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SOUHRN

Uvod: Mikroprostredi kostni dfené ve vztahu k infiltraci myelomovymi burikami je charakterizovano rozséhlou cytokinovou
siti a vzajemnymi mezibunécnymi interakcemi. Rada biologickych parametr( zastava tlohu aktivacnich a proliferacnich fak-
tord. Cilem nasi studie bylo porovnani vztahu hladin molekul APRIL a BAFF k vybranym biologickym ukazatellim mnoho-
¢etného myelomu.

Soubor a metody: VySetreny soubor tvorilo 195 pacientl s nové diagnostikovanym mnoho&etnym myelomem. Pro stano-
veni sérovych hladin molekul BAFF (ng/l) a APRIL (ug/l) bylo uzito kvantitativni sendvicoveé ELISA metody (R&D Systems).
Ziskané hodnoty byly korelovany se sérovymi hladinami 8,-mikroglobulinu (B,m), thymidinkinazy (TK), laktatdehydrogenazy
(LDH), kreatininu (kr), albuminu, hodnotami hemoglobinu a trombocytd. Pro posouzeni vztahu k pokrocilosti onemocnént
byly hladiny molekul BAFF a APRIL porovnavany mezi jednotlivymi stédii dle stézovacich systémd dle Durieho — Salmona
a International Staging System. S ohledem na technickeé limitace testovacich souprav pro molekulu APRIL bylo pro statis-
tickou analyzu zvoleno intervalové rozpéti hladin <3 a >3 pg/I.

Vysledky: Statisticka analyza v pfipadé molekuly BAFF Zjistila pozitivni korelace s hladinami LDH (r = 0,223; p = 0,002),
albuminu (r = 0,208; p = 0,004), B,m (r = 0,175; p = 0,020) a TK (r = 0,189; p = 0,015). V pripadé analyzy hladin molekuly
APRIL byla zjiSténa pozitivni korelace vySsich hodnot (= 3 pg/l) s hladinami kreatininu (p = 0,027), LDH (p = 0,028) a 3,m
(p = 0,040).

Zavér: Molekuly BAFF a APRIL jsou dileZitou souc¢asti cytokinové sité mnohocetného myelomu majici intimni vztah k pato-
genezi mnohoc¢etného myelomu a jevi se jako potencialni ukazatele maligni evoluce a progrese onemocnéni. Nase analyza
potvrdila vztah hladin obou parametrd k vybranym ukazateldm pokrocilosti MM.
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SUMMARY

Pika T., Hefmanova Z., Lochman P., Minafrik J., Krhovska P., Zapletalova J., Séudla V.: The relationship of serum
BAFF and APRIL levels to selected biomarkers of multiple myeloma

Introduction: Bone marrow microenvironment in relation to the infiltration of myeloma cells is characterized by a wide cyto-
kine network and intercellular interactions. A number of biological parameters are playing important role of activation and
proliferation factors. The aim of our study was to compare the relationship of serum levels of APRIL and BAFF molecules to
selected biological indicators of multiple myeloma.

Material and methods: The examined group consisted of 195 patients with newly diagnosed multiple myeloma. To deter-
mine the serum levels of BAFF molecules (ng/L) and APRIL (ug/L) quantitative sandwich ELISA (R & D Systems) was used.
The obtained values were correlated with serum B,-microglobulin (B,m), thymidine kinase (TK), lactate dehydrogenase
(LDH), creatinine (Cr), albumin, hemoglobin, and platelet levels. To assess the relation to the stage of the disease, BAFF and
APRIL levels were compared between the stages of staging systems according to Durie - Salmon and International Staging
System. With regard to the technical limitations of test kits for APRIL, for statistical analysis margin interval levels <3 and >3
ug/L were selected.

Results: In the case of BAFF molecules, statistical analysis found positive correlation with levels of LDH (r = 0.223; p =
0.002), aloumin (r = 0.208; p = 0.004), B,m (r = 0.175; p = 0.020) and TK (r = 0.189; p = 0.015). In the case of APRIL
analysis, we found a positive correlation of higher values (> 3 ng/mL) with serum levels of creatinine (p = 0.027), LDH (p =
0.028) and B,m (p = 0.040).

