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Souhrn

V souboru 91 nemocnych spliiujicich International myeloma working group kritéria mnohocetného myelomu léce-
ném v rozmezi 19962008 vysokodavkovanou chemoterapii s podporou autologni transplantace kmenovych bunék
(VDT/ATKB) a v pripadé relapsu ¢i progrese nemoci i novymi biologickymi ptisobky (thalidomid, bortezomib a le-
nalidomid) byl porovnin prognosticky vyznam vySetieni kinetickych vlastnosti plazmatickych bunék vysetienych
v obdobi diagnézy nemoci a po absolvovani transplantacni 1écby. Proliferacni vlastnosti plazmocyti byly hodnoceny
s pomoci propidium-jodidového (PC-PI) indexu, k rozpoznani plazmocyta vstupujicich do apoptézy byla pouzita pra-
tokové cytometricka metoda s pouzitim annexin V FITC indexu (PC-Al) s identifikaci plazmocytd s pomoci prika-
zu exprese CD138. Bylo zjisténo, Ze po VDT/ATKB dochazi oproti stavu pri diagnéze ke statisticky vyznamnému po-
klesu PC-PI proliferac¢niho indexu (geom. prumér 2,5, median (M) 2,4 vs. 2,1 a 2,1, p < 0,001), k vzestupu PC-AI
apoptotického indexu (geom. pramér 54, M-4,.8 vs. 6,9 a 5,6, p < 0,004) a k poklesu sumarniho pomérného indexu
proliferace a apoptézy (PC-PI/AI) z hodnoty geom. priiméru 0,69 a M-0,50 na 0,37 a 0,40, p < 0,001. Bylo zjisténo,
Ze stejny zavér platil v pripadé hodnoceni prolifera¢niho PC-PI indexu i sumarniho indexu PC-PI/AI pro stadia
1-3 MM vyhodnocené s pomoci stazovaciho systému Durieho-Salmona (D-S) a dle International staging system (ISS).
V pripadé apoptotického PC-AI indexu bylo zaznamenano statisticky vyznamné zvySeni u nemocnych stadia 3 a pod-
stadia A dle D-S a stadia 1 dle ISS. S pomoci matematického modelu dle Kaplan-Meiera a log rank testu bylo zjisté-
no, Ze median celkového preziti (OS) od diagnézy byl v hodnoceném souboru 85 mésict a od data VDT/ATKB 74
mésici. V pripadé vSech tri vyhodnocenych indexi (PC-PI, PC-AI a PC-PI/AI), vySetienych pri diagnéze MM i po
absolvovani VDT/ATKB nebyl prokazan vztah k OS. Z analyzy vyplyva, Ze zaclenéni VDT/ATKB a novych biologic-
kych pusobku vedlo k vymizeni prognostického potencialu prolifera¢niho (PC-PI) i apoptotického indexu (PC-AI),
prokazaného v obdobi konvencni chemoterapie.

Klicova slova: mnohocetny myelom, propidium-jodidovy index, annexin V index, proliferace, apoptéza, klinické
stadium, autologni transplantace kmenovych bunék, prognoéza.

Summary

Scudla V., Ordeltova M., Faber E., Minatik J., Pika T., Bac¢ovsky J., Rytikova N., Indrak K.,
Dusek L.: The effect of high-dosed chemotherapy with support of autologous stem cell transplantation on prolife-
rative and apoptotic characteristics of plasma cells

In a cohort of 91 patients with multiple myeloma according to International Myeloma Working Group criteria, tre-
ated in 1996-2008 with high-dosed chemotherapy with support of autologous stem cell transplantation (HD-ASCT)
and during progression/relapse also with novel biological drugs (thalidomide, bortezomib, lenalidomide), we compa-
red the prognostic significance of the evaluation of kinetic properties of plasma cells. Both the parameters, i.e. proli-
ferative and apoptotic index, were measured at the time of diagnosis and after the transplantation.Proliferative cha-
racteristics of myeloma plasmocytes were assessed with the use of propidium-iodide index (PC-PI), for the evaluati-
on of apoptotic cells we used flow cytometry with the help of annexin-V FITC index (PC-AI). Myeloma plasmocytes
were identified using the expression of CD138. We found that after HD-ASCT there was a statistically significant de-
crease in PC-PI with respect to initial measurements (average 2.5 vs 2.1, median (M) 2.4 vs. 2.1, p < 0.001) and an
increase in PC-AI (average 5.4 vs 6.9, M — 4.8 vs. 5.6, p < 0,004) together with a decrease of summary index of pro-
liferation and apoptosis (PC-PI/PC-AlI) from the average value 0.69 and M 0.50 to 0.37 and 0.40 respectively, p < 0.001.
It was revealed that the same results were within the assessment of PC-PI and summary PC-PI/PC-AI index in MM
stages 1-3 according to Durie-Salmon (D-S) and International staging system (ISS). In the case of PC-AI there was
a statistically significant increase in stage 3 patients and substage A according to D-S and stage 1 according to ISS.
With the help of mathematical Kaplan-Meier model and log rank test we found that the median of overall survival
(OS) from the time of diagnosis was in the whole cohort 85 months and from the date of HD-ASCT 74 months. Wit-
hin the evaluation of all three indices (i.e. PC-PI, PC-AI and PC-PI/PC-AI) measured both at the time of diagnosis
and after the HD-ASCT there was no relationship to OS. The presented analysis indicates that the use of HD-ASCT
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and novel biological agents lead to the loss of prognostic potential of both PC-PI and PC-AI indices, which was pre-

viously described in conventional therapy patients.

