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Souhrn

Vychodiska: Vicebarevna pratokova cytometrie je uzite¢nym nastrojem k analyze plazmatickych bunék, jelikoz s dostate¢nou sen-
zitivitou dovoluje stanoveni jejich poctu a zejména rozliSeni na fyziologické a patologické. Typ studie a soubor: V této studii jsme
sledovali zastoupeni plazmocytii na souboru 25 pacientll s monoklonalni gamapatii nejasného vyznamu a 78 osob s mnohocetnym
myelomem, s cilem nalézt rozdily v poctu a fenotypu jejich plazmocytl a piipadné také definovat potencialni parametr, ktery by
ob¢ nemoci od sebe odlisil. Metody a vysledky: Flowcytometrickd analyza plazmocytl byla provadéna ve vzorcich kostnich dieni
s vyuzitim povrchovych markeri CD38, CD138, CD45, CD56 a CD19. Pfi srovnani s mnohoc¢etnym myelomem je pro monoklonalni
gamapatii nejasného vyznamu ptiznaéné vyssi zastoupeni rezidualnich CD19" plazmocyti (p<0,001) a niz8i zastoupeni patologic-
kych CD56" plazmocytt (p=0,004) v kostni dieni. Zavéry: Relativni po¢et CD19" plazmocytu se jevi jako jednoznaény parametr pro
odliseni monoklonalni gamapatie nejasného vyznamu od vsech klinickych stadii mnohocetného myelomu. Analyzou plazmocyti
a jejich fenotypového profilu mizeme napomoci pii diferencialni diagnostice onemocnéni. Do budoucna piedpokladame také mozny
vyznam analyzy plazmocytd v kostni dieni pro prognézu hodnocenych osob a pro studium minimalni rezidualni choroby.

Kli¢ova slova: plazmatické bunky, mnohocetny myelom, monoklonalni gamapatie nejasného vyznamu, flowcytometrie.

Summary

Backgrounds: Multicolor flow cytometry is a sensitive tool for the analysis of plasma cell population. It can differentiate between
normal and malignant plasma cells and enables their quantification. Design and Subjects: We have used flow cytometry for quanti-
fication and immunophenotyping of plasma cells from 25 patients with monoclonal gammopathy of undetermined significance and
78 those with multiple myeloma aiming to identify and characterize markers that distinguish between the two conditions. Methods
and Results: The expression of surface antigens CD38, CD138, CD45, CD56 and CD19 was analysed on bone marrow plasma cells.
As compared to MM patients, MGUS patients had higher proportion of residual CD19" plasma cells (p<0,001) and lower counts of
pathologic CD56" plasma cells (p=0,004) in the bone marrow. Conclusions: The number of CD19" plasma cells appeared to be an
unequivocal marker that distinguishes monoclonal gammopathy of unknown significance from all stages of multiple myeloma. Im-
munophenotyping of plasma cell can thus contribute to the differential diagnosis of both diseases. It has also been suggested that flow
cytometric analysis should be useful for prognostic evaluation and for the study of minimal residual disease.

Key words: plasma cells, multiple myeloma, monoclonal gammopathy of undetermined significance, flow cytometry.

Uvod

V pribéhu studia plazmocytt (PC) bylo zjisténo, Ze
fyziologick¢ PC vykazuji castéji pozitivitu na znak
CD19 a u naopak malignich PC je nalézan znak CD56
(11, 10, 7). V literatufe je uvadéno, ze kostni dfen pa-
cienti s monoklonalni gamapatii nejasného vyznamu
(MGUS) obsahuje vétsinu normalnich polyklonalnich PC
(CD19°CD56), ale také cast klonalnich PC s aberantnim
fenotypem (CD19'CD56", CD19-CD56°, CD19-CD56),
zatimco u mnohocetného myelomu (MM) je naléza-
na naprostd prevaha CD56" aberantnich PC (5, 14, 13).
U pacientii s MM se v8ak mohou téz vyskytovat PC, které
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neexprimuji znak CD56 (20-30%), jejich pritomnost se
poji s horsi prognoézou pii 1écbe konvenéni chemoterapii,
avsak pfi podstoupeni autologni transplantace nebyl nale-
zen rozdil v celkovém preziti mezi CD56 pozitivnimi ¢i
CD56 negativnimi myelomy (7).

