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SOUHRN

Mnohocetny myelom (MM) je jednim z nejcastéjSich hematoonkologickych onemocnéni s variabilnim agresivnim
i indolentnim chronickym priabéhem. Prognosticka stratifikace se dale upfesiuje s vyvojem novych metodik hlavné
v cytogenetice a pritokové cytometrii. Antigen CD45 by mohl byt jednim ze znakU, které mohou upfesnit rizikovost
nemoci jiz pri diagnoze. 71 pacientl v nasem souboru bylo rozdéleno podle intenzity exprese CD45 antigenu a skupina
s nizsi expresi méla statisticky vyssi riziko relapsu do 12 mésicl 62 % vs. 25 % (p = 0,0011). Mezi porovnavanymi sku-
pinami nebyl statisticky vyznamny rozdil s ohledem na vek, zastoupeni pohlavi, intenzifikaci s autologni transplantaci
krvetvornych bunék, dosazeni kompletni remise po prvni linii [écby a genetické ndlezy. Na zdkladé nasich poznatkU
se domnivame, ze exprese CD45 antigenu by se mohla stat jednim z prognostickych faktord ¢i jednim z faktor( pro
uréeni udrzovaci [é¢by u MM. Ovéreni je vhodné na vétsim souboru pacientl, ideadlné v ramci multicentrické spoluprace.
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SUMMARY

Jungova A, Holubova M, Vokurka S, Lysak D, Jindra P, Dvofak P

Evaluation of CD45 antigen expression in patients with multiple myeloma and its effect on time

to progression or relapse

Multiple myeloma is one of the most common haematological diseases of variable course ranging from aggressive to
indolent chronic forms. Prognostic stratification is based on cytogenetics as well as newer methodologies including flow
cytometry. The CD45 antigen could be one prognostic factor which could specify disease risk of at diagnosis. 71 patients in
our study sample were divided according to the intensity of CD45 expression and the group with lower CD45 expression
had significantly higher risk of relapse within 12 months 62% vs. 25 % (p = 0.0011). There was no significant difference in
the demographic parameters (age, sex), 1st line treatment with autologous transplantation and complete remissions after
Ist line treatment or cytogenetic findings. We believe that CD45 expression could become one of the prognostic factors
or one of the factors that determine the need for maintenance therapy in patients with multiple myeloma. We recommend
that these results be confirmed on a larger sample or within a multi-centre study.

KEY WORDS
multiple myeloma, plasmocytes, flow cytometry, cytogenetics, CD45, time to progression (TTP)

uvob onemocnéni. Incidence MM se pohybuje v rozmezi

Mnohocetny myelom (MM) je pomérné casté one- 1-4 osob/100 000 obyvatel rocné, ve vékové katego-
mocnéni se zastoupenim az 15% v ramci hematolo- rii 75-79 let je vSak incidence této nemoci az 16 osob/
gickych malignit a aZ 1% v ramci vSech nadorovych /100 000 obyvatel (8). Castéji postihuje muzZe a je ¢as-
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téj$i u Afroamericanu (1). Onemocnéni je charakte-
rizované klonalni proliferaci maligné transformova-
nych plazmatickych bunék s produkci monoklondlniho
imunoglobulinu - paraproteinu. Od konce minulého
stoleti se zacala v detekci plazmatickych bunék uplat-
novat také priitokova cytometrie (flow cytometry; FACS).
VSechny plazmatické bunky exprimuji na svém po-
vrchu znak CD38, pficemz zralé maligni plazmocyty
mohou tento znak exprimovat s nizsi intenzitou nez
fyziologické, zralé. Naopak znak CD138 je pfitomen
u obou populaci stejné. OdlisSeni mezi témito dvéma
skupinami je mozné pomoci znakt CD19 a CD56, kdy
zdravé plazmatické buniky jsou CD19+CD56- a zralé
myelomové butiky naopak CD19-CD56+. Dale u myelo-
movych bunék byvaji exprimovany znaky CD117 a CD20
(2, 3). Zposlednich vyzkum se ukazuje, Ze ztrata expre-

Tab.1 Charakteristiky mnohoc¢etného myelomu u pacient souboru.