Key words: multiple myeloma, propidium-iodide index, annexin-V index, proliferation, apoptosis, clinical stage, au-

tologous stem cell transplantation, prognosis
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Uvod

Soubor nemocnych a pouzité metody

Mnohocetny myelom (MM) je zhoubné klondlni one-
mocnéni krvetvorby, vyznacujici se akumulaci neoplas-
ticky transformovanych plazmocytd v kostni dfeni
(KD), nadanych razné intenzivni proliferacni aktivitou
a zvySenou rezistenci k apoptéze (1). Porucha regula-
ce kinetiky myelomovych plazmocytd s omezenou po-
hotovosti k apoptdze je povaZovéana za jeden z klico-
vych mechanismi, uplatiiujicich se v procesu neoplas-
tické transformace a nddorové expanze (2). Konecna
masa nadorové tkané, klinické projevy i progné6za MM
jsou vysledkem poméru drovné proliferace a apoptdzy
myelomovych bunék (2, 3, 4, 5). Zatimco pro vyznam
hodnoceni proliferacnich vlastnosti plazmocyta v kli-
nické praxi bylo sneseno v obdobi konvenéni chemo-
terapie mnoho jednoznacné pfijatych dokladd (2, 6, 7,
8, 9), v pripadé hodnoceni vyznamu stupné apoptdézy
plazmatickych bunék z hlediska klinické praxe tomu tak
doposud neni, nebot’ vétsina praci, vénovanych této pro-
blematice vychdzi z pomérd in vitro nebo z experimen-
talnich studii na zvifecich modelech (4, 10, 11). V na-
Sich pfedchozich publikacich, ale i v nékterych pracich
sveétového pisemnictvi byl potvrzen prinos vySetfovani
propidium-jodidového prolifera¢niho indexu (PC-PI)
a annexin V apoptotického indexu (PC-AI) vySetienych
s pomoci pritokové cytometrie pro odliseni MM od
MGNYV (monoklondlni gamapatie nejistého vyznamu),
pro hodnoceni stability, aktivity a stupné pokrocilosti
i prognézy MM v obdobi konvenc¢ni chemoterapie (2,
4,5,8,9,10, 12, 13).

Néplni predlozeného sdéleni je zjisténi, zdali v pfi-
padé pouziti intenzivni vysokoddvkované chemoterapie
s podporou autologni transplantace kmenovych bunék
(VDT/ATKB) nedochézi obdobné jako u mnoha klasic-
kych prognostickych faktord (PF) k oslabeni, pfipadné
i k vymizeni prognostického potencidlu stanoveni PC-
PI a PC-AI plazmocytt, pfipadné jejich vzajemného po-
méru (PC-PI/PA index) a zjisténi, zdali je prognostic-
ky vyznamnéjsi vySetfeni obou indext pii diagnéze
pred zahdjenim indukéni 1é¢by, nebo v 1-2mési¢nim
odstupu od VDT/ATKB, tj. v rezidudlni populaci plaz-
matickych bunék. Soucdsti analyzy bylo i porovnani
obou kinetickych indext plazmatickych bunék pfi dia-
gnéze MM a po VDT/ATKB v jednotlivych stadiich po-
krocilosti nemoci (stadium 1-3), vyhodnocenych pod-
le Durieho-Salmona (D-S) i podle International staging
system (ISS) (14, 15, 16).

Analyzovanou sestavu 91 nemocnych, vySetfenych
v rozpéti 1997-2007 tvorili nemocni s MM spliujici In-
ternational myeloma working group IMWG) a Southwest
oncology group (SWOG) kritéria (16, 17), u nichZ byly
prolifera¢ni a apoptotické vlastnosti myelomovych plaz-
mocytl vySetfeny jednak pfi diagnéze nemoci pred zaha-
jenim indukéni 1é¢by, jednak v 6-8tydennim odstupu po
provedené VDT/ATKB. Do studie byli zafazeni pouze ne-
mocni, spliujici kritéria VDT/ATKB a u nichz byla tato 1é-
¢ebnd modalita pouZita (16). Vékovy medidn souboru byl
55 (36-64) let, pomér M/Z byl 1,2, primérnd délka sledo-
véni byla 52 (12-111) mésici. Imunochemicky typ IgG byl
zastoupen v 60 % (n =55), IgA ve 24 % (n = 22), Bence-
Jonestv ve 12 % (n = 11), IgD ve 2 % (n = 2) a IgM
v 1% (n=1), pomér byl /A 1,9. Z hlediska hodnoceni
stupné pokrocilosti nemoci bylo zastoupeni jednotlivych
stadif s pouzitim stratifikace dle D-S nésledujici: 17 nemoc-
nych (19 %) stadium I, 36 (39 %) stadium II a 38 (42 %),
stadium II1I, v podstadiu B bylo 12 (13 %) nemocnych. Pfi
pouziti ISS mélo 43 (47 %) stadium 1, 33 (36 %) stadium
2 a 15 nemocnych (17 %) stadium 3.