Conclusion: BAFF and APRIL molecules are important components of cytokine network of multiple myeloma having an inti-
mate relationship to the pathogenesis, and appear as potential indicators of malignant evolution and disease progression.
Our analysis confirmed the relationship of the levels of both parameters to selected indicators of MM advancement.
Keywords: multiple myeloma, BAFF, APRIL, biomarkers.

Uvod mocytd, produkci monoklonalniho imunoglobulinu (Mig)
detekovatelného v séru a/nebo v modi a v rdzném stup-

Mnohodetny myelom (MM) je zhoubné hematologic-  ni vyjadfeném organovym postizenim (hyperkalcemie,

ké onemocnéni charakterizované nekontrolovanou pro-  rendlni insuficience, osteolytické kostni 1éze, anémie,
liferaci a akumulaci neoplasticky transformovanych plaz-  imunodeficit) [1-3]. Mikroprostfedi kostni dfené pfi pato-
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logické plazmocelularniinfiltraci je charakterizovano velmi
rozsahlou siti mezibunéénych a cytokinovych interakci
mezi stromalnimi bunkami kostni dfené, kostnimi ele-
menty a samotnymi nadorovymi burikami, majicimiintim-
ni vztah k vlastnim biologickym vlastnostem onemocné-
ni. Cela rada sledovatelnych biochemickych ptsobkd
se jevi jako mozné ukazatele neoplastické transformace
potencionalné maligni monoklonalni gamapatie nejistého
vyznamu (MGUS) a jejiho odliSeni od pocatecnich stadif
MM, ale takeé jako ukazatele pokrocilosti, progrese a sle-
dovani lé¢ebné odpovedi u nemocnych s mnohocetnym
myelomem. Je znamo, Ze proces maligni evoluce MM je
rovnéz ovliviiovan modifikovanou Ci patologicky zvySe-
nou produkci plisobkd, jez jsou za béznych podminek
soucasti fyziologickych procest regulujicich diferencia-

ci a vyzravani imunokompetentnich bunék [4-7]. NapIni

predlozené studie je porovnani vztahu sérovych hladin
molekul BAFF a APRIL k vybranym ukazateldm mno-
hoCetného myelomu u nemocnych vySetfenych v dobé
stanoveni diagndzy onemocnéni.

Metody

VySetifeny soubor tvofilo 195 pacient’ s nové dia-
gnostikovanym mnohocetnym myelomem, splfiujicich
IMWG kritéria onemocnéni [2, 3]. Popisné charakte-
ristiky jsou uvedeny v Tabulce 1. Pro stanoveni séro-
vych hladin molekul BAFF (ng/l) a APRIL (ug/l) bylo
uzito kvantitativni sendvicové ELISA metody (R&D Sys-
tems). Ziskané hodnoty byly korelovany se sérovymi
hladinami B,-mikroglobulinu (B,m), thymidinkinazy (TK),
laktatdehydrogendzy (LDH), kreatininu (kr), albuminu,

hodnotami hemoglobinu a trombocytd. Pro posouzent

vztahu k pokrodilosti onemocnéni byly hladiny molekul
BAFF a APRIL porovnavany mezi jednotlivymi stadii
dle stazovacich systémU dle Durieho — Salmona (DS)
a International Staging System (ISS) [8, 9]. S ohledem
na technickeé limitace testovacich souprav pro molekulu
APRIL bylo pro statistickou analyzu zvoleno intervalové

rozpéti hladin <3 a >3 pg/l. Pro statistické hodnoceni

bylo uzito Spearmanovy korelaéni analyzy, U testu dle
Manna-Whitneyeho a Kruskal-Wallisova testu.

