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SOUHRN

VySetieni pomoci pritokoveé cytometrie (FC) je provadéno pouze u omezeného podétu osob s monoklonalni gamapatii (MG),
prestoze v poslednich letech bylo provedeno mnozstvi analyz prokazuijicich jeji prognosticky vyznam. Hlavni uplatnéni imu-
nofenotypizace u MG je v ramci: 1. diferencialni diagnostiky, 2. stanoveni rizika progrese u MGUS a asymptomatického MM
(aMM), 3. analyzy prognostickych markerd a 4. detekce minimalni rezidualni nemoci u pacientt s MM. Multiparametricka
pratokova cytometrie by proto méla byt zafazena mezi rutinni vySetfovaci metody u pacientd s monoklonalnimi gamapatiemi.
Kilicova slova: monoklonalni gamapatie, mnohocetny myelom, plazmaticka burka, fenotyp, pritokova cytometrie.

SUMMARY

Kovarova L., Hajek R.: The prognostic significance of immunophenotyping in monoclonal gammopathy

of undetermined significance and multiple myeloma subjects

Flow cytometry (FC) analysis is performed only in a limited number of subjects with monoclonal gammopathy (MG), although
in recent years have been published a number of analysis showing its prognostic importance. Main applications of immuno-
phenotypisation in MGs are (1) differential diagnosis, (2) determination the risk of progression in MGUS and asymptomatic
MM (aMM), (3) analysis of prognostic markers, and (4) detection of minimal residual disease in patients with MM. Multipara-

meter flow cytometry then should be included as a routine assay in monoclonal gammopathy patients.
Key words: monoclonal gammopathy, multiple myeloma, plasma cells, phenotype, flow cytometry.

Uvod

Monoklondlni gamapatie (MG) tvofi heterogenni
skupinu onemocnéni, kterd jsou charakteristicka pri-
tomnosti  monoklonalniho proteinu  produkovaného
klonalnimi plazmocyty (PC), jakozto terminalnimi stadii
transformovanych B lymfocyt(. Monoklondlni gamapa-
tie nejasného vyznamu (MGUS) je fazena mezi benigni
onemocnéni, avSak s moznosti progrese do maligniho
mnohocetného myelomu (MM) ¢i jiné lymfoproliferace
[1]. Vznik MG a jeji vyvoj nelze predvidat, a proto jsou
stéle hledany jednak nové prediktivni markery, které by
mohly napomoci urcit vysoce rizikovou skupinu pacien-
td a u nich zabranit progresi do maligniho onemocnéni
[2, 3], ale také prognostické markery, které by umoznily
presnéji a Casngji cilit léCbu pacientd s jiz malignim MM
[4, 5].

Pritokova cytometrie (flow cytometry, FC) nepatti
u MG mezi diagnostické metody, nicméné jeji vyznam
stale roste [6]. Je snaha vyvinout jednotny protokol pro
analyzy PC, at uz z hlediska metodologického ¢i v sou-
vislosti s klinickymi aplikacemi, coz je napini European
Myeloma Network (EMN) [7].

SoucCasné znalosti a technické moznosti stavi mul-
tiparametrickou FC a imunofenotypizaci na &elni misto
v diagnostice mnoha hematologickych malignit, a neni
proto ddvod, pro¢ by MG mély byt vyjimkou. NaplIni

tohoto &lanku je shrnout vyhody pritokové cytometrie,
zejména jeji prognosticky vyznam, a osvétlit jeji uplat-
néni ve studiu onemocnéni z plazmatickych bunék.

Detekce plazmocytt

V periferni krvi pacient( jsou detekovany plazma-
blasty/plazmocyty vétSinou v niz§Sim poctu, zvySeni
absolutniho (vice nez 2 x 10%1) nebo relativniho (vice
nez 20 % leukocytt) poctu malignich PC v periferni krvi
je jiz diagnostickym kritériem plazmocelularni leukémie
(PCL) [8, 9]. V kostni dfeni pak Ize detekovat PC, je-
jichz mnoZstvi — v zavislosti na kvalité odbéru — priblizné
odpovida diagndze. Nizky pocet PC v KD by mél byt
adekvatné navysSen analyzou vétsiho objemu KD tak,
aby bylo detekovano alespon 100 PC [7].

