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-Abstrakt-

Jungova, Alexandra: Diagnostika a terapie mnohocetného myelomu.
[Dizerta¢ni prace]. Univerzita Karlova v Plzni. Lékaiskd fakulta; Vnitini
Iékatstvi. Vedouci prace doc. MUDr. Samuel Vokurka, Ph.D. Plzen, 2016.
59s.

Mnohocetny myelom je agresivni hematoonkologické onemocnéni
s rozvijejicimi se moznostmi diagnostiky 1 1écby v poslednich 15 letech. Mezi
jednu z diagnostickych metod patti pritokovad cytometrie, kterd detekci
spektra antigeni umoziuje odlisit patologické plasmocyty od fyziologickych.
Jednim ze sledovanych znaki je znak CD 45, ktery by mohl mit podle naSich
sledovani negativné prognostickou vypovédni hodnotu. 71 pacienti v nasem
souboru bylo rozdéleno podle intenzity exprese CD 45 antigenu a skupina
s niz8i expresi méla statisticky vyssi riziko relapsu do 12 mésict 62 % vs. 25
% (p=0,0011). Nepozorovali jsme souvislost s vlivy indukcéni lécby ani

vvvvvv

Pfi 1é€bé mnohocetného myelomu je pouzivana fada kombinovanych
protokolli, pficemz za dosud nejefektivngsi je stale povaZovana autologni
transplantace s moZnosti opakovani. NaSe vysledky hovoii pfiznivéji ve
prospéch naplanovani druhé autologni transplantace Casné (tandemové) u
pacientli s dosazenim pouze parcidlni remise po 1. linii 1é€by s autologni
transplantaci. Signifikantné¢ lepSi TFS (treatment free survival) a celkové
prezivani (OS) bylo ve skupiné€ pacientil transplantovanych tandemové oproti
transplantaci v ramci druhé linie 1é¢by pii relapsu/progresi: 18 mésict vs. 10
mésict (p=0.04) a median OS nebyl v této skupiné dosazen vs. 57 mésicu

(p=0.005). Dal§im poznatkem bylo, Ze pokud provadime druhou autologni

transplantaci, je vhodn€jSi u rychlych relapsi/progresi zajistit nejprve



cytoredukei systémovou lécbou, jinak v piipadé pomalého relapsu/progrese

nemoci lze transplantovat rovnou.

Klicova slova: mnohocetny myelom, pritokova cytometrie, autologni

transplantace

-Abstract-

Jungova, Alexandra: Diagnosis and tratment of multiple myeloma.

Multiple myeloma is an agressive hemato-oncological disease the diagnosis
and treatment possibilities of which have been developing for the last 15
years. The diagnostic methods include flow cytometry which uses antigen
detection to distinguish between pathological and physiological plasmocytes.
One of the monitored markers is marker CD45 which could be, according to
our monitoring, of a negative prognostic value. 71 patients in our group were
divided according to the intensity of CD45 antigen expression and the group
with a lower expression showed a statistically higher risk of relapse within 12
months 62% vs. 25 % (p=0,0011). We did not find any connection with the
influences of induction therapy or cytogenetics which are otherwise

considered the most important prognostic markers.

Multiple myeloma treatment involves a lot of combined protocols; and the
repeated autologous transplantation is still considered to be the most efficient.
We observed more positive results in planning the second autologous
transplant early in patients who reached just partial remission after the 1st
autologous transplant - significantly better TFS (treatment free survival) and

overall survival (OS) were in the group of patients with early tandem



transplantation: 18 months vs. 10 months (p=0.04) and the OS median was
not reached in this group vs. 57 months (p=0.005). We also learned that if the
second autologous transplant is performed in fast relapse/progression, it is
more suitable to use systemic treatment to obtain cytoreduction first, and in

slow relapse/disease progression, it is possible to transplant directly.