Nemocni spliujici indikacni kritéria VDT/ATKB byli
1é¢eni v intencich doporugeni vypracovanych Ceskou my-
elomovou skupinou obvykle 4 cykly indukéniho rezimu
VAD (vinkristin, doxorubicin a dexametazon), od roku
2007 induk¢nim rezimem CTD (cyklofosfamid, thalido-
mid, dexametazon) ,,junior (16). Sbér autolognich kme-
novych bunék byl provadén po stimulaci vysokymi dav-
kami cyklofosfamidu a G-CSF (granulocyte-colony sti-
mulating factor), zatimco v rdmci pripravného rezimu by-
la pouzivana standardné jednordzova vysoka davka mel-
falanu (200 mg/m?) s ndslednym pfevodem autolognich
kmenovych bunék. Proliferacni aktivita myelomovych
elementd (procentudlni podil plazmatickych bunék
v S-fazi bunééného cyklu) byla méfena prostfednictvim
PC-PI s pomoci pritokové cytometrie (Coulter Epics XL
Coulter Corporation), pficemz primérny pocet hodnoce-
nych bunék byl 2—4 x 10%/1. Prolifera¢ni index plazmocy-
ta (PC-PI) byl méfen s pomoci DNA/CD138 techniky
dvojtho znaceni. Plazmocyty, jeZ vstoupily do faze apo-
ptozy (5,9, 18, 19) byly detekovany rovnéz prutokove cy-
tometrickou metodou s pouzitim annexinu V konjugova-
ného s fluorescein-isothiocyanatem (Annexin V FITC kit,
Immunotech, Marseille) a s pomoci monoklondlni proti-
latky anti-CD138 (PC-AI) (4). Pouzité techniky byly po-
drobné rozvedeny v predchozich sdélenich (5, 9, 19). Pri
statistickém vySetfeni byly pouzity parovy i standardni

Transfuze Hematol. dnes, 16, 2010

93



SCUDLA V. ET AL.

t-test, univariantni proporciondlni regresni model dle Co-
xe i standardni log rank test a matematicky model dle Ka-
plan-Meiera na hranici vyznamnosti p < 0,05.

Vysledky

V souboru 91 nemocnych s MM, vysetfenych pfi di-
agnéze nemoci pred zahdjenim induk¢ni chemoterapie
a zarazenych do pfipravy k VDT/ATKB bylo zjisténo,
Ze primérnd hodnota proliferaénitho PC-PI byla 2,5
s medidnem 2,4 (rozmezi 1,3-3,5 pfi 5-95 percentilu),
zatimco primérnd hodnota apoptotického (PC-AI) in-
dexu byla 54 s medidnem 4,8 (rozmezi 1,6-10,5).
V souboru vySetfeném v odstupu 2—-3 mésicl po absol-
vovani VDT/AKTB byly pozorovany nizsi hodnoty pro-
lifera¢niho PC-PI indexu s primérnou hodnotou 2,1
a s medianem 2,1 (rozmezi 1,3-2,6), zatimco hodnota
apoptotického PC-AI indexu byla oproti stavu pied in-
duk¢éni terapii vysSi s primérnou hodnotou 6,9 a s me-
dianem 5,6 (3,0-13,7). Hodnota vypocteného poméru

prolifera¢niho a apoptotického indexu (PC-PI/AI) byla
pfi diagnéze MM vyssi, tj. aritmeticky primér byl 0,69
a median 0,50 (0,20-1,90), zatimco pfi vySetieni po
VDT/ATKB doslo k poklesu aritmetického priméru na
0,37 a medidnu na 0,40 (0,10-0,60). Jak vyplyva z ta-
bulky 1, vyuzivajici ke statistickému hodnoceni geome-
tricky primér (95% konfidenéni interval) a parovy t-
test vyplyva, Ze zjisténé rozdily v hodnotach proliferac-
niho (PC-PI), apoptotického (PC-AI) a pomérného in-
dexu proliferace a apoptézy (PC-PI-AI) byly u nemoc-
nych vysetrenych pfi diagnéze MM ve srovnani se si-
tuaci po prodélané VDT/ATKB statisticky vysoce vy-
znamné. V souboru nemocnych, po absolvovani
VDT/ATKB doslo oproti stavu pii diagnéze MM ke sta-
tisticky vyznamnému poklesu indexu proliferace (PC-
PI) a pomérného indexu proliferace/apoptézy (PC-
PI/AI), a naopak ke statisticky vyznamnému vzestupu
indexu apoptézy (PC-AI) (tab. 1). Podrobnéjsi analyza
ukdzala, Ze zjiSténé, statisticky vyznamné rozdily vSech
tif hodnocenych ukazateld (PC-PI, PC-AI a PC-PI/AI)
mezi obéma hodnocenymi soubory byly témér vzdy pri-

Tab. 1. Srovnéni prolifera¢niho, propidium-jodidového (PC-PI) a apoptotického annexin-V indexu (PC-AI) véetné jejich poméru (PC-PI/AI)
vysetienych pfi diagnéze MM a po vysokoddvkované chemoterapii s autologni transplantaci kmenovych bunék z pohledu vztahu ke klinickému

stadiu nemoci.

PC-PI PC-Al PC-PI/AI
n Diagnoéza Stav po Diagnéza Stav po Diagnoéza Stav po
(geom. primér) | VDT/ATKB p < 0,05 MM VDT/ATKB p <0,05 MM VDT/ATKB p < 0,05

Soubor MM | 91 24 2,1 Sig. 47 6.1 Sig. 049 032 Sig.
DS
St. I+l |53 24 2,1 Sig. 4,7 6,1 Sig. 049 0,33 Sig.

I |38 24 2,1 Sig. 48 6,1 NS 048 0,32 Sig.
Podst. A 79 23 2,1 Sig. 48 6.1 Sig. 047 033 Sig.

B 12 29 2,1 Sig. 43 6,1 NS 0,67 0,30 Sig.
ISS
St. 1 43 24 2,1 Sig. 48 6.5 Sig. 047 030 Sig.

243 | 47 24 2,1 Sig. 4,7 59 NS 0,50 0,34 Sig.

PC-PI - prolifera¢ni, propidium-jodidovy index plazmocytt kostni dfené, PC-AlI — apoptoticky, annexin V index plazmocytt kostni dfené, PC-PI/AI
— pomér prolifera¢niho a apoptotického indexu plazmocytd, VDT-ATKB — vysokoddvkovana terapie s podporou autologni transplantace kmeno-
vych bun¢k, MM — mnohocetny myelom, D-S — stdZovaci systém dle Durieho-Salmona, ISS — International staging system, Sig. — statisticky vy-

jadfena vyznamnost, NS — chybéjici statisticky vyznamny rozdil

Tab. 2. Vyhodnocenf rozdilnosti hodnot PC-PI, PC-AI a PC-PI/AI v souborech nemocnych vysetienych pii diagné6ze MM a po VDT/ASCT.