Pocet pacientil VAl

Bright
(n=46)

Dim
(n=25)

Pohlavi, muzi / zeny 13/12 24/22 p=10
Veék v dobé diagndzy - median

(min - max) 58 (38-67) | 62 (40-72) | p = 0,30
Median sledovani 18 (8-44) (22 (1-107) |[p=0,08
Stadium Salmon-Durie

1A 17 (68 %) 25(55%) |p=0,69
1B 520 %) 8(17%) |p=10
ostatni 312 %) 13 (28 %) |p=0,25
Stadium ISS

1. 312 %) 1226 %) |p=0,37
2. 6(24%) |13(28%) |p=10
3. 14 (56 %) 20 (44 %) |p=0,67
neznameé 2 (8 %) 12 %) p=0,55
Genetika:

normalni karyotyp 4 (16 %) 10(22%) [p=0,76
t (4;,14) 4 (16 %) 3(7 %) p=0,41
komplexni aberace 2 (8 %) 51%) p=10
del, monozomie 17

(resp. mutace p53) 1(4 %) 12 %) p=10

t (11:14), hyperdiploidie 312 %) 6(03%) |p=10
ostatni nebo neprovedené 1 (44 %) 21(45%) [p=10
Chemoterapie 1. linie:

CTD 9(36%) | 23(50%) |p=0,51
CVD,VD 13(52%) | 19(41%) |p=0,66
VMP, RD 2(8%) 12 %) p=0,55
Jiné (VAD, CID, CAD) 1(4 %) 3(7 %) p=10
Autologni transplantace v 1. linii: | 23(92%) | 39 (85 %) |p=0,86
Lécebnd odpoved po 1. linii

lécby 520%) | 13(29%) |p=0,78
CR 18(72%) | 25(55%) |p=0,55
VGPR+ PR 1(4 %) 0 p=0,36
SD, MR 1(4 %) 7(06%) |p=026
neznama
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se CD20 znaku je spojena s agresivnéjsi nemoci (4). Pro
potvrzeni klonality plazmatickych bunék je nutno jesté
analyzovat expresi lehkych fetézc kappa a lambda -
v pripadé reaktivniho procesu se jedna o polyklonalni
stav, kdy jsou pfitomny oba lehké retézce. Naopak pri
nadorovém onemocnéni jde o monoklonalni proces -
je pritomen pouze jeden z téchto fetézcii, nebot kazda
imunokompetentni B burika produkuje jen jeden typ
imunoglobulinu (5).

Povrchovy antigen CD45 neboli Protein tyrosin fos-
fataza, receptor typu C, je klicovym regulatorem anti-
gen-zprostfedkované signalizace a aktivace lymfocytt.
CD45 ma kontrolni vliv na interleukin 6 a ristovy faktor
1 podobny inzulinu (insulinlike growth factor1) (14), coz jsou
faktory, které maji klicCovou tllohu pro rst, transfor-
maci a apoptézu bunék. Za normalnich okolnosti mladé
plazmatické bunky tento znak exprimuji, ale v pribéhu
diferenciace a vyzravani jej ztraci. Naopak plazmatické
buriky CD45 negativni vice odolavaji apoptéze a tim
i méné reaguji na 1écbu (6). Podle dostupnych dat by
meéla byt nizka exprese CD45 nepfiznivym faktorem
ovliviiujici casnost progrese (7).

Ve snaze ovéfit vyznam antigenu CD45 na prognos-
tické stratifikaci u pacientli s MM jsme se rozhodli
provést naslednou analyzu souboru nasich nemocnych.

MATERIAL A METODIKA

Retrospektivni analyza pacientlt s MM s cilem po-
rovnat dobu do prvni progrese/relapsu (TTP) s ohledem
na expresi CD45 znaku ve skupiné s nizkou expresi , dim“
oproti skupiné s vyssi expresi ,bright” (viz obrazek 1).
Analyzovany soubor tvortilo celkem 71 pacienti s mno-
hocetnym myelomem noveé diagnostikovanym v obdobi
5/2011 az 12/2012 na naSem pracovisti. Median véku
pacientil byl 58 (38-72) let. U vSech pacientti byla zaha-
jena indukéni 1é¢ba s podanim 4 cykld chemoterapie
vétsinou s pouzitim novych 1ékd (protokoly CTD, CVD,
RD, VD, VMP) (8), pouze u 4 pacienti (5 %) se jednalo
o protokoly bez pouziti novych 1é¢iv a celkem 62/71 (87
%) pacientd dale podstoupilo cyklus vysoko davkované
chemoterapie s melfalanem a autologni transplantaci
perifernich krvetvornych bunék. Pouze u12 % pacientli
autologni transplantace nebyla provedena bud z dii-
vodu véku, nebo z divodu $patné mobilizace perifer-
nich bunék. Vysetfeni kostni dfené véetné vySetfeni
cytogenetického a pritokovou cytometrii pro nase
sledovani bylo provedeno vstupné v dobé diagnoézy.
Charakteristiky souboru jsou dale uvedeny v tabulce 1.

TTP byla definovana jako doba od ukoncené induké-
ni 1écby do prvni progrese/relapsu. TTP od ukoncené
1é¢by nikoliv od zahdjeni 1é¢by jsme zvolili z divodu
lepsi dostupnosti a validity dat z obdobi ukoncené 1écby.
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Pomérna Cast pacientil totiz pochazela ze spadovych
nemocnic a validita vysledkdi byla velmi rozdilnd, od
v nasem centru. Diagnostika MM vychdazela z kritérii
IMWG (8). U pacientfi bylo vstupné a dale ve velké Casti
pripadi i po ukonceni indukeni 1é¢by provedeno vy-
Setfeni kostni dfené - morfologické, cytologické, FACS
a cytogenetické vySetfeni. Detekce pfitomnosti parapro-
teinu byla hodnocena v lokalni certifikované laboratofi
s vyuzitim metodiky elektroforézy a imunofixace.

Dosazeni 1é¢ebnych odpovédi bylo definovano po-
dle standardnich kritérii IMWG (8) zahrnujicich ve
strucnosti: Kompletni remise (CR) - nepfitomnost
ptavodniho M-proteinu v séru a moci imunofixaci,
méneé nez 5 % plazmocytl v kostni dfeni, nepfitomnost
extraosedlniho nadoru, Zadna nova osteolyticka nebo
narustajici loziska. Parcidlni remise (PR) a velmi dobra
parcidlni remise (VGPR): pokles M-proteinu a regrese
plazmocytomovych mas mékkych tkani o nejméné
50 % (v pripadé VGPR pokles nejméné o 90 %) a zadna
nova nebo nartistajici osteolyticka loziska. Minimalni
odpovéd (MR): pokles M-proteinu a regrese plazmocy-
tomovych mas mékkych tkani o 25-49 %, zadna nova
nebo nartistajici osteolyticka loZiska. Relaps: nova ak-
tivita nemoci (infiltrace dfené, M-protein, extraosealni
tumor) po pfedchozi CR. Progrese: nartst aktivity o 25
% (M-protein, infiltrace dfené, tumor) po pfedchozi
PR nebo MR.

Po ukonceni prvni linie 1é¢by byly vySetfovany hla-
diny M-proteinu v séru a moci elektroforézou a imu-
nofixaci v cca 3mésicnich in-

(Immunotech). U prvni zkumavky byly po inkubaci ly-
zovany erytrocyty pomoci komerc¢niho roztoku BD FACS
Lysing Solution (BD Bioscenece) s naslednym promytim
PBS (fyziologicky roztok s fosfatovym pufrem) a cen-
trifugaci. Po centrifugaci byl odstranén supernatant
a peleta byla rozvolnéna v 0,5ml PBS. U druhé zkumav-
ky byly buriky s povrchovym znacenim nejprve fixova-
ny, promyty PBS a poté byla provedena permeabilizace
a intracytoplazmatické barveni lehkych fetézci s vy-
uzitim polyklonalnich protilatek. Pro fixaci povrchovych
znakl a naslednou permeabilizaci byl pouzit komerc¢ni
kit IntraPrep (Immunotech). Méfeni bylo provedeno
na pritokovém cytometru BD FACSCanto II s vyuziti
software BD FACSDiva. Identifikace plazmocytti probéh-
la sekven¢nim znacenim pomoci kombinace antigenti
CD38, CD138, CD45 v lokalité typické pro plazmocyty
(scatter vlastnosti) a podle znakti CD19 a 56 jsme odlisili
atypické (CD19-, 56+) a normalni plazmocyty (CD19+,
56-). Pro detekci minimalniho zbytkového onemoc-
néni (minimal residual disease; MRD) byl limit senzitivity
0,01 % (10=%).

Genetické analyzy. Cytogeneticki vySetfeni a je-
jich vysledky byly dostupné u 63/71 (89 %) pacientd.
Specificky byl sledovan vyskyt prognosticky neptizni-
vych zmén (9) v podobé komplexnich aberaci karyoty-
pu, delece 17p (resp. delece genu TP53), t(4;14)(p16;q32)
a t(14;16)(q32;923). Bunky kostni dfené byly pro cyto-
genetické vysSetfeni kultivovany 24 hodin v médiu bez
stimulace specifickymi mitogeny. Pro analyzu chromo-
zomu byla pouzita metoda G-pruhovani. Cytogeneticka

tervalech po ukoncenilécby. | A

Prutokova cytometrie. CD45 dim
Na stanoveni imunofenoty-
pu plazmatickych bunék byla
pouzita kombinace znaceni
povrchovych a intracytoplaz- 25

matickych znakdi. Pro detekci
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Obr. 1 Vysetfeni pritokovou cytometrii, exprese CD45 u plazmocytl
Obr. 1A Populace patologickych plazmatickych bunék s vyssi, bright” expresi znaku CD45
(fialové- plasmatické bunky, zelené lymfocyty) ,, bright” skupina. 1B Populace plazmocytt s nizsi
Ladim“ expresi CD45 znaku -,,dim“ skupina.
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analyza byla provadéna dle mezinarodnich doporuceni
pro mnohocetny myelom a vysledek byl zapsan dle ISCN
2013 nomenklatury. Metoda FISH (fluorescencni in situ
hybridizace) byla provadéna s plazmocyty imunologic-
ky znacenymi pro specifickou analyzu patologickych
bunék (cIg-FISH). Byly pouzivany komerc¢né dostupné
FISH sondy od firem Abbott a Kreatech dle navoda
danych vyrobcem.

Statistické zpracovani. Provedeno s vyuzitim pro-
gramu GraphPad InStat-Statistica Software a zaklad-
nich statistickych testli - Mann-Whitney, Fisher‘s Exact
Test a t-test. Kfivky pravdépodobnosti progrese a TTP
byly zpracovany metodikou podle Kaplana a Meiera
a vyhodnoceni vyznamnosti statistickych rozdil bylo
provedeno log-rank testem (software MedCalc). Rozdily
mezi skupinami byly testovany na hladiné 95% vyznam-
nosti a hodnoty p < 0,05 byly povazovany za staticky
vyznamné rozdily.

VYSLEDKY

Analyzovany soubor tvotilo celkem 71 pacientl
s ukoncenou 1. linii 1é¢by. Byly porovnany skupiny
pacientdi s nizkou ,dim” (n = 25) a vyssi , bright” (n = 46)
expresi CD45 antigenu. K 1/2014 Zije 51/71 (72 %) paci-
entll, 20/71 (28 %) zemfelo, obé skupiny s medidnem
doby sledovani 18 (8-44) vs. 22 (1-107) mésict (p = 0,08).

Nebyl zjistén statisticky vyznamny rozdil s ohledem
na vék - median 58 (38-67) vs. 62 (40-72) let (p = 0,30),
zastoupeni pohlavi - pomér muzi/Zzeny 13/12 vs. 24/22
(p=1,0), vyskyt neptiznivych genetickych aberaci 7/25
(28 %) vs. 9/46 (20 %) (p = 0,57), vyskyt 3. stadia dle ISS
14/25 (56 %) vs. 20/46 (44 %) (p = 0,67), dosazeni kom-
pletni remise po 1. linii 1é¢by 5/20 (20 %) vs. 13/39 (29 %)
(p=0,78), Cetnost autologni transplantace 23/25 (92 %)
vs. 39/46 (85 %) (p = 0,86) - viz také idaje v tabulce 1.

Pfi srovnatelném medianu sledovani u obou skupin
byla pravdépodobnost progrese ve 12 mésicich 62 % ve
skupiné ,dim“vs. 25 % ve skupiné , bright“ a median TTP
byl 10 vs. 20 mésicti (p = 0,0011) - viz obrazek 2.

DISKUSE

Mnohocetny myelom je malignita s velmi varia-
bilnim, ale ¢asto agresivnim pribéhem. Miru jeho
agresivity a 1é¢ebné vysledky lze do urcité miry predpo-
kladat s vyuzitim prognostickych stratifikaci, systémi
a markertl, kde mezi nejvyznamnéjsi patti stadium dle
ISS (10) a genetické aberace s vyznamnou rizikovosti
v podobé komplexnich aberaci, delece 17p (resp. delece
genu TP53), t(4;14) a t(14;16) (9). Pomérné zajimavym
ajednoduse detekovatelnym markerem prognézy u MM
by mohla byt exprese antigenu CD45 na povrchu pato-
logickych plazmocytii, jak uvadéji Moreau et al. a dalsi
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Obr. 2 Pravdépodobnost progrese nebo relapsu mnohocetného
myelomu podle typu exprese znaku CD45. U skupiny s vyssi
,bright”expresi je ve 12 mésicich riziko progrese 25 %, u druhé
,dim“skupiny je pak riziko progrese/relapsu jiz 62 %

(p =0,0011).

