifera¢niho potencidlu
[9,26]. Nartst prolifera¢niho poten-
cidlu byl v souladu se zavéry vyplyvaji-
cimi z predlozené studie spojovén se
ztratou plateau fdze onemocnéni
a jako odraz aktivity MM [10], nebo
jako faktor progrese onemocnéni u che-
morezistentni nddorové populace [6].
Na rozdil od vétsiny konvenénich uka-
zatelt v8ak vykazuje PC-PI pravé dy-
namiku odpovidajici aktualni biolo-
gické aktivité onemocnéni, jeho sle-
dovani proto prispivd k posouzenf
budouciho priibéhu MM. U plivodné
aktivni formy onemocnénf lze p¥i po-
klesu PC-PI predpokladat dobrou léceb-
nou odpovéd, naopak pretrvavajic
vysoké hodnoty signalizuji nedosta-
tecny lécebny efekt a nepfiznivy pri-
béh choroby. Vzestup PC-PI v obdobi
stabilni faze MM napoméha k pod-
chyceni nastupujici progrese a/nebo
relapsu onemocnéni.

Hodnocenim apoptotického indexu
myelomovych plazmocytl se doposud
zabyvalo pomérné mélo klinicky orien-
tovanych studii [11-17]. Byl zazna-
menan vztah k prognéze onemocnént,
pfi némz odlisovala nizkd hodnota
apoptdzy skupinu s nepfiznivou pro-
gndzou a vysokd hodnota oddélovala
nemocné s progndézou pfiznivou [11,
13,16]. Dosud vsak nebyla cilenégji
diskutovana otazka kinetiky PC-Al ve
vztahu ke klinické aktivité MM. V pred-
loZené studii byl obdobné jako v pfi-
padé hodnoceni indexu proliferace
prokdzidn také u indexu PC-Al vy-
znam pro hodnoceni zmén aktivity
MM v priibéhu onemocnéni. Bylo zji3-
téno, Zze v ptipadé dosaZeni [é¢ebné
odezvy PC-Al nardista, zatimco u refrak-
terni formy choroby zlistdvaji hodnoty
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nizké a v ptipadé vzestupu aktivity
MM dochazi naopak k poklesu PC-Al.

Stejné jako v predchozich sdélenich
vzeslych z naseho pracovisté byla ové-
fena koncepce inverzniho reciproéniho
vztahu mezi stupném proliferace
a apoptézy myelomovych plazmocytti
[12]. Nutno ovSem poznamenat, Ze uve-
deny vztah ma platnost vSeobecnou,
a nikoliv pro vdechny vySetfené jedince.
Byli pozorovéni i nemocnf, u nichz do-
chazelo izolované k vyznamné zméné
pouze jednoho parametru, nebo se
oba indexy chovaly dokonce souhlasné
- tedy nemocni, u nichz narustal in-
dex proliferace myelomovych bunék
bez poklesu, ¢i dokonce s nériistem
indexu apoptdzy, nebo nemocni,
u nichz dochéazelo ke zméné hodnoty
apoptotického indexu bez ocekavané
zmény ve vy3i indexu proliferace. Je
nasnadé, Ze tato podskupina nemoc-
nych bude po dostate¢ném rozsifeni
souboru blize analyzovana.

Srovnani grafického vyjadreni indexd
proliferace a apoptdzy prokazalo jisté
prekryvani meznich hodnot obou pa-
rametr( v riznych fazich priibéhu MM,
a to zretelnéj$i u indexu apoptdzy.
Pricinou je ziejmé okolnost, Ze v pro-
cesu apoptdzy se uplatriuje Fada vnit-
nich i vnéjsich vlivil, nezavislych na ki-
netickych vlastnostech myelomovych
plazmocytdi, podilejicich se na zaha-
jeni programované bunécné smrti
myelomovych bunék [27]. Nelze opo-
menout ani vliv podané chemotera-
pie, kdy ,radikalnéjsi“ lécba vice po-
tla¢i aktivni maligni klon nez lé¢ba
,mirnd“, u které preziva vys$si procen-
to aktivnich bunék (tedy bunék s vy-
sokou proliferaci a nizkou apopté-
zou) [2,25].