PC-PI PC-Al PC-PI/AI
n Rozdil” p Rozdil” p Rozdil® p

Soubor MM 91 -0.36 < 0,001 13 =0,004 -027 < 0,001
DS
Stadium I+I1 | 53 -042 < 0,001 1,1 =0,057 -027 =0,003

I 38 - 0,30 =001 1,6 =0,030 -0,26 =0,009
Podst. A 79 -031 < 0,001 13 =0,008 -025 < 0,001

B 12 -0,73 =0,013 14 =0,282 -042 =0,048
ISS
Stadium 1 43 -036 < 0,001 1.8 =0,021 -027 =0,008

243 | 47 -037 =0,001 09 =0,082 -027 =0,003

*— geometricky rozdil, PC-PI — prolifera¢ni, propidium-jodidovy index plazmocytd kostni dfen&, PC-AI — apoptoticky, annexin-V index plazmo-
cytl kostni dfené, PC-PI/AI — pomér prolifera¢niho a apoptotického indexu, VDT/ATKB - vysokoddvkovand chemoterapie s podporou autologni
transplantace kmenovych bunék, MM — mnohocetny myelom, D-S — stdZovaci systém dle Durieho-Salmona, ISS — International staging system,
Sig. — statisticky vyjddifend vyznamnost, NS — chybéjici statisticky vyznamny rozdil

94

Transfuze Hematol. dnes, 16, 2010



VYSOKODAVKOVANA CHEMOTERAPIE A ASCT U MYELOMU

Tab. 3. Vztah prolifera¢niho-propidium jodidového a apoptotického — annexin V indexu plazmatickych bunék vysetfenych pfi diagnéze mnohocet-

ného myelomu ke klinickym stadiim mnohocetného myelomu.

Stadium MM PC-PI(Dg)! p? PC-AI(Dg)! p? PC-PI/AI(Dg)!  p?
D-S I+ 53 | 24 (2326 47 (40-55) 049 (0.4-0,6)

T 38 | 24 2227 095 463756 079 0,1 (04-07) 078

A 79 | 24 2225) 47 (4,1-54) 0,48 (0.4-0,6)

B 12 |29 2632 013 43(29-64) 064 067 (04-10) 022
ISS 1 43 | 24 (22-26) 48 (40-58) 047 (0.4-0.6)

2+3 47 | 25 2227 059 45 38-54) 059 05(04-07) 048

MM - mnohocetny myelom, PC-PI — prolifera¢ni/propidium-jodidovy index plazmocytt, Dg — diagnéza nemoci, PC-AI - apoptoticky/Annexin V in-
dex plazmocytl, 1 — geometricky pramér (95% konfidenéni interval), 2 — standardni t-test, D-S stdZzovaci systém dle Durieho-Salmona, ISS — In-

ternational staging system

Tab. 4. Vztah prolifera¢nich (PC-PI) a apoptotickych (PI-AI) indexti plazmocyti k celkovému preziti vySetfeného od diagnézy mnohocetného
myelomu a od data vysokoddvkované chemoterapie s autologni transplantaci kmenovych bunék.

Celkové preziti od diagnézy Délka preziti od VDT/ATKB

Relativni riziko ~ p <0,05! Relativni riziko p <0,5!

(95% CI) (95% CI)
PC-PI(Dg) > 2,75 125064-244) 052 1,14 (0,58-2.24) 0.69
PC-AI(Dg) > 6,40 0,80 (0,39-1,63) 0,54 0,78 (0,38-1,59) 0,49
PC-PI(ATKB) > 2,45 1,63 (0,76-3,50) 021 1,56 (0,73-3,33) 0,25
PC-AI(ATKB) > 6,90 1,12 (0,57-2,18) 0,74 1,03 (0,52-2,01) 0,94
PC-PI/AI(Dg) > 0,65 1,19 (0,60-2,39) 0,62 1,09 (0,54-2,18) 0,82
PC-PIAI(ATKB) > 0,45 149 (0,70-320) 030 1,57 (0,73-3,36) 025

PC-PI - proliferacni, propidium-jodidovy index plazmatickych bunék, PC-AI — apoptoticky annexin-V index plazmatickych bunék, CI — konfi-
denénf interval, 1-Cox@v proporciondlni hazardni model, Dg — diagnéza myelomu, ATKB — autologni transplantace kmenovych bunék, PC-PI/AI

— pomér proliferacniho a apoptotického indexu.
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Obr. 1. Ktivky preziti dle Kaplan-Meiera v souboru 91 nemocnych 1é-

¢enych vysokoddvkovanou chemoterapii s podporou autologni trans-

plantace krvetvornych bunék (VDT/ATKB) sestrojené jednak od data

diagnézy mnohocetného myelomu (medidn celkového preziti (OS) 85
mésict), jednak od data VDT/ATKB (medidn OS - 74 mésicti).

tomny i pfi rozdéleni do skupin podle stupné pokroci-
losti nemoci vyhodnocené dle D-S (stadium I+IT vs. III
a podstadium A vs B) i ISS (stadium 1 vs. 2+3). Uve-
deny zdvér neplatil pouze pro hodnoceni PC-AI ve st.
IIT a v podstadiu B dle D-S a stadiu 2+3 dle ISS (tab.
1). Prakticky identické zjisténi bylo zaznamendno pfi
vyhodnoceni rozdilG vypoctenych mezi vSemi tiemi
hodnocenymi indexy (pfi pouziti rozdilu geometrické-
ho priméru) pii rozpozniani MM a po VDT/ATKB (tab.
2). Pfi hodnoceni pfipadného vztahu prolifera¢niho
(PC-PI), apoptotického (PC-AI) a sumdrniho kinetické-
ho indexu (PC-PI/AI) ke stupni pokrocilosti nemoci