Jelikoz populace plazmatickych bunék v periferni krvi
(PK) i kostni dfeni (KD) je pomérné heterogenni a mtize
obsahovat i méné zral¢ formy B lymfocytil, predpokla-
da se, ze sledovani jeji proménlivosti miize pfinést dalsi
informace o charakteru PC jednotlivych osob (73). Ana-
Iyzou znaki CD38 a CD138, spolu s dal§imi znaky, tak
muzeme identifikovat mnozstvi a typ PC v PK i KD a na-
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Obrazek ¢. 2: Srovnani fenotypu vzorkii KD. (A, B, C) Osoba s MGUS s patrnymi 2 populacemi plazmocyti, které se lisi intenzitou exprese znaki
CD38, CD45 a CD138. Modre jsou vyznaceny CD19* PC, které miizeme povazovat za potencidlné fyziologické polyklonalni PC, naopak cervené
vyznacené¢ CD56" PC jsou patologické klonalni PC. (D, E, F) Osoba s MM, u které jsou patrné subpopulace PC lisici se expresi znaku CD45, celkové

naprosto pievazuji aberantni CD38"*CD45-CD56" PC.

pomoci ur¢eni diagnézy hodnocené osoby, navic ze ziska-
nych hodnot usuzovat na jeji prognézu ¢i vyvoj onemoc-
néni a pripadné téz sledovat minimalni rezidualni nemoc
po 1écbé (9).

Soubor nemocnych a metody

Soubor vzorkl: Celkem bylo v obdobi leden 2006 - fi-
jen 2007, v ramci pravidelnych kontrol, zhodnoceno 25
pacienti s MGUS a 78 nov¢ diagnostikovanych neléce-
nych pacientt s MM. VSechny hodnocené osoby pocha-
zely z ambulance ¢i z oddéleni Interni hematoonkologické
kliniky FN Brno a jejich onemocnéni bylo klasifikovano
dle kritérii Durie-Salmon. Skupina pacientd s MM dale
zahrnovala 19 pacientli v 1. klinickém stadiu onemocnéni
(MM 1), 14 pacientti v II. klinickém stddiu onemocnéni
(MM 1) a 45 pacientt v III. klinickém stadiu onemocnéni
(MM I1I). Kostni dfen byla, s informovanym souhlasem
pacientti, odebrana do EDTA a tentyz den zpracovana pro
analyzu na prutokovém cytometru.

Metodika: KD byla inkubovana s nasledujicimi monoklo-
nalnimi protilatkami (MoAb): CD38-FITC, CD138-PE,
CD45-ECD, CD56-PC5, CD19-PC7 a lyzovana pomoci
Verzalyse (v§e Immunotech, Marseille, France) ¢i chloridu
amonné¢ho. Vzorky byly analyzovany na pratokovém cy-
tometru FC500 Cytomics (Beckman Coulter, Hialeah, FL,
USA). Pocet analyzovanych buné¢k KD se pohyboval mezi
250-500 tisici, pficemz minimalni pocet analyzovanych
plazmocytt piekracoval 100 uddlosti. Hodnoceno bylo
procentualni zastoupeni CD38*CD138" a CD38'CD45
PC a navic byla na populaci CD387*CD45" nebo
CD38"CD138" dale sledovana exprese znaki CD19
a CD56. Vysledek zastoupeni PC v KD je, v souladu s do-
poruc¢enim European Myeloma Network (EMN), udavan
jako pomér normdlnich ¢i abnormalnich plazmatickych
bunék ku v§em plazmatickym bunikam, a tedy jako procen-
tualni zastoupeni CD19* (N-PC) a CD56" (A-PC) bun¢k
v ramci vSech PC. Pro hodnoceni jsme také pouzili a sle-
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Obrazek ¢. 1: Stanoveni plazmatickych bunék. (A) Identifikace PC jako
CD38"CD45"* bunék. (B) Identifikace PC jako CD38"**CD138"** bungk.
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Obrazek ¢. 3: Grafické znazornéni rozdilu v expresi znaki CD19 a
CD56 na PC u jednotlivych diagnoéz a jejich klinickych stadii. Zna-
zornény jsou medidny exprese s vybranymi decily a kvartily: (A) pro
znak CD19, (B) pro znak CD56.
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dovali bezrozmérny parametr n/a, ktery predstavuje pomer
normalnich a abnormalnich PC (N-PC/A-PC).