Plazmocyty Ize prokazat podle povrchové expre-
se znak( CD38 a CD138, avsak rozlieni normélnich
(nPC, N-PC) od klonalnich (@aPC, A-PC) PC je vesmés
mozno provést az na zékladé analyzy exprese dalSich
znakd (obr. 1). Pozitivita na znaky CD19, CD27, CD45
a vysoka exprese CD38 jsou pak charakteristické pro
normalni PC, zatimco pozitivita na CD20, CD28, CD33,
CD56 a CD117 odpovida myelomatéznim PC (tab. 1)
[10, 11]. Pri pretrvavajici nejistoté mize byt vyuzita také
analyza cytoplazmatickych lehkych fetézcl Ig kappa/
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lambda (obr. 2). Minimalisticky pfistup, vyuzivajicipouze  ké postupy inovovany pro pouziti 8-barevné priito-
4-barevné FC, se v souCasnosti jevi jako jiz pfekonany  kové cytometrie, velmi pravdépodobné ve spolupraci
a |ze oCekavat, ze v blizké dobé budou metodologic- s EuroFlow skupinou (viz tab. 2) [12].
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Fig. 1. PCs numbers and their phenotype

PCs detected as CD38+*CD138* leukocytes with normality assesment according to expression of CD19 and CD56. Examples
of patient suspected from MG with normal CD19* N-PCs (1A, 1B); MGUS subject with mixture of CD19*N-PC and CD56*A-PC
(2A, 2B); MM patient with majority of CD56* A-PC (3A, 3B) and MM patient withCD56" A-PC (4A, 4B). Analyses made by flow
cytometr FC500 Cytomics using CXP2.0 software (Beckman Coulter).

1A 1B R
' :| 66 b :| 62
y N-PC o 4
-4 -l -
L 8
o 3 S
Q g 0 & 0 ¥
3 S 9
= o o
o = =
Qg 8y g
- 4 [
% e % <
o o OQ] U_}
i ¢ A-PC S =1 all PCs 31 £ mature B cells 38
Gk b ™
APC-A:CD56 LOGICAL PE-A:clambda LOGICAL PE-A:clambda LOGICAL
1C 1D 2B
+ 84 y 61 3
¥ L; |
- -l -
] < L 1
1) o 5]
0 0 % [T+
8 S 9
1] n (]
E 84 §:~ &«_
g- ki £
Q 2 7}
<« < <
Qo o, Q..
£+ A-PC 13 E 1 N-PC 35 £ 1 immature B cells
e ' 5
PE-A:clambda LOGICAL PE-A:clambda LOGICAL PE-A:clambda LOGICAL

Fig. 2. Clonality assessment of PCs and B cells in MGUS. Surface expression of CD19 and CD56 (1A) analysed on
CD38+CD138*PC together with cytoplasmatic expression of light chains kappa/lambda (1B-1D), leading to pathological clone
finding. According to CD45 expression were immature and mature B cells disriminated in CD19+*CD138" leukocytes together
with cytoplasmatic kappa/lambda expression (2A, 2B). Number of kappa/lambda positivity shown in relative count (%). Analy-
ses made by flow cytometr FACSCantoll using Diva 6.0 software (Becton Dickinson) and Infinicyt software (Cytognos).
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Table 1. List of most useful antigens for the detection of normal and aberrant plasma cells in MGs

Antigen Normal expression Abnormal expression | MGs with abnormal | Requiremets for diagnosis
expression (%) and monitoring
CD19 positive (> 70 %) negative 95 essential
CD56 negative (<15 %) strongly positive 75 essential
CD117 negative (0O %) positive 30 recommended
CD20 negative (0O %) positive 30 recommended
CD28 negative/weak (< 15 %) strongly positive 15-45 recommended
CDh27 strongly positive (100 %) weak or negative 40-50 recommended
(according to [7])
Table 2. EuroFlow classification panel for plasma cell dyscrasias
Tube/conjugate | Pacific Blue | Pacific Orange | FITC PE PerCP-Cy5.5 | PE-Cy7 | APC APC-H7
1 CD45 CD138 CD38 | CD56 |B,m CD19 clgk clgi
2 CD45 CD138 CD38 | CD28 |CD27 CD19 CD117 CD81

Stanoveni poc¢tu PC pomoci FC

Navzdory tomu, Ze flowcytometrické stanoveni za-
stoupeni plazmocytl v kostni dreni (KD) vede k nizsi
infiltraci nez pfi stanoveni % PC konvencni morfologif
a nemusi tedy odpovidat typu &i stadiu onemocnéni,
FC by neméla byt vylou€ena z dalsich analyz. Zdroj ne-
srovnalosti Ize najit jednak v mozném naredéni KD peri-
ferni krvi (PK), jelikoz FC nepracuije s prvni porci KD, ale
také v rozdilném zdrojovém materidlu, kdy natér kostni
dfené obsahuije i PC asociované s lipidovymi fragmen-
ty, zatimco FC pracuje se suspenzi z kostni dfené
[7, 13]. Srovnani morfologické a flowcytometrické analy-
zy vSak ukézalo, Ze senzitivita obou pristupt je shodna,
vysledky spolu koreluji a navic bylo zjisténo, ze % PC
stanovené pomoci FC je nezavisly prognosticky faktor
s dopadem na celkové preZiti pacient [14].