(stdZovaci systém dle D-S a ISS) bylo zjisténo, Ze ne-
existuje vztah intenzity proliferace a stupné apoptdzy
plazmatickych bunék k jednotlivym klinickym stadiim
nemoci (tab. 3). Délka celkového preziti (OS- overall
survival), vyhodnocend podle Kaplan-Meiera ukdzala,
7e medidn OS byl v souboru vyhodnoceném od rozpo-
znani MM 85 mésict a v souboru hodnoceném od pro-
vedeni VDT-ATKB 74 mésicu (obr. 1). Pfi rozboru vzta-
hu prolifera¢nich (PC-PI) a apoptotickych (PC-AI)
vlastnosti plazmocyti KD véetné jejich vzajemného po-
meéru (PC-PI/AI) se ukdzalo, Ze v obou analyzovanych
souborech (soubor vysetieny pfi diagndéze a po
VDT/ATKB) nebyl zjistén s pomoci Coxova regresni-
ho modelu, matematického modelu (kfivek preziti dle
Kaplan-Meiera i s pomocfi log-rank testu) vztah k dél-
ce celkového preziti (tab. 4, obr. 2). Podrobné;jsi ana-
lyza prokdzala negativni prognosticky vztah k celkové
délce preziti (OS) stadia III. vs. stadia I+II dle DS (rel.
riziko 1,89, medidan OS 57 vs. 90 mésict, p = 0,036),
pacientt stadii 2+3 vs. stadia 1 dle ISS (rel. riziko 2,05,
medidny OS 65 vs. 103 mésict, p = 0,036) a pfisluSnost
k B-J typu MM (rel. riziko 2,76, p = 0,019) v ptfipadé
souboru vysetfeném pii diagnéze MM. V souboru vy-
Setreném po VDT/ATKB pretrvaval negativni prognos-
ticky vyznam jen v pripadé stadia 243 vs. 1 dle ISS (rel.
riziko 1,96, medidany OS 53 vs. 93 mésicu, p = 0,044)
a B-J typu MM (relativni riziko 2,57, p = 0,028).
V obou analyzovanych souborech nebyl zaznamenén
prognosticky vyznam pohlavi, véku (< 50 vs. 50-64
let), podstadia B pii diagnéze a IgG i IgA imunoche-
mického typu MM.
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Obr. 2. K¥ivky preziti dle Kaplan-Meiera v souboru 91 nemocnych lééenych vysokoddvkovanou chemoterapii s podporou autologni transplantace

kmenovych bunék (VDT/ATKB) sestrojené jednak od data diagnézy (Dg.) mnohocetného myelomu (MM), jednak od data VDT/ATKB a to s ohle-

dem na hodnoty prolifera¢niho indexu plazmatickych bunék (PC-PI, propidium-jodidovy index) a na hodnoty apoptotického indexu (PC-Al, anne-

xin V index). Statistické rozdily byly hodnoceny s pomoci log-rank trestu (p<0,05).

A Kfivky preziti dle vyse PC-PI (cut off 2,75) pfi diagnéze MM, medidny celkového pieziti (OS) 90 vs 85 mésict (p=0,514).

B Kfivky preziti dle vy$e PC-PI (cut off 2,75) po VDT/ATKB, medidny OS 77 vs. 74 mé&sict (p=0,693).

C Kfivky preziti dle vyse PC-AI (cut off 6,40) pii diagnze MM, medidny OS 85 vs. 72 mésict (p=0,535).

D Kfivky preziti dle vyse PC-AI (cut off 6,40) po VDT/ATKB, medidny OS 77 vs. 67 mésict (p=0,490).

E Kiivky preziti dle vySe sumarniho/pomérného indexu proliferace a apoptdzy, tj. PC-PI/AI (cut off 0,65) pfi diagnéze MM, medidny OS 85 vs.
72 mésict (p=0,616).

F Kfivky preziti dle vyse sumdrnitho/pomérného indexu proliferace a apoptdzy, tj. PC-PI/AI (cut off 0,65) po VDT/ATKB, medidany OS 77 vs. 67
mésict (p=0,817).
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Diskuse