Statistika: Pti analyze rozdilti mezi jednotlivymi diagnoza-
mi byl vyuzit neparametricky Mann-Whitney test pro tes-
tovani hypotézy, ze mezi 2 skupinami neni rozdil v hodno-
tach sledovanych parametri. Hypotézu je mozné zamitnou
na hladin€ vyznamnosti 0,05 pro p-hodnoty nizsi nez 0,05.
Kruskal-Wallis ANOVA byla pouzita pouze pro otestovani
hypotézy nerozdilnosti parametrti mezi 3 skupinami.

Vysledky:

Mnozstvi plazmocyti v kostni di‘eni

V piipadé MGUS bylo flowcytometricky stanovené zastou-
peni populace PC (median 0,4%; rozsah 0,0-4,2) vyznamné
niz§i (p<0,001) nez u osob s MM (3%; 0,0-47,7), a to véetné
jednotlivych klinickych stadii, coz odpovidd diagnostickym
kritériim téchto onemocnéni (viz Tabulka ¢.1, ¢.2 a ¢.3).
Srovnanim jednotlivych stadii MM mezi sebou byl nalezen
vyznamny rozdil v po¢tu CD38°CD138* PC pouze mezi MM
Ia MM III (p=0,014). Sledovanim populace CD38"CD45" je
také mozno odhalit pfitomné zralé plazmocyty, pfi¢emz tyto
jsou nalézany ve vyznamné vyssi cetnosti (p<0,001) u vSech
0sob s MM (2,2%; 0,0-47,1) nezli u osob s MGUS (0,2%;
0,0-3,8).

Analyza plazmocytu dle exprese CD19 a CD56

Pro odhaleni ,,normalnich a klonalnich® PC byly zvoleny
znaky CD19 a CDS56. Studiem jejich exprese na populaci
CD38*CD138" PC bylo zjisténo, ze rezidualni CD19* PC
v KD jsou statisticky vyznamn¢ castéji (p<0,001) naléza-
ny u osob s MGUS (15%; 1,9-75,6) nezli u celé skupi-
ny osob s MM (1,2%; 0,0-79,4), coz plati i pro srovnani
MGUS s jednotlivymi klinickymi stadii MM. Piestoze u 9
osob s MGUS mély CD19" PC jednozna¢nou pievahu nad
populaci CD56" PC, celkové u ndmi hodnocenych osob
s MGUS ptevazovaly CD56* PC (23,6% ; 6,3-91,8).

U celé skupiny osob s MM byly vétsinou nalézany CD56*
PC (88,3%; 0,1-99,8), a to ve vyznamn¢ vys$im mnozstvi
(p=0,04) nez u osob s MGUS, coz je v souladu s literatu-
rou (Greipp et al., 2005). Pii statistické analyze bylo dale
zjisténo, ze mnozstvi CD56" PC neni vyznamné rozdilné
pfi srovnani jednotlivych klinickych stadii MM a také pii
porovnani MGUS s MM I1. Pfi analyze n/a poméru je statis-
ticky vyznamny rozdil mezi MGUS (0,5%; 0,0-9,4) a MM
1T (0,0%; 0,0-11,0) nalezen (p=0,003). Zastoupeni rezidual-
nich CD19PC je u MM nizké a dle predpokladu je nejvyssi
u MM I (4,7%; 0,2-54,8) (p=0,048), avSak mezi klinickymi
stadii MM 11 a MM I1I se vyznamné nelisi. V pfipadé nalezu
CD19" PC u 2 pacienti s MM, byly tyto PC také CD45",
a tedy se zfejmé jednalo o nezralé aberantni PC, které dosud
neztratily povrchovy marker B lymfocyta.