Key words: multiple myeloma, flowcytometry, autologous transplantation



1 Pfedmluva a podékovani

Mnohocetny myelom je velmi zavazné hematoonkologické onemocnéni, které
postihuje az 500 lidi ro¢né v Ceské Republice. Toto onemocnéni je velmi
agresivni, pacienti Casto trpi bolestmi a dal§imi komplikacemi souvisejici
snemoci. Béhem poslednich 15 let doslo kvelmi prudkému vyvoji
diagnostickych, ale predevsim lécebnych metod. Objevilo se mnoho novych
¢kt ptedevSim z oblasti biologické terapie. I pifes to vSechno je pifezivani
pacientll stale pomérné kratké (5-8 let). V diagnostice je snaha o co mozna
nejsnazsi, ale souCasné¢ nejefektivnéj$i stanoveni rizikovosti nemoci
s navaznosti dalSiho 1écebného managementu. BohuZel je tato nemoc velmi
variabilni svym pribéhem. Existuji obecnd doporuceni pro 1écbu nemoci, ale
vzdy je nutno brat v Uvahu individualni stav pacienta, jeho nemoci,
samoziejm¢ komorbidity a v neposledni fadé¢ i piedpokladanou efektivitu
1écby.

Tato prace se zabyva jak diagnostikou, tak lécbou mnohocetného myelomu.
Vzhledem k tomu, Ze se na Hematologicko-onkologickém oddéleni zabyvame
touto problematikou jiz desitky let a jako specializované centrum pokryvame
oblast Zapadoceského, JihoCeského, Karlovarského a Castecné 1 Usteckého
kraje, 1éc¢ime ro¢n¢ vice nez 300 pacientll s mnohocetnym myelomem.
Vsechna hodnocen4 data byla ziskdna retrospektivné a vSichni pacienti byli
1é€eni na naSem oddéleni.

Velmi rada bych podc¢kovala nejvice mému Skoliteli, doc. MUDr. Samuelu
Vokurkovi, Ph.D, ktery se mi celé postgradudlni studium poctivé vénoval a
pomahal mi velmi cennymi radami. Dale bych chtéla podékovat prim. MUDrr.
Vladimiru Kozovi a poté 1 prim. MUDr. Pavlu Jindrovi, Ph.D, diky kterym mi
bylo studium na pracovisti umoznéno.

Celou praci jsem psala samostatné, veSkera data jsem si zpracovala sama na
souboru pacientli Hematologicko-onkologického odd¢leni.



-Pouzité zkratky-

CD - cluster of diferentiation, znak na povrchu bunék

CMG — Czech myeloma group, Ceska myelomova spole¢nost
CR — complete remission, kompletni remise

CRAB - zkratka pouzivana pro diagnostické znaky nemoci (C-calcium, R-
renal, A-anemia, B-bone lesions)

DNA — deoxyribonukleova kyselina

ELFO - elektroforéza

FACS — flowcytometrie, pritokova cytometrie

HDAC — inhibitory histon deacetylazy

IMWG — International myeloma working group

ISS — mezindrodni stagingove skore

MGUS — monoklonélni gamapatie nejasného vyznamu

MM- mnohocetny myelom

MR — miniméalni response

OS — overal survival, celkové prezivani

PBSC — periferni krvetvorné bunky

PR — partial remission, parcialni remise

RANKL - receptor activator of nucelar factor kappa-B ligand
SD — stable disease, stabilni nemoc

TFS — treatment free survival, pieZiti bez 1éCby

TTP — time to progression, doba do progrese

Tx — transplantace
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2 Mnohocetny myelom

2.1. Definice, klasifikace

Mnohocetny myelom (MM) je pomérné casté hematoonkologickeé
onemocnéni se zastoupenim az 15 % v ramci hematologickych malignit a az
1% v ramci vSech nadorovych onemocnéni. Onemocnéni je charakterizované
klondlni proliferaci maligné transformovanych plasmatickych bunck
s produkci monoklonalniho imunoglobulinu - paraproteinu (M-proteinu) a to
bud’ celé molekuly (IgG, IgA, IgM, IgD) nebo jen jeji lehké Casti (fetézce
kappa, lambda).