(7,11, 13), ktery dava nizkou expresi CD45 do souvislosti
s Casnéjsi progresi myelomu. Jelikoz znak CD45 se podili
predevsim na apoptoéze a transformaci bunék (12), je tak
pravdépodobné, Ze pravé nizka exprese tohoto znaku
zplisobuje u plazmocytli vy$si odolnost vici apoptéze,
a tim i mensi odolnost k 1é¢bé. Z toho vyplyva, Ze pa-
cienti s negativitou CD45 budou vice ohrozeni casnym
relapsem ¢i progresi nemoci bez vlivu na dosazeni stavu
remise po indukéni terapii. Pokud porovname citace
z dostupné literatury, tak ve vétsiné textti (7, 11, 12, 13)
se autofi shoduji na vlivu nizké exprese CD45 na riziko-
vost nemoci, ale u nékterych autorti (12) neni statisticka
signifikance tak vyrazna. JelikoZ je stanoveni pomoci
pritokové cytometrie pomérné rychlé a snadné, je
nutné o vyznamu vysetfeni tohoto markeru uvazovat.
Je pravda, Ze maximalni vyuzivani FACS parametra u ji-
nych hematoonkologickych nemoci se dnes jiz dostava
do pozadi (napt. znaky CD38 a ZAP70 u CLL, které byly
drive velmi vyzdvihovany jako jednoznac¢né prognos-
tické znaky, se dnes ukazuji jako ne iplné vypovidajici
o rizikovosti nemoci) (15). Ale na druhou stranu nutno
vzit v potaz, Ze u mnohocetného myelomu je doba pte-
zivani vyrazné krat$i nez tfeba u zmiriované CLL a pravé
proto je i snaha o co nejsnadnéjsi stratifikaci nemoci
dtlezitad. Za tivahu do budoucna stoji vyuziti znalosti
exprese CD45 znaku napiiklad u udrzovaci terapie. Pri
teorii znalosti rizikovosti exprese znaku CD45 by byli
naptiklad pacienti s MM s nizkou expresi CD45 indiko-
logni transplantaci. Nabizi se i konsolidac¢ni terapie po
autologni transplantaci u téchto rizikovych pacientd.
Pro jasny nazor vSak zatim chybi relevantni data.
Cilem nasi prace bylo porovnat dobu do progrese/
relapsu (TTP) u naS$ich pacientii s MM s ohledem na
expresi CD45 znaku s idaji udavanymi v dostupné lite-
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ratufe. Porovnali jsme pocCetné pomérné dobte zastou-
pené skupiny pacientdi s nizkou a vyssi expresi CD45.
Mezi skupinami nebyl pozorovan statisticky vyznamny
rozdil v demografickych parametrech, rizikovosti cy-
togenetiky ani efektu 1. linie 1é¢by. Soubor s nizkou
expresi CD45 mél vyznamné krat$i TTP, coz odpovidalo
idatim puvodni price Moreau et al. (7). Velmi zajimavé
bylo, Ze v obou skupinach nebyl signifikantni rozdil
v zastoupeni negativnich cytogenetickych nalezt (tzn.
neptiznivé nalezy - komplexni aberace karyotypu,
delece 17p (resp. delece genu TP53), t(4;14) a t(14;16)),
které se obecné u MM povazuji za jeden z nejdtilezitéj-
§ich prognostickych kritérii. V obou skupindch byly
srovnatelné zastoupeny jak nepfiznivé cytogenetické
zmény, tak normalni karyotyp a také pfiznivé cytoge-
netické nalezy. NaSe vysledky byly tedy podobné jako
v publikaci Moreau et al. Limitaci naseho sledovani
byl pfedevsim retrospektivni charakter a unicentric-
ka lokalizace. V pripadé vétsiho zastoupeni pacientti
a spolupracujicich center by vysledky mohly byt jesté
vice validni. Nicméné na druhou stranu je v nasem
pripadé zajisténa uniformni metodika a nastaveni
analyzy priitokové cytometrie,

V zavéru, na zakladé nasich nélezi a zkusenosti
Moreau et al. (7), se domnivame, Ze exprese CD45 anti-
genu by se mohla stit jednim z prognostickych faktorti
MM. Nas soubor byl homogenni, pocetny a vSechna
vySetfeni priitokovou cytometrii byla providéna v jedné
laboratofi. Ovéfeni nasich vysledkl by bylo vhodné
provést na vétsim souboru pacientti, idedlné v ramci
multicentrické spoluprace, navic vyhodné pro porov-
nani vysledkd dosaZenych jednotlivymi centry.
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