Parametr (%)  MGUS (n=25) MM (n=78) MMI(n=19)  MMII(n=14) MM Il (n=45)
138738 KD 0,4 (0,0-4,2) 3,0 (0,0-47,7) 1,0 (0,0-14,6) 3,7(0,2-18,7) 47 (0,047,7)

| 38745 KD 0,2(0,0-38) 22(00471)  05(00141)  29(02167)  26(0,047,1)
CD19°PC 150(19756)  12(0,0-79.4) 47(0,2-54,8) 0,8 (0,0-79,4) 09 (0,0-73,6)
CD56° PC 236(63-918)  886(0,1-998)  883(05994)  655(05-997)  90,6(0,1-99,8)

nla 05 (0,0-9,4) 0,0 (0,0-11,0) 0,1(0,0-3,0) 0,0 (0,0-11,0) 0,0(0,0-5,9)

Tabulka ¢. 1: Flowcytometrické hodnoceni poétu plazmocytii v kost-
ni dieni, uvedeny jsou mediany a rozsahy ziskanych hodnot. Pacienti
s MM jsou zhodnoceni jednak jako celek, ale také dle klinickych stadii
MM [-I1II.
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Parametr MGUS vs. MM MGUS vs. MM | MGUS vs. MM Il MGUS vs. MM Il
138°38" KD p<0,001 p<0,05 p<0,001 p<0,001
38745 KD p<0,001 p<0,05 p<0,001 p<0,001
CD19°PC p<0,001 p<0,01 p<0,001 p<0,001
CD56° PC p<0,01 =0,001 ns. p<0,05

nia p<0,001 p=0,001 p<0,01 p<0,001

Tabulka ¢. 2: Statisticka analyza vybranych markerd pii srovnani
MGUS s klinickymi stadii MM (tu¢né jsou znazornény statisticky vy-
znamné rozdily, n.s. — statisticky nevyznamny rozdil).

Parametr MM I 'vs. MM Il vs. MM I1I MM [vs. MM II MM [ vs. MM Il MM Il vs. MM 1lI
138+38+KD <0,05 ns. <0,05 nes.
38+45-KD ns. ns. p<0,05 ns.
CD19 p<0,05 Pp<0,05 p<0,05 ns.
CD56 ns. ns. ns ns.
nia ns. ns. ns. ns.

Tabulka ¢. 3: Statisticka analyza vybranych markeri pii srovnani
klinickych stadii MM (tu¢né jsou znazornény statisticky vyznamné roz-
dily, n.s. — statisticky nevyznamny rozdil).

U osob s MGUS vzdy alespon cast PC vykazovala pozi-
tivitu na znak CD19 nebo CD56, avsak u 12 osob s MM
byly nalezeny t¢z CD19CD56° PC, pficemz pocet osob
s CD19CD56" PC rostl se stoupajicim klinickym stadiem
onemocnéni (1x MM I, 2x MM 11, 9x MM III). U téchto
osob byly také v 11 pfipadech nalezeny cirkulujici PC.

Diskuze

V této studii jsme se pokusili zhodnotit mnozstvi a feno-
typ plazmocyti u osob s MGUS a MM. Zefektivnili jsme
flowcytometrickou analyzu pro zisk maximalniho mnoz-
stvi informaci z jediné zkumavky a ovérili jsme senzitivitu
vybraného pfistupu pti analyze PC u osob s nizkou infiltra-
ci KD. Povedlo se nam také identifikovat mozné parame-
try vyuzitelné v diferencialni diagnostice monoklonalnich
gamapatii.

Dle naseho o¢ekavani bylo zastoupeni PC nizsi u pacientl
s MGUS ve srovnani se zastoupenim PC pacienti s MM.
U vyssich klinickych stadii MM (11, IIT) bylo zjisténo nej-
vys$i zastoupeni poctu CD38"CD45 PC, coz svédci o tom,
ze znacna cast jejich PC je jiz v terminalnim stupni zralos-
ti. Intenzita exprese znaku CD38 je na CD45 PC ruzna
(CD38*-CD38"). Nezralé¢ plazmocyty CD45°-CD45™
jsou zarovein CD38", avSak bez analyzy dalSich marke-
i nelze zjistit, zda-li se jedna o normalni ¢i patologické
plazmocyty.