2.2. Epidemiologie, etiologie

Incidence MM se pohybuje v rozmezi 1-4 osob/100 000 obyvatel rocné, ve
vékové kategorii 75-79 let je vSak incidence této nemoci az 16 osob/100 000
obyvatel (5). Castgji postihuje muZe a je &astéjdi u afroameri¢ani (18).
Etiologie nemoci nebyla zatim spolehlivé zjiSténa. Jsou znamy rizikové
faktory jako je obezita nebo kontakt s organickymi rozpoustédly ¢i dioxiny

nebo vystaveni zareni.

2.3. Klinické projevy
2.3.1. PostiZeni kostni direné

Nadmérnou proliferaci patologické populace plasmocytii dochazi k utlaku
ostatnich krvetvornych fad, navic tato populace produkuje mnoho cytokinil
jako je interleukin 6, TNF-alfa, VEGF a vSechny tyto ptisobky pak umoziuji
dlouhodobé piezivani a adhezi myelomovych bunék v mikroprostiedi kostni
diené (8). Jako nejCastéjsi klinicky projev byva patrnd anémie, méné casto
pak leukopenie ¢1 trombocytopenie.

10



2.3.2. Postizeni skeletu

Patologicky imunoglobulin (paraprotein, M protein) aktivuje medidtory (napf.
MIG-1 alfa, RANKL - vice viz kapitola 2.3.6.), aktivujici osteoklasty a
naopak inhibujici aktivitu osteoblastii a dochazi tedy ke vzniku osteolytickych
lozisek vlivem pievahy odbouravani kostni hmoty nad jeji novotvorbou.
Nejcastéji jsou postizeny dlouhé kosti skeletu (femury, humery), lebka a
patet. Velkym rizikem pii takovémto postizeni je moZnost patologicke

b 24

a Th patef) s rizikem utlaku michy.

2.3.3. Postizeni ledvin — myelomova nefropatie

Poskozeni ledvin se dé&e na nckolika tUrovnich v zdvislosti na typu
imunoglobulinu, hlavné lehkého fetézce. NejcastéjSim typem poskozeni
ledvin je akutni tubuldrni nekroza, ktera je zplsobena odlitkovou nefropatii
(cast nephropathy) (40-60%) (19) — je zde postizen proximalni i1 distalni
tubulus nefronu. Méné Casto pak miZze byt ledvina postizena ukladanim
depozit lehkych fetézcli v amyloidové podobé (cca 20%) (11), event. i jako
forma glomerulonefritidy. Projevit se muZe toto postizeni proteinurii
(nejCastéji jako pozitivni Bence Jonesova bilkovina v moci), nefrotickym
syndromem (Castéji pii amyloidoze), elevaci renalnich testii a také renalnim

selhanim.

2.3.4. Neurologické poruchy

Ukladani paraproteinu do nervovych tkani miiZze zpisobit nejcastéji neuropatii

klinicky charakterizovanou senzorickou, méné ¢asto motorickou poruchou.

11



2.3.5 Hyperviskozita

Pti vysokych koncentracich paraproteinu (cca vice nez 70g/l) miize dojit
k projeviim hyperviskozity jako jsou bolesti hlavy, epistaxe, ocni poruchy,

brnéni konecki prsti.

2.3.6. DalSi organova, metabolicka postiZeni a imunodeficit

Pti ostelolytické destrukci kosti se uvoliiuje vapnik s naslednou hyperkalcémii
v krvi. Na hyperkalcémii pii odbouravanim kosti se podili jak samotné
myelomové bunky, tak interleukin 1 a 6 (tvofené myelomovymi i stromalnimi
buitkami kostni dien¢), které jsou samy stimuldtory osteolyzy (1), tak
RANKL- receptor activator of nucelar factor kappa-B ligand. RANKL je
antigen na povrchu osteoblasti a je to faktor stimulujici diferenciaci

osteoklastu.

Paraprotein, bud’ kompletni molekula nebo 1 samotné lehké fetézce,
interaguje s trombocyty a navozuje trombocytopatii ve smyslu poruchy
agregace (nebyvaji vSak patrