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Souhrn

Imunofenotypizace myelomovych bunék pfinasi dostatek informaci k charakterizaci a odliSeni téchto heterogennich neoplastickych
plazmocytt od jejich normalnich prot&jskl a své uplatnéni tedy naléza v diferencialni diagnostice. Stanoveni antigenniho profilu
PC mize téz napomoci identifikaci prognostickych markera, které by vedly jednak k jednoznaénému stanoveni diagndzy a urceni
pravdépodobnosti progrese u asymptomatickych monoklonalnich gamapatii, ale také k ptipadnému hodnoceni minimalni rezidualni
choroby ¢i ucinnosti 1é¢by u mnohocetného myelomu. Je snahou Evropské myelomové sité (European Myeloma Network), EMN,
sjednotit a standardizovat flowcytometrické vySetfeni plazmocytl v ramci monoklonalnich gamapatii.

Kli¢ova slova: monoklonalni gamapatie, mmohocetny myelom, plazmatické buiky, flowcytometrie.

Summary

Immunophenotyping of myeloma cells is used to characterize the malignant plasma cells and to distinguish them from their normal
counterparts. Flow cytometry is mostly used for the diagnosis of plasma cell proliferations but a detailed analysis of plasma cell
immunophenotype can identify disease markers that are associated with the progression of monoclonal gammopathy of unknown
significance to multiple myeloma (MM), the prognosis of MM, the response to treatment, and the presence of minimal residual dis-
ease. The aim of the European Myeloma Network (EMN) is to unify and standardize immunophenotyping methods for the analysis

of plasma cells in monoclonal gammopathies.
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Uvod

Pritokova cytometrie se v diagnostice mnohocetné¢ho
myelomu (MM) uplatituje od 90. let 20. stoleti, pfestoze se
nejprve u plazmatickych bunek (PC) vénovala spise DNA
analyze (15, 3). Postupné, s vyvojem monoklonalnich pro-
tilatek, se objevovaly udaje o fenotypu PC, které se dale
zptesiovaly (2, 33, 12, 36). Studovany byly také rozdi-
ly ve fenotypu normalnich a malignich PC (38, 9). Jako
zasadni se jevi objev protilatky B-B4 proti znaku CD138
(Syndecan-1), ktery vyznamné dopliuje identifikaci PC
(39). Casem bylo vymezeno spektrum povrchovych a in-
tracelularnich markerti, které jsou i nadale vyuZzivany
v analyzach fenotypu PC a jeho vztahu k diferencialni di-
agnostice onemocnéni, nicméné€ v soucasnosti je stale vice
pozornosti vénovano také moznostem stanoveni prognozy
pacientt a detekci minimalni rezidualni choroby (MRN)
(24, 4, 30).

Lidské plazmocyty tvoii heterogenni populaci bunék a mo-
hou byt rozdéleny do néekolika podtypt. V lymfoidnich
tkanich se nachazeji proliferujici plazmablasty s kratkou
dobou zivota, v periferni krvi (PK) pfechodné plazmatic-
ké bunky a v kostni dfeni (KD) se nalézaji vétSinou ne-
proliferujici plazmocyty s dlouhou dobou zivota (20). Pro
identifikaci vSech typt PC je zasadni znak CD38, ktery je

na PC siln¢ exprimovan, piestoze neni jejich specifickym
markerem (10). Je znamo, Ze zralé neoplastické PC mohou
(16). Naopak CD138 je exprimovan pouze na PC, normal-
nich i patologickych, a to jiz ve stadiu prekurzort (71).
Ztrata exprese CD138 a jeho uvolnéni do plazmy vede
k apoptoéze PC, coz vypovida o regulacni funkci tohoto
proteoglykanu (6). Dalsi informaci pfinasi exprese znaku
CD45, ktery mizi v prub&hu diferenciace a na zralych PC
jiz nebyva exprimovan, avsak u cirkulujicich ¢i reaktiv-
nich nemalignich PC mlze byt exprese zachovana (27).
Bylo zjisténo, ze také v KD pacienti s MM existuje sub-
populace CD45" PC tvorici proliferujici slozku PC (32).
Z hlediska posuzovani ,,normality” PC je dulezita exprese
B lymfocytarniho markeru CD19, tento mize byt vyuzit
pro identifikaci potencionalné fyziologickych rezidualnich
PC, které vykazuji polyklonalni charakter, zatimco ex-
prese znaku CD56 je vyznamné Castéjsi u patologickych
monoklondlnich PC (4, 22). Pro fyziologické PC je také
charakteristickd exprese znaku CD27, jehoz exprese na PC
se poji s lepsi prognézou pacientl (8). Naopak mezi abe-
rantné exprimované markery neoplastickych PC jsou u pa-
cientl s MM fazeny B-lymfocytarni marker CD20, kosti-
mulac¢ni molekula T lymfocyti CD28 a CDI117 (c-KIT),
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pfi¢emz pro tyto znaky byl prokazan vztah mezi antigen-
nim profilem PC, DNA ploidii a specifickymi genetickymi
zmeénami (18).