Table 1. Patient characteristics (n = 195)

Male:Female 85/110
Age (years) median 68 (29 — 90)

Isotype
lgG 106 (54 %)
IgA 37 (19 %)
LC only 29 (15 %)
Other 23 (12 %)

Stage

Durie — Salmon
Stage I/1I/1ll 29/68/98 (15/35/50 %)
Stage A/B 152/43 (78/22 %)
ISS

stage 1/2/3 | 63/54/78 (32/28/40 %)

Vysledky

Statisticka analyza v pfipadé molekuly BAFF Zjistila
pozitivni korelace s hladinami LDH (r = 0,223; p = 0,002),
albuminu (r = 0,208; p = 0,004), Bm (r = 0,175; p =
0,020) a TK (r=0,189; p = 0,015) (obr. 1). Naopak nebyl
Zjistén rozdil v hladinach mezi jednotlivymi stadii stazo-
vacich systém( dle Durieho — Salmona i1SS. V pripa-
dé analyzy hladin molekuly APRIL byla zji§téna pozitivni
korelace vysSich hodnot (> 3 pg/l) s hladinami kreatininu
(o =0,027), LDH (p = 0,028) a B,m (p = 0,040) (obr. 2).
Identicky jako v pfipadé molekuly BAFF nebyly zjistény
rozdily v hladinach mezi jednotlivymi stadii onemocné-
ni, vyjma podstadia B systému dle Durieho — Salmona,
oznacujicho nemocné s pokrocCilou renalni nedostatec-
nosti, ktera byla spojena s vySSimi hladinami (> 3 pg/)
molekuly APRIL (62,8 % vs. 33,6 % v pfipadé podstadia
A; p =0,001).
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Fig. 1. Correlation between serum BAFF levels and
B,-microglobulin (r = 0.175; p = 0.020) and lactatdehydro-
genase (r = 0.223; p = 0.002).
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Fig. 2. Comparison of serum APRIL levels and ,-micro-
globulin ( p = 0.040) and lactatdehydrogenase (p = 0.028).

Diskuse

Vzajemné interakce mezi bunkami a extracelularni-
mi slozkami maji vliv na diferenciaci, migraci, prolife-
raci a prezivani myelomovych bunék v mikroprostre-
di kostni drené. Stejné tak ifada patofyziologickych
pochod’ mé spolu s cytogenetickymi zménami viiv na
vznik lékové rezistence bunécnych linii. Studium jed-
notlivych sloZzek mikroprostredi kostni dfené ve vztahu
k nadorové infiltraci nadale predstavuje objekt zamu
fady védeckych tymd. Molekula BAFF (synonymum
Blys, THANK-1 a TALL-1) je transmembranovy pro-
tein patfici do TNF (tumor necrosis factor) superrodiny.
BAFF je produkovan Ffadou bunék imunitniho systému
— monocyty, makrofagy, dendritickymi burikami, osteo-
klasty a nékterymi podtfidami T-lymfocytl [10]. Bylo
prokazano, ze myelomové elementy rovnéz variabilné
secernuji BAFF, nicméné produkce BAFF v mikropro-
stfedi kostni dfené je 100nasobné vysSsi nezli v pripadé
purifikovanych myelomovych bunék [11, 12]. Expre-