Za vyznamny pfinos hodnocenf{
stupné proliferace a apoptézy myelo-
movych plazmocytli lze povaZovat
posouzeni tzv. ,hraniénich stav(i“, kdy
konvenéni kritéria nepostacuji k defi-
nitivnimu hodnocenf aktivity nemoci.
Vyuziti PC-PI a PC-Al v ramci pro-
gnostické, pfipadné i terapeutické
rozvahy podstatné ptispiva k posou-
zeni vnitini biologické aktivity ma-

ligniho klonu. V ptipadé dlouhodo-
bého sledovani nemocnych, kteti do-
sahli ¢astecné remise, mize hodno-
cenf kinetiky myelomovych plazmocytti
vyznamné prispét k podchycenf inci-
pientni progrese MM.

Propidium-jodidovy a anexin-V in-
dex jsou samoziejmé pouze jednou
z mnoha metod hodnoceni stupné
proliferace a apoptézy myelomovych
bunék. K hodnoceni bunécné prolife-
race byl v minulosti pouZivdn napt.
H3-tymidinovy a/nebo bromdeoxyu-
ridinovy index ¢i index Ki-67, v po-
slednich letech stuperi exprese cykli-
nu D1, v ptipadé apoptdzy napfiklad
hodnoceni pomoci 7-AAD, TUNEL,
bunécné exprese kaspdz [5-7,10,17,
27,28]. V podminkéch klinické praxe
se ale jevi jako velmi efektivni, do-
stupnd, rychla a technicky pomérné
nendro¢nd metoda hodnoceni indext
PC-PI a PC-Al pomoci priitokové
cytometrie.

Z predlozené studie vyplyvd, Ze vy-
Setfovdni PC-Pl a PC-Al v rliznych f4-
zich MM vyznamné obohacuje dosa-
vadnfi 8kalu pouzivanych test(i a pfi-
spivd i k posouzeni priibéhu z pohledu
aktivity ¢i stability nemoci. Jedna se
tedy o metodiky, které maji redlné
predpoklady, aby se staly soucdsti
standardniho vySetfovaciho algoritmu
nemocnych vySetfenych na speciali-
zovanych pracovistich pro diagnostiku
a lécbu MM [29].

Longitudinalni sledovdni prolife-
raénich a apoptotickych vlastnosti
myelomovych plazmocyt(i v réiznych
fazich mnohocetného myelomu pro-
kdzalo intimni vztah obou sledova-
nych kinetickych charakteristik mezi
klinickym obrazem a vyvojem nemoci.
Prokdzalo, Ze procesy proliferace
a apoptdzy patii k zadsadnim vnitt-
nim vlastnostem myelomovych bunék,
uplatriujicich se rozhodujicim zp(so-
bem na vyvoji MM. Jejich bliz3i sledo-
vani umozriuje Sirsi pohled na chovani
myelomové populace v priibéhu MM,
¢imz ptispiva k posouzeni charakteru
nadorového procesu v dané fazi pri-
béhu onemocnéni.
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Hodnoceni obou parametri md
redlny predpoklad pro uplatnéni v kli-
nické praxi. Z predlozené prace vyplyva,
Ze pravidelné sledovani obou kinetic-
kych parametrd vyznamné napomaha
k posouzenf aktivity MM, je tedy vhod-
nym doplrikovym vy3etfenim zejména
pFi posuzovani nastupujici progrese
onemocnéni. Jeho rutinni sledovani
v tvodu |é¢by navic miize potencidlné
prispivat k hodnocenf efektu podané
chemoterapie a tak ke stanoveni né-
sledného terapeutického planu.
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