Princip metody a jeji rizné podtypy

Kazda bunka je charakterizovana systémem povrchovych
a intracelularnich antigenti, které mohou byt vyuzity k jeji
identifikaci. Tzv. CD klasifikace (clusters of differenciati-
on, CD) byla ustanovena v r. 1982 v Paftizi, pti¢emz nejpr-
ve obsahovala pouze leukocytarni antigeny, posléze byly
zahrnuty 1 znaky dal$ich bunéénych populaci a v soucasné
dobé¢ uz obsahuje 350 znaku (40).

Pratokova cytometrie vyuziva k identifikaci subtypt bu-
n¢k jejich funkénich i strukturdlnich vlastnosti. Bunky
v suspenzi jsou unasené nosnou kapalinou a jedna po dru-
hé se potkavaji s paprskem laseru o urcité vinové délce,
pticemz dochazi jednak k rozptylu svétla na bunikach, ale
také k excitaci fluorochromt konjugovanych s protilatka-
mi navazanymi na buiikdch. Pohlcena energie je nasledné
emitovana formou fluorescence, ktera je v pfistroji dale
zpracovavana. Vsechy parametry ziskané prevodem své-
telné¢ho signalu na elektronicky na patficnych detektorech
piistroje jsou zaznamenavany a uchovany. Vyhodou opro-
ti fluorescencnimu mikroskopu je jednak vyssi mnozstvi
soucasné pouzitych fluorochromt definujicich jednotlivé
antigeny, ale také podstatné vyssi mnozstvi analyzova-
nych ¢astic. Klasicka imnufenotypizace tedy vyuziva, kro-
m¢é znalosti velikosti a granularity analyzovanych bunék,
elektronickou ,,vizualizaci® vazby protilatka-antigen, pii-
¢emz nejcastéji je vyuzivano komerénich monoklonalnich
protilatek. Pfi DNA analyze je ,,vizualizovan“ obsah DNA
v bunkach, a to prostiednictvim stechiometrické interkala-
ce propidium jodidu (PI) mezi baze DNA analyzovanych
bunck, které mohou byt soucasné oznaceny navazanou
protilatkou.

V soucasnosti je v imunofenotypickych analyzach stale
vice vyuzivano nejen mnohobarevné (multicolor, multipa-
rametric) pratokové cytometrie, ale také tzv. polychoma-
tické prutokové cytometrie, kterd pracuje s kombinacemi
5-18 fluorescenci (/7). Takovéto pritokové cytometry vy-
uzivaji k excitaci fluorochromt 1-4 lasert, asak zatim se
jedna spise o experimentalni pfistup.

Vstupni material, poZadavek na kvantitu a kvalitu,
istotu

K imunofenotypické analyze PC muze byt vyuzita jednak
KD, ale sviij diagnosticky vyznam ma také analyza PK,
kde se mohou nachazet cirkulujici PC. Obecné nejsou
dany zadné pozadavky na kvantitu, kvalitu a ¢istotu ma-
teridlu, prestoze je ziejmé, ze v pripadé KD by analyza
m¢éla byt provedena nejlépe z 1. aspiratu. Vzorky PK i KD,
odebrané do EDTA, by mély byt zpracovany pokud mozno
do 24h od odbéru.

Odkaz na platnou normu ¢i zavazné doporuceni

Za zaklad¢ dvou uskuteénénych workshopti potadanych
Evropskou myelomovou siti (European Myeloma Ne-
twork, EMN) byl vytvofen ,,manudl® pro analyzu PC, kte-
ry obsahuje nékolik doporuéeni (30).

250 KLINICKA ONKOLOGIE 21 SUPPLEMENT 1/2008

Specificka nastaveni u MM

Vseobecné se soudi, ze pritokova cytometrie neni zasad-
nim vysetfenim u MM, a to zejména proto, Ze existuji dalsi
parametry a kritéria, kterd jednoznacné stanovi diagnoézu
(7). Na rad¢ pracovist se tedy fenotypizace PC omezuje
pouze na analyzu znakti CD38, CD138 a CD45 a stano-
veni zastoupeni PC v PK i KD, pfi¢emz nejsou provadéna
ptidavna vysetfeni pro upfesnéni fenotypu ¢i klonality PC
a jejich vztahu k prognoéze pacientd.

Pii studiu cirkulujicich PC v PK bylo zjisténo, ze jejich
mnozstvi je u novych pacient s MM nezavisly prognostic-
ky faktor, kdy byla nalezena inverzni korelace mezi po¢tem
cirkulujicich PC a celkovym prezitim (23). Pocty cirkuluji-
cich PC takeé reaguji na 1é¢bu (317), coZz umoznuje studovat
souvislost mezi jejich mnozstvim a minimalni rezidualni
chorobou (/; 13). Pfredpokladame, ze cirkulujici PC paci-
entl s MM, pievazné fenotypu CD38"CD138"CD45
CD19-CD56™, jsou znamkou pokroc¢ilého stadia onemoc-
néni a prognosticky vyznam jejich po¢tu, ptipadné i feno-
typu, by mél byt dale ovéfen (74).

Jak morfologické, tak flowcytometrické stanoveni infiltra-
ce KD plazmocyty mtze vést k odliSeni MGUS od MM,
ale predpoklada se, ze % PC stanovené pomoci flowcyto-
metrie ma veétsi prognosticky vyznam nezli morfologicky
stanovena infiltrace (79). Pii vyuziti kombinace markert
CD38, CD138 a CD45 je sice mozno stanovit infiltraci
PC v KD, avsak nemize tak byt ziskana informace o cha-
rakteru PC, coz je dilezité zejména z hlediska hodnoceni
rezidualnich normalnich PC u MGUS ¢i pfipadné u stu-
dia MRN lécenych pacienti s MM. Jsou zndmy markery,
které jsou s vysokou pravdépodobnosti exprimovany na
normalnich PC (CD19, CD27, CD81) a dale markery, je-
jichz exprese je naopak omezena piedevsim na maligni PC
(CD56, CD117, CD20, CD28, CD200). Né&které z téchto
znakl zatim nejsou detailné prostudovany (napi. CDS1,
CD200) a lze ocekavat, ze do budoucna se mohou objevit
dalsi markery hrajici ulohu patofyziologii malignich PC
(30, 4).

Pro potvrzeni klonality PC je nutno analyzovat cytoplaz-
matickou expresi lehkych fetézcl kappa a lambda, pfi-
¢emz zde se uplatiluje 5-barevna analyza (CD38, CD138,
CD45, «, ), obdobné jako u studia ,,normality* PC (CD38,
CD138, CD45, CD19, CD56).

V piipadé DNA analyzy, vyuzivané ke stanoveni % pro-
liferujicich PC a jejich ploidie, se pii vyuziva silné exprese
CD38 na PC, jelikoz intenzita exprese znaku CD138 neni
ve vétsin€ pripadi dostatecna pro odliSeni plazmocytt od
ostatnich leukocytd (37). DNA aneuploidie je u MM po-
vazovana za geneticky marker malignity, aneuploidni PC
i klonalni B lymfocyty 1ze nalézt v PK, KD a téz v sepa-
ratu krevnich kmenovych bun¢k (peripheral blood stem
cells, PBSC) (35). Bylo taktéz prokazano, ze ke zménam
v obsahu DNA dochazi v ¢ase od stanoveni diagnézy do
progrese onemocnéni velmi ztfidka (5).