Z ptedchozich, dnes jiz klasickych studii, zaloZenych
na hodnoceni nemocnych lé¢enych konvencni chemote-
rapii vyplynulo, Ze dileZitou roli v rozvoji nemoci a v kli-
nickém obraze MM hraji cytokinetické vlastnosti mye-
lomovych elementt, tj. zvySend proliferace a sniZend po-
hotovost k apoptdze (4). V tctyhodné fadé oveérovacich
studii z obdobi KT byl potvrzen vysoce vyznamny na
ostatnich PF nezdvisly prognosticky potencidl vySe pro-
lifera¢niho indexu plazmocytd, determinujiciho spoleh-
livé celkovou délku prezivani, a to jak s pouzitim ,,label-
ling indexu* (PC-LI) zjiS§téného s pomoci mikroskopic-
ké imunofluorescenéni metody (20), tak i s vyhodnoce-
nim podilu bunék v S-fazi bunééného cyklu s pouzitim
pritokové cytometrie stanovenim hodnoty propidium-jo-
didového indexu (7, 18). I neddvnd studie, provedend
unemocnych s MM v seniorském véku prokdzala, Ze pro-
centudlni zastoupen{ plazmatickych bunék v S-fizi bu-
nécéného cyklu je nejsilnéjSim prognostickym faktorem
(PF) nemocnych ve stadiu 3 vyhodnoceném dle ISS (18).
Bylo zji$téno, Ze u nemocnych s MM trvédni 1é¢ebné odez-
vy a OS znac¢né kolisd v zdvislosti na proliferacnich vlast-
nostech myelomového klonu (5, 6, 7, 9, 21). Nemocni
s vysokym podilem myelomovych bunék v S-fazi buné¢-
ného cyklu, pripadné s vysokym PC-LI ve spojeni s vy-
sokou nddorovou masou méli velmi nepfiznivou prognod-
zu oproti nemocnym s nizkym PC-LI. Hodnoty PC-LI
plazmocytd a sérové hladiny J,-mikroglobulinu se staly
dokonce vychodiskem prognostického stratifika¢niho
systému rozdélujictho nemocné s konvenéni chemotera-
pii na nemocné s nizkou, stfedni a vysokou mirou pro-
gnostického rizika s diametrdlné odliSnou délkou OS (71,
40 a 17 mésicu) (3). PC-LI byl v obdobi KT povaZzovan
za nejvyznamnéjsi a nezdvisly PF a specificky ukazatel
nddorové agresivity nemoci (6, 7,21, 22,23). ZjiStén{ vy-
soké hodnoty PC-LI ve stabilni, plateau fazi MM bylo sig-
ndlem Casné progrese a fatdlniho vyusténi nemoci (24).
Na druhé strané jsou vSak zndma i zjiSténi, kterd proka-
zala, Ze ~ 40 % nemocnych i s nizkou hodnotou PC-LI
se nachdzelo v pokrocilé, progresivni fazi s vysokou né-
loZi nddorové masy (7, 25, 26). Hlubs{ analyza odhalila,
Ze se stupném aktivity nemoci nejlépe koreluje PC-LI vy-
Setfeny v subpopulaci nezralych (CD38++, CD45-) plaz-
matickych bunék (23). Je zndmo, Ze myelomova popula-
ce v KD sestava z nevelké kohorty rychle proliferujicich
bunék a vétSiny neproliferujicich, diferencované;jsich ele-
mentt vstupujicich postupné do procesu apoptézy (27).
Na rozvoji a manifestaci MM se proto vedle proliferac-
nich vlastnosti myelomovych plazmocytl vyznamné
uplatniuje i sniZenf apoptézy subklonu myelomovych bu-
nék, vedouci k jejich ,,nesmrtelnosti* (4, 28). Bylo zjis-
téno, Ze vysoky stupen proliferace myelomovych bunék
se vyskytuje u nemocnych s amplifikaci chromozomu 1
(1g21) a se zvySenou expresi genu CKS1B a to Casto de
novo u nemocnych se soucasnou t(4;14) nebo t(14;16)
a lze je proto povazovat za markery nepriznivé prognozy

(29, 30, 31, 32, 33). Ukdzalo se ale, Ze prognosticky vy-
znam pritomnosti 1q21 se vytratil, byla-li pouzita multi-
variacni analyza se zahrnutim PC-LI a t(4;14) a vztah né-
lezu 121 k prognéze je tedy vazan na soucasnou pritom-
nost vysokého prolifera¢niho indexu a prognosticky ne-
priznivé genetické zmény (32). Jak patrno z nasi studie,
ani pokus o pouZziti sumdrniho indexu, sdruZujiciho hod-
noceni dvou protichiidnych bunéénych déju, tj. prolife-
race a apoptdzy (PC-PI/AI) nezvysil citlivost hodnoceni
kinetickych vlastnosti plazmatickych bunék k prognéze
nemoci, a to nejen v souboru léceném VDT/ATKB, ale
i predchozi studii s pouzitim KT (9). V recentnim odbor-
ném pisemnictvi byl zaznamendn obdobné koncipovany
pokus o sdruzené hodnoceni proliferace a apoptdzy sta-
novenim indexu, zaloZeném na souctu hodnoty PC-LI
a log PCAP (procentudln{ vyskyt plazmocytl v apoptdze
s pomoci Annexinu V). Bylo zjisténo, Ze pti hodnoté cut
off 1,5 umoznuje tento index vyclenéni nemocnych s ne-
priznivou prognézou (10). Stoji za pozornost, Ze potla-
¢eni prognostického vyznamu PC-PI v dusledku zacle-
néni novych imunomodulaénich ptisobkd tj. thalidomidu
a bortezomibu bylo zaznamenano i v pfedchozi studii na-
Seho pracovisté (36). Z vysledki ziskanych na pokusech
in vitro i na zvifecich modelech vyplynulo, Ze u MM je
pokles apoptdzy zakladnim mechanismem nadorové ex-
panze (3). Narust neoplastického klonu vyplyva ze se-
Ihani prirozené ekvilibrace mezi stupném proliferace
a blokady apoptdzy. Selhdni apoptdzy, vedouci k prodlou-
Zeni Zivotnosti myelomovych bunék je provazen nérds-
tem myelomové masy a v nékterych pripadech i bez zvy-
Seného stupné plazmocelulérni proliferace (3, 27). Na roz-
voji apoptdzy se uplatiuje disrupce mitochondridlniho
transmembranového potencidlu, aktivace caspazy-3 a 8,
zvySeni citlivosti k Fas-indukované apoptdze, expanze
bcl-2 a dysregulace aktivity transkripéniho nukledrniho
faktoru kappa-B (NF-kB) (34, 35).