V kostni dieni osob s MGUS jsme nalezli 2 populace PC
lisici se jednak intenzitou exprese znakti CD38, CD45
a CD138, ale zejména rozdilnou expresi znakt CD19
a CD56. Normalni PC si zachovavaji expresi CD19, coz
je B lymfocytarni marker exprimovany jiz ve stadiu ra-
nych pre-B lymfocyti a mizejici ve stadiu terminalné
diferencovanych PC (15). Pfestoze fyziologicky vyznam
chybéni CD19 na myelomovych buitkdch nebyl dosud
objasnén, existuje predpoklad, ze jeho ztrata se muze
podilet na vzniku proliferativni vyhody klonu malignich
PC (3). Jak bylo prokazano, je pravé pomér imunofeno-
typicky normalnich CD19" PC ku vSem PC jedine¢nym
parametrem umoziujicim rozliseni MGUS od MM, coz
na zaklad¢ ziskanych vysledkii mizeme potvrdit (5, 74).
Tento parametr ma uplatnéni téz pii hodnoceni popula-
ce PC po prodélané 1écbé (13). Dalsi kolektiv autort se
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zabyval analyzou aberantnich CD56" PC, kdy stanoveni
cut-off hodnoty 95% dovoluje u osob s MGUS a doutna-
jicim myelomem jejich rozdéleni na 2 skupiny s riznym
rizikem progrese do MM (6). V naSem pfipadé parametr
CD56" PC dovoluje jednoznac¢né rozliseni mezi MGUS
a . klinickym stadiem MM, zatimco II. klinické stadium
MM od MGUS jiz pomoci tohoto parametru nelze odli-
Sit. Sila parametru n/a se projevila pouze pii porovnavani
MGUS s jednotlivymi stadii MM, v ramci mnohocetného
myelomu samotné¢ho neposkytuje moznost rozliseni kli-
nickych stadii, obdobné jako parametr CD56" PC. D¢je
se tak zfejme z divodu mozné absence CD56 na ¢asti PC.
Vyznam chybéni znaku CD56 na PC mize byt objasnén
az po delsim sledovani souboru pacientt, prestoze v lite-
ratufe mizeme nalézt udaje o agresivnéjsi form¢ onemoc-
néni spojeného s absenci znaku CD56 (712). Prozatim lze
jen predbézné€ usuzovat, ze vysoka exprese CD56 u osob
s MGUS muze znamenat riziko pfechodu do MM, pfi-
padnou cut off hodnotu pro stanoveni moznosti piechodu
do vyssich klinickych stadii MM budeme schopni ziskat
az po delsim sledovani souboru.

Ziskana data a metodické postupy pfi analyze plazmocytt
hodlame uplatnit pro stanoveni prognoézy pacientl a tak-
téz pii studiu minimalni rezidualni choroby u pacientti po

konvenéni 1é¢bé ¢i po prodélané autologni transplantaci
kmenovych bunék. Bylo totiz prokazano, ze pfitomnost
aberantnich PC je spojena s horSim pfezivanim pacientt,
a po jejich nalezeni tedy mtize byt v€as zahdjena bud’ pri-
marni ¢i nasledna 1écba (13, 8, 4, 6).

Zavér

V nasi studii jsme potvrdili, Ze patologické plazmocyty
jsou ve zvySené mife nalézany jiz u pacientd s MGUS,
avSak v pripadé MM tvoii naprostou vétSinu plazmocytl
infiltrujicich kostni dfen. Prostfednictvim exprese CD19
a CD56 na PC je mozno odlisit MGUS od MM. Je ziej-
mé, ze studium vSech tii parametrii: CD19* PC, CD56" PC
a n/a je nezbytné v diferencialni diagnostice myelomatoz-
nich onemocnéni.
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