se BAFF mlze byt zvySena nékterymi cytokiny jako
napr. IFN-y, IL-10 &i aktivaci Toll-like receptord. APRIL
(TRDL-2, TALL-2), dalsi ¢len z TNF supperrodiny, je
transmembranovy protein vykazuijici 30% homologii
s BAFF, a se kterym mUze tvorit heterotrimery. Mis-
to produkce je identické jako v pripadé BAFF. BAFF
i APRIL jsou za fyziologickych podminek zodpovédny
za vyzravani, aktivaci a prezivani B-lymfocytd a plazma-
tickych bunék [12, 13]. RozliSujeme dva receptory pro
BAFF a APRIL - BCMA/TNFRSF17 (B-cell maturation
antigen) a TACI/TNFRSF13B (transmembranovy akti-
vator) a receptor BAFF-R/BR3/TNFRSF13C pouze pro
vazbu BAFF. Defekty jednotlivych receptorl jsou spo-
jeny s rliznym stupném postizeni imunitniho systému
(v pfipadé BAFF-R — B lymfopenie; BCMA — zkracené
prezivani plazmatickych bunék) &i vznikem autoimunit-
nich onemocnéni spojenych s polyklonalni proliferaci
a produkei imunoglobulint, podobnych napf. systé-
movému lupus erythematosus (TACI ) [12]. V pripadé
myelomovych bunék je exprese BCMA a BAFF-R vari-
abilni, avSak vySsi nezli u fyziologickych plazmocytd.
Exprese TACI receptoru je rovnéz variabilni, nicméné
schopnost vazat BAFF a zvySeni miry exprese TACI je
znamkou progrese onemocnéni s Castym extramedu-
larnim postizenim [12 — 14]. Vazba BAFF na receptory
je spojena s aktivaci NF-kB signaini drahy at jiz kano-
nickou Ci nekanonickou cestou, vedouci ke zvySeni
exprese antiapoptotickych protein( a deregulaci pro-
apoptotickych signdlnich drah. Aktivace BAFF signaini
drahy je dominantné parakrinni, cestou mikroprostredi
kostni dfené. Nicméné myelomové elementy schopné
autokrinni produkce BAFF jsou naopak schopny vyma-
nit se ze zavislosti na prostredi kostni drené [12, 15].
Rada studii prokézala vztah hladin BAFF a fady biolo-
gickych ukazatell mnohoc¢etného myelomu — interleu-
kinu 6, 10 a 15, CRP, ale i LDH a B,mikroglobulinu, coz
je v souladu s nasimi vysledky [16 - 18]. NaSe analyza
navic prokazala pozitivni vztah BAFF k hladinam sérové
thymidinkinazy, ktera rovnéz predstavuje méne obvykly
proliferacni - prognosticky ukazatel. VysSi hladiny B,m
a vySSi aktivita LDH a thymidinkinazy v séru jsou spo-
jeny s pokrogilym, aktivnim onemocnénim. Dalsi studie
rovnéz potvrdily vztah hladin BAFF a ukazatel( neoan-
giogenezy v kostni dreni (VEGF, mikrovaskularmni den-
zita) &i ukazateli proliferace (Ki-67) [18]. Nékteré prace
potvrdily vztah hladin BAFF k jednotlivym stadiim dle
ISS systému, coz vSak v pfipadé nasi analyzy potvr-
zeno nebylo [12]. Identicky v pfipadé molekuly APRIL
byl nasi analyzou potvrzen vztah hladin k hladinam g,m
i aktivitt LDH v séru, tedy parametrdm pokrocilosti
onemocnéni. Druhym ddleZitym aspektem nasi studie
byl zjistény vztah hodnot APRIL a miry renalni nedo-
stateCnosti definovanou hladinami kreatininu. Tento
vztah byl potvrzen i vyznamnym rozdilem v hladinach
mezi podstadii A a B stdZzovaciho systému dle Durieho
- Salmona.

Molekuly APRIL a BAFF se tedy ukazuiji jako jed-
ny z hlavnich cytokin( Ucastnicich se procest malig-
ni evoluce a proliferace myelomovych plazmocytd.
V soucasnosti probihaji klinické studie faze | a ll u MM,
hodnotici mozny léCebny pfinos protilatek proti BCMA
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receptoru konjugovanych s monometyl auristatinem F
(GSK2857916) &i protilatek pfimo inhibujicich BAFF
(tabalumab) [12].

Zavér

Molekuly BAFF a APRIL jsou dilezitou soucéasti
cytokinové sité mnohocetného myelomu majici intimni
vztah k patogenezi mnohocCetného myelomu. Jevi se
jako potencialni ukazatele maligni evoluce a progrese
onemocnéni. Nase analyza potvrdila vztah hladin obou
parametrl k vybranym ukazateldm pokroGilosti MM.
K definitivnimu posouzeni vyznamu BAFF a zejména
pfinosu terapeutického ovlivnéni BAFF — mediované
signalni drahy je potfeba dalSich studi.
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