Klinické aplikace pritokové cytometrie

Pritokova cytometrie mUze byt vyuzita nejen ke sta-
noveni pouhého zastoupeni PC v periferni krvi ¢i kostni
dreni, ale simultanni analyza az 8 znakU na jediné bun-
ce miZe vypovédét také o typu PC, coz ma klinickou
a prognostickou vypoveédni hodnotu [6, 15].

e Diferencialni diagnostika

Nezbytna je identifikace a zhodnoceni poctu PC,

stejné jako rozliSeni mezi normalnimi polyklonalnimi

PC u reaktivni plazmocytdzy a klonalnimi PC u MG

(MGUS, MM, PCL &i extramedularni plazmocytom)

[7, 16]. Bylo zjisténo, ze kostni dfert osob s MGUS

obsahuje smés norméalnich polyklonalnich PC

(CD19+CD56") a klonalnich PC s aberantnim feno-

typem (CD19+CD56*, CD19-CD56*, CD19-:CD56),

zatimco u MM je nalézana naprosta prevaha CD56*
aberantnich PC [17, 18]. Jako hrani¢ni hodnotu pro

odliseni MGUS od MM lIze vyuzit pfitomnost > 5%

normalnich PC v KD [19]. Prekvapive i u nékterych

pacientl se symptomatickym MM Ize v KD nalézt
> 5% normalnich PC, a tito se pak vyznaluji niz-

(according to [12])

§im zastoupenim vysoce rizikovych cytogenetic-
kych abnormalit, delsi dobou preziti bez progrese
onemocnéni a také delSim celkovym prezitim [20].
U pacient s Waldenstromovou makroglobulinémif
(WM) jsou naopak pritomny klonalni nemyeloma-
tozni PC, coz vyzaduje peclivé vySetreni, zejména
u nizkych poctd PC [21]. RozliSeni myelomatdznich
a nemyelomatéznich PC pak miZe také napomoci
u analyz jinych lymfoproliferaci [22].

e Stanoveni rizika progrese u MGUS a asympto-
matického MM (aMM)
Jsou znamy ,tradi¢ni“ prediktivni parametry vypo-
vidajici o riziku progrese MGUS do MM, kdy s vys-
8im rizikem progrese se poji hladina monoklonal-
niho proteinu (MIG) > 15 g/l a jiny izotyp MIG nez
IgG, k tém novejSim parametrdm je rfazena hladina
volnych lehkych fetézcl (FLC) v séru. Na zékladé
uvedenych parametr( byl sestaven model rizikové
stratifikace [2]. Soucasné byla publikovana teorie
evolving a non-evolving typu MGUS, zaloZzena na
rychlosti nardistu MIG [23]. Vypovédni hodnota uve-
denych parametr( je vSak uplatnitelna v ramci de-
sitek let sledovani, zatimco FC pfistup, zalozeny na
analyze poctu patologickych PC, je rychlejsi a navic
ma presngjsi vypovedni hodnotu [19]. Ndlez > 95 %
patologickych PC (A-PC/PC) je nezavislym predik-
tivnim parametrem, ktery vypovida o riziku progrese
MGUS ¢i aMM do symptomatické formy. Pfi srov-
nani s parametrem popisujicim vyvoj monoklonalni
komponenty bylo riziko progrese zjisténé pomoci
imunofenotypizace dokonce popsano lépe [24].
Multiparametricka FC tak umoZznuje rozpoznat paci-
enty, které je nutno Castéji sledovat a u kterych bylo
mozno dfive zahdjit IéCbu, a predejit tak nepfiznivym
projeviim rozvinutého MM. Je nutno poznamenat,
ze prozatim neexistuje marker, ktery by umoznil
odliSeni benigni MGUS od jeji pfipadné malignizuijici
formy.