Z predlozené studie vyplyva, Ze inicidlni hodnoty me-
diant prolifera¢niho (PC-PI) byly obdobné vysi media-
nu zjisténych v nasi predchozi studii tj. 2,5 vs. 2.4 %, za-
timco hodnota indexu apoptézy (PC-AI) byla v nynéjsi
studii ponékud nizsi, tj. 4,8 % vs. 6,2 % (8, 9). PfiCinou
rozdilu miZe byt skute¢nost, Ze nynéjsi analyzovany sou-
bor zahrnoval prednostné nemocné s aktivni, symptoma-
tickou formou nemoci vyZadujici VDT/ATKB s vylou-
¢enim nemocnych s inicidlni/asymptomatickou formou
MM, vyznacujici se pfirozené vyssim apoptotickym po-
tencidlem (8, 9). Za zajimavé nutno povazovat zjisténi, Ze
hodnoty prolifera¢ntho (PC-PI) i apoptotického indexu
(PC-AI) vcetné jejich poméru (PC-PI/AI) byly obdobné,
bez statisticky vyznamné rozdilnosti v jednotlivych sta-
diich MM vyhodnocenych s pomoci tradi¢niho stiZova-
ciho systému dle D-S i s pouZitim prognostického strati-
fika¢niho indexu ISS. Za dulezité a z hlediska pochope-
ni zmén, ke kterym dochdzi po VDT/ATKB povazujeme
zjiSténi, Ze po prodélané VDT/ATKB doch4zi ke statistic-
ky vysoce vyznamnému poklesu proliferacni aktivity
(PC-PI) plazmatickych bunék a to ve vSech stadiich i pod-
stadiich MM vyhodnocenych dle D-S i s pomoci ISS.
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V ptipadé hodnoceni intenzity apoptotického procesu
plazmatickych bunék (PC-AI) byl zaznamenén statistic-
ky vyznamny vzestup stupné apoptdzy pouze v celém
souboru nemocnych s MM a ve stadiu III i v podstadiu
Adle D-S a ve stadiu 1 dle ISS. Statisticky vyznamny po-
kles byl po prodélané VDT/ATKB, a to ve vSech stadi-
ich MM vy¢lenénych dle D-S i ISS zaznamenén v pfipa-
dé sumarniho indexu PC-PI/AI. Velmi pfiznivd délka cel-
kového preziti, dosahujici 85 mésicti od diagnézy MM
je zfejmé podminéna nepochybnym pfinosem zaclenéni
novych lé¢ebnych piipravkil s imunomodulaénim G¢in-
kem (thalidomid, bortezomib a lenalidomid) a moderni
komplexni podpurné 1é¢by. Kratsi délka OS, vypoctena
od data VDT/ATKB je podminéna jednak ¢asovym posu-
nem vyplnénym induk¢nf a stimulacni 1écbou 1 ,,¢ekacim®
obdobim do data vlastniho provedeni VDT/ATKB. Za vy-
znamné povazujeme taktéz zjiSténi, Ze intenzivni 1écba
nemocnych s pouZitim VDT/ATKB a u ¢asti i moderni-
mi imunomodulaénimi plisobky v&etné inhibitoru protea-
zomu vedla k tplnému potlaceni prognostického vyzna-
mu prolifera¢niho (PC-PI) i apoptotického (PC-AI) in-
dexu a jejich vzdjemného poméru (PC-PI/AI). Nutno
uvést, Ze chybéjici vztah k celkové délce preziti (OS) pla-
til pro kinetické indexy vySetfené jak pri diagndze, tak i po
absolvovani VDT/ATKB. Jde tedy o zdsadné rozdilny na-
lez proti vysledkiim analyz provadénych v obdobi KT (6,
23) a to vetné ndmi provedené prognostické analyzy
v souboru lé¢eném pouze konvencni chemoterapii (9).
Nutno uvést, Ze uvedené zjiSténi zapada do trendu, dob-
fe patrného v poslednim desetileti, Ze s ndstupem
VDT/ATKB a zejména novych 1€kt s biologickym uGcin-
kem dochdzi k vyraznému oslabeni, pfipadné i dplnému
potlaceni vyznamu mnoha PF, majicich v obdobi KT jed-
noznacny prognosticky potencidl a na nichZ byly zaloZe-
ny i predchozi stratifikacni systémy (7, 14). Soucasnd po-
zornost se proto obraci od klasickych PF, jakymi jsou [3,-
mikroglobulin, albumin, LDH, CRP, ale i prolifera¢ni
vlastnosti plazmocytti véetné jejich plazmoblastické mor-
fologie k novym ukazatelim vyjadfujicich vnitini, bio-
logické vlastnosti myelomovych bunék a poméry v mik-
roprostiedi KD. Vyznamného uplatnéni dosahly moder-
ni, sofistikované zobrazovaci metody (celotélovd MRI
a FDG/PET-CT) umoznujici daleko citlivéjsi odhaleni
a kvantifikaci loZiskovych skeletdlnich, intrameduldrnich
a extramedularnich 1ézi (37, 38, 39, 40). Na poradu dne
je ale predevsim integrace cytogenetickych nélezi a bio-
logickych PF vyplyvajicich z pouZiti metod molekuldrn{
biologie, poskytujici pfimou a relevantni informaci o in-
dividualnich biologickych vlastnostech nemoci. Se vzri-
stajici dostupnosti molekuldrné-biologickych metod, ge-
nomickych a proteomickych technik se objevuji snahy
o rozdéleni MM do molekuldrné-biologicky odliSnych
skupin s moznosti vybéru individudlné uzptsobené terco-
vé 1écby. Jiz v soucasnosti je zcela zfejmé, Ze spise nezli
klasické PF a dle zavérd predlozené prace i proliferacni
a apoptotické vlastnosti plazmocytli mé podstatné vyssi
stratifikacni a prognosticky potencidl odhaleni genetic-
kych odchylek (hypodiploidie, t(4;14),t(14;16), del 13