Rozsifena imunofenotypizace PC je nejcastéji provadéna
na vyzkumnych pracovistich ¢i v pfipadé nejasné diagno-
zy, nicméné¢ sjednoceni postupti, kombinaci pouzitych zna-
kt a také nastaveni piistrojti v ramci riznych pracovnich
skupin je nezbytné a v soucasnosti se jim zabyva EMN
(30). Standardizace vySetieni plazmocytti u monoklonal-
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Obrazek ¢. 1: Fenotyp fyziologickych pamét’ovych PC. Na dotplotech jsou Cervené zvyraznény CD38" PC. (A) Fyziologické PC jsou silné
pozitivni na znak CD38. (B) Exprese znaki CD19 a CD27 v ramci leukocytil. (C) Exprese znaki CD19 a CD27 na CD38"* PC.

nich gamapatii a nalezeni vyznamu stavajicich i nové iden-
tifikovanych znakii exprimovanych na PC patii tak mezi
hlavni cile EMN.

Specifické problémy u MM

1. Morfologicky zjisténé mnozstvi PC v kostni dfeni neod-
povida zcela flowcytometrickému nalezu, avSak je znamo,
ze prvni aspirat kostni diené - urCeny pro morfologické
hodnoceni - je vzdy bohatsi na plazmocyty, jelikoz se zvy-
Sujicim se objemem odbéru KD dochézi k jejimu postup-
nému fedéni periferni krvi a ztraté obsahu PC. Dtivodem
mohou byt také chyby v pocitani bunek a exprese nékte-
rych adhezivnich molekul (30). Snaha ziskat pokud moz-
no prvni mililitry KD mtze kolidovat s poZzadavky na jina
vySetieni (genetika, angiogeneze, genomika aj.). Vyhodou
flowcytometrie je relativni nezavislost exprese markert na
infiltraci KD, coz je zaruceno vymezenim a hodnocenim
pouze populace PC. DNA analyza je vsak pfi nizké infil-
traci KD nevypovidajici.

2. Jelikoz infiltrace KD mize byt v ramei pacienti s MGUS
i MM nizka, je pro dosazeni dostatecné citlivosti flowcyto-
metrie potfebné analyzovat vyssi poCty leukocyti tak, aby
bylo pro danou zkumavku ziskano alesponn 100 plazmo-
cytll (30). Pti infiltraci 0,05% PC to mtize znamenat sbér
min. 0,2 miliénu bun¢k a zisk objemného datového sou-
boru. Proto lze vyuzit i tzv. 2-krokového systému ziskava-
ni bunék, kdy je nejprve analyzovano nekolik tisic bun¢k
plné KD a poté je pomoci elektronického gate vymezena
pozadovana populace PC (napt. CD38"CD138* bb), na
které je dale provadéna samotna analyza (34, 28).

3. Ve vybranych ptipadech mize byt odbér KD neinfor-
mativni, a to jednak z divodu problematického odbéru
(napf. sucha punkce, vznik koagula v odebraném vzorku),
s naslednym zkreslenym % infiltrace PC. Ztejmée téz mtize
nastat situace, kdy pfi odbéru nemusi byt zaméteno lozis-
ko PC, a je tak ziskdna informace o nizké infiltraci v KD
s normalnim fenotypem PC, ktera neodpovida stavu paci-
enta (14).

Ukazka reprezentativniho vysledku
Ziskana data, matice zaznamenanych parametrt (velikost,
granularita, fluorescence) ve formé tzv. listmode, mizeme
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Obrazek ¢. 2: DNA analyza u pacienta s MM. Znazornény jsou dvé
populace bunék s rozdilnym obsahem DNA. (A) Na dotplotu jsou
cervené zvyraznény CD38" PC, které tvoii oddélenou populaci s vyssim
obsahem DNA (hyperdiploidni bunky) nez ma populace zbylych
leukocytt (diploidni buiky). (B) Normalnim diploidnim buiikam na
histogramu odpovida peak G /G, faze buné¢ného cyklu umistény vlevo,
zatimco populace hyperdiploidnich PC s vy$§im obsahem DNA, tvoii
peak G /G, umistény vpravo.
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zobrazit ve form¢ 1-parametrového histogramu ¢i piipadné
2-parametrového dotplotu. Nejprve vsak musime vymezit
populaci buné¢k, kterou mame v timyslu analyzovat, a to
tvorbou tzv. gate, kterym ohranic¢ime pozadovanou popu-
laci bun€k (napi. plazmocytarni gate nam ze vsech ana-
lyzovanych bunék vymezi pouze populaci plazmocyti).
Vystupem z analyz je pak informace o relativnim (%) ¢i
absolutnim (pocet bb/ul) poctu bunék, které vykazuji pozi-
tivitu/negativitu pro zvoleny znak (viz Obrazek ¢.1 a ¢.2).