e Analyza prognostickych markerti u MM
Imunofenotyp nemusi slouzit pouze k odliSeni normal-
nich a patologickych PC, ale ma také svou prognos-
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tickou informaci. Bylo zjisténo, ze existuje asocia-
ce mezi fenotypovym profilem a cytogenetickymi
abnormalitami. Ve Spanélské studii bylo prokazano,
Ze exprese znakl CD19 a CD28 a téZ nepritomnost
CD117 na patologickych PC je spojena s vyznamné
kratSim prezivanim bez progrese onemocnéni a sni-
zenym celkovym prezivanim transplantovanych paci-
entd [10]. Exprese znaku CD28 korelovala s t(14;16)
a del(17p), naopak nepritomnost znaku CD117 se
pojila s t(4;14) a del(13q). Znaky CD28 a CD117 pak
pfi spole¢né analyze dokdazaly pacienty rozdélit do 3
rizikovych kategorii, s rozdiinou dobou bez progre-
se onemocnéni a celkovym prezitim. Vysledky nasi
pracovni skupiny potvrzuji jako vyznamny pouze
znak CD117, jehoz exprese se poji s hyperdiploidif
a nepfftomnost koreluje s ndlezem jiz zminované
del(13)(g14) [25]. Novym zjiSténim je asociace expre-
se znaku CD117 na PC se zménou produkce hema-
topoetickych bunék kostni dfené, coz vede ke sni-
Zeni poctu neutrofilll v PK a prftomnosti normalnich
PC v KD [26]. Bylo také zjiSténo, ze v pfipadé MM je
jednou z vyznamnych genetickych zmén ztrata genu
pro CD27, ktera se poji s klinicky agresivnéjSim one-
mocnénim, nicméné u cca 50 % MM je exprese CD27
zachovana a tito pacienti maji lepSi progndzu [27].
o Detekce minimalni rezidualni nemoci
Je znamo, Ze konvenéni parametry (% PC, hladina
MIG) nejsou dostatecné citlivé pro hodnoceni léCebné
odpovedi u pacientl s MM. JelikoZ FC pracuje s ob-
dobnou citlivosti jako aleloveé specificka oligonukleo-
tidova (ASO)-PCR (citlivost 10* u FC vs 10° u PCR)
a navic je méné financné i Casoveé narocna, zda se byt
optimalni pro hodnoceni minimalni rezidualni nemoci
(MRN) [28, 29]. Znadnou vyhodou FC pfi studiu MRN
je také univerzalnost pouzitych markerd pro stanove-
ni zastoupeni normalnich a abnormalnich PC (CD19/
CD56), pficemz — az na vyjimky — neni nutno znét pa-
vodni fenotyp PC pacienta pred l1éSbou [30]. S nastu-
pem novych lé¢ebnych protokol musela Mezinarodni
myelomova pracovni skupina (IMWG) prfehodnatit kri-
téria léCebné odpovedi a v kategorii prisné komplet-
ni odpovedi (stringent complete response, sCR) je
nyni zahmuto také FC hodnoceni, presnéji absence
fenotypové aberantnich PC v ramci 3000 hodnoce-
nych PC analyzovanych pomoci multiparametrické FC
(=4 barvy) [31]. Bylo téz publikovano, ze pacienti, ktefl
100. den po autologni transplantaci byli MRN negativ-
ni (FC detekce < 10 myelomovych PC v ramci vSech
jademych bunék), pak vykazovali delSi dobu bez pro-
grese onemocnéni a delsi celkové preziti. Navic, pa-
cienti FC MRN, ale s pozitivni imunofixaci, vykazovali
také delSi dobu bez progrese onemocnéni, coz svedei
pro vySSi citlivost FC, ktera by tak méla byt vyuzivana
pro rutinni analyzu MRN [32].

Dalsi aplikace pritokové cytometrie
Je studovana celd fada dalSich faktor( se snahou

ziskat nové informace v oblasti patofyziologie myelo-
movych bunék a jejich chovani. PC a jejich B bunécné

prekurzory jsou stdle intenzivné analyzovany na bu-
nécné i molekularni drovni, s cilem odhalit a podrobné
identifikovat maligni monoklondlni populaci jiz na drovni
tzv. ,cancer stem cells” [33]. Maligni PC interaguji s mi-
kroprostfedim kostni dfen&, coz umoznuje jejich rdst,
chrani je pred apoptdzou a mize ovliviovat i rezistenci
na légiva, proto je také studovan klinicky vyznam jed-
notlivych adheznich molekul a chemokinovych recep-
torl PC [34]. Zde vSak jsou dostupné pouze predbéz-
né vysledky.

Zavér

Nesrovnalost v poctu PC zjisténém pomoci FC
a morfologie neni diivodem k vylouceni FC z dalSich
analyz u MG. RozliSeni a enumerace normalnich a pa-
tologickych PC mUze v kone¢ném ddsledku vyznamné
prispét ke stanoveni diagndzy a imunofenotyp ma také
prediktivni a prognosticky vyznam. FC, az na vyjimky,
neni omezena celkovym nizkym poctem PC ve vzor-
ku, cozZ se jevi jako podstatné pro analyzu minimalni
reziduélni nemoci (MRN) u léCenych pacientl. Analy-
zy, které by mohly napomoci charakterizaci procesu
maligni transformace, stale probihaji. VSe tedy svedCi
o potfebé tohoto vysetfeni, a to jak u nové diagnosti-
kovanych MG, tak u léCenych pacientd, a jeho zarazeni
mezi rutinni analyzy.
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