adelece 17p13 (p53 lokus) (13,30,41,42,43,44 45, 46,
47) 1zvySend exprese CKS1B s amplifikaci chromozomu
1921 (33). Vyznamnym pokusem v klasifikaci MM na
podkladé vysledkt genové expresni analyzy je 8stupiio-
va TC klasifikace, zaloZend na kategorizaci nemocnych
podle expanze genl deregulujicich translokaci tézkych fe-
tézcl imunoglobulinu a nadmérné exprese gent jednot-
livych cyklinti (D;-D,). Vyhodou této klasifikace je okol-
nost, ze zahrnuje méfeni pouze nékolika ukazateld a 7Ze
vétsinu translokaci 1ze odhalit metodou FISH (48). K roz-
pozndni ,.high risk* pacientd s velmi nepfiznivym pro-
gnostickym potencidlem pri 1écbé konvenéni terapif
i VDT/ATKB bez pouziti novych biologickych plisobku
je molekuldrné-cytogenetické klasifikace mSMART, se-
stavend experty z Mayo kliniky a vyZadujici pfitomnost
nékterého z ndsledujicich ndlezt: t(4;14), t(14;16),
t(14;20), del 17p13 (vSe s pomoci FISH), konven¢ni cy-
togenetickou analyzou prokédzanou deleci nebo monozo-
mii chromozomu 13 nebo hypodiploidii (< 44) chromo-
zomi a vysokou hodnotou PC-LI (> 3,0) (13, 49). Je te-
dy urcitym prekvapenim, Ze klasifikace mSMART a to
snad témér jako jedind v soucasné odborné literatute se
pfidrZuje hodnoceni prolifera¢niho indexu plazmocytd,
vysetfeného ovsem s pomoci klasické sklickové mikro-
skopické imunofluorescence (13, 50).

Zavér

Z predlozeného sdéleni vyplyva, Ze proliferacni a apo-
ptotické vlastnosti plazmocytd se nelisi z hlediska stup-
né pokrodilosti, tj. klinického stadia MM (dle D-S i dle
ISS) a Ze dochdzi po absolvovani VDT/ATKB ke statis-
ticky vyznamnému poklesu obou parametrti, coZ zapada
do predstavy o chovani rezidudlniho myelomového klo-
nu po intenzivni cytoredukéni 1é¢bé. Za nejvyznamnéjsi
ale nutno povazovat zjisténi, Ze vysetfovani proliferac-
nich a apoptotickych vlastnosti plazmocytt s pomoci PC-
PI a PC-AI ztratilo v sou¢asném obdobi vysokoddvko-
vané chemoterapie s podporou autologni transplantace
kmenovych bunék a se zac¢lenénim novych biologickych
pusobki (thalidomidu, bortezomibu a lenalidomidu) na
prognostickém vyznamu a nema spolehlivy predpovédni{
vztah k délce celkového preziti. V soucasné, doslova re-
voluéni éfe, kterou prodélava Sife poznatkl o biologii
a 1écbé MM je nutné preneseni pozornosti k novym pro-
gnostickym ukazatelim, vychdzejicim z modernich, vy-
soce sofistikovanych molekuldrné-biologickych technik.
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Asparagindza je dllezitd a vSeobecné uzivand slozka
terapie akutni lymfoblastické leukemie (ALL) u déti. Po-
lyetylen-glykosylovana L-asparagindza (PEG-asparagi-
ndza) je nativni enzym z Escherichia coli kovalentné va-
zany na polyetylenglykol. Byla vyvinuta v zdjmu reduko-
vat imunogenni potencidl. PEG-asparagindza md pfi in-
tramuskularni aplikaci delSi polocas a je spojena s nizsi
tvorbou protildtky ve srovnani s nativni asparagindzou.
Publikovanych zprav o klinickych zkusSenostech s intra-
ven6zné poddvanou PEG-asparagindzou v pediatrické
praxi neni mnoho. Proto vyhodnotila uvedena pracovisté
v USA a Kanadé moZnost aplikace PEG-asparagindzy
v intravendzni infuzi u déti s ALL.

V letech 2005 az 2007 bylo zarazeno do 1écby ALL
dle protokolu 05-01 (Dana — Farber Cancer Institute ALL
Conssortium) celkem 197 pacientt (vék 1 az 17 rokd).
87 % mélo fenotyp prekurzorti B-bunék a 113 % T-ALL.

Dostali jednotlivou davku i.v. PEG-asparagindzy (2500
IU/m?2) béhem 1 hodiny v rdmci indukce remise. Byla zjis-
téna aktivita sérové asparagindzy vyssi nez 0,1 IU/ml
v 95 %, 88 % a7 % unemocnych za 11, 18 a 25 dni po
podani davky. Toxicita zahrnovala alergii (1,5 %), Ziln{
trombdzu (2) a pankreatitidu (4,6 %). Autori uzaviraji
v tom smyslu, Ze aplikace PEG-asparagindzy je tolero-
vatelnd u déti s ALL. Potencidlné terapeuticky u¢inna ak-
tivita enzymu se udrzuje alespon 2 tydny po jednotlivé
dévce 2500 IU/m?2 u téméf vSech pacientil. V soucasné do-
bé probihd srovndni relativni toxicity a d¢innosti intra-
vendzni aplikace PEG-asparagindzy (podavané kazdé 2
tydny) a intramuskuldrni E. coli asparagindzy (poddvané
tydné) po dobu 30 tydnti béhem postindukéni konsolidac-
ni faze terapie.

Prof. MUDr. Otto Hrodek, DrSc.

100

Transfuze Hematol. dnes, 16, 2010