Vyznam metody u MM stavajici

Flowcytometrické vysetteni PC, zejména stanoveni nor-
malniho/aberantniho fenotypu a prikaz restrikce lehkého
fetézce k i A, je doporucovano pro odliSeni reaktivni a ne-
oplastické plazmocytozy (30). Také v diagnostice mono-
klonalnich gamapatii mohou existovat hrani¢ni pfipady,
napt. doutnajici mnohocetny myelom (smouldering multi-
ple myeloma, SMM) ¢i monoklonalni gamapatie nejasné-
ho vyznamu (monoclonal gammopathy of undetermined
significance, MGUS), kdy pratokova cytometric muze
identifikaci zastoupeni a fenotypu PC napomoci diferen-
cidlni diagnostice ¢i piipadné stanovit pravdépodobnost
progrese onemocnéni (28). Flowcytometrie se také uplat-
fiuje v hodnoceni minimalni rezidualni nemoci s obdob-
nou senzitivitou jako PCR a navic s mensi finan¢ni 1 Ca-
sovou naro¢nosti. Zna¢nou vyhodou pii studiu minimalni
rezidualni nemoci je také univerzalnost pouzitych markerti
pro stanoveni zastoupeni normalnich CD19" a abnormal-
nich CD56" PC, pficemz, aZ na vyjimky, neni nutno znat
puvodni fenotyp PC pacienta pred 1é¢bou (34, 29, 30).
S rozvojem molekularné-genetickych technik se ¢astecné
ztratil vyznam DNA analyzy PC, piesto vSak je % prolife-
rujicich PC stale povazovano za vyznamny prognosticky
faktor a byl prokazan vztah mezi ploidii PC a specifickymi
chromozomalnimi zménami (18).

Vyznam metody u MM ocekavany

Flowcytometrické odliSeni klondlnich plazmocyti na
zéklad¢ stanoveni povrchovych znakll je vyznamnym
pfinosem pro rutinni laboratote. Odpadlo by tak narocné
stanoveni cytoplazmatickych lehkych fetézct, které navic
neni vhodné pro vzorky s nizkou infiltraci. Mnoha praco-
visté jiz publikovala ziskané vysledky tykajici se studia
vybranych parametri souvisejicich s progresi MGUS ¢i
SMM do pokrocilejsich stadii onemocnéni (28). Také byl
oveéiovan vyznam flowcytometrické analyzy pfi studiu
minimalni rezidualni nemoci u lécenych pacientd s MM
(29, 34, 26). Potvrzeni vztahu dalSich povrchovych znaka
k normalnim/malignim plazmocytim muze dale ujasnit
procesy zodpovidajici za maligni transformaci plazmo-
cytd.

Zavér

Flowcytometrie je ii€inny néstroj k analyze heterogenni
populace plazmocytt a je zfejmé, ze podrobnéjsi analy-
za fenotypu je uplatnitelna na trovni klinické i vyzkum-
né. Je znama ¢ast markeri majicich vztah k patofyzio-
logii plazmocytt a jejich chovani, nicméné stale jsou
hledany dalsi parametry s prediktivni i prognostickou
hodnotou.

Lze predpokladat, ze ptidavnym stanovenim klonality
plazmocyti prostiednictvim lehkych fetézeti x a A bude
jednoznacné ovéfen piinos exprese znakii CD19 a CD56
pro uréeni normality/abnormality plazmocytt. Taktéz
analyza vybranych znakl (CD20, CD27, CD28, CDS8I,
CD117), s moznou aberantni expresi na plazmocytech, by
méla vést k zisku informaci o jejich charakteru a vztahu
k typu onemocnéni.

Podékovani 5
Podpoteno projekty: MSMT LC06027 a MSMO0021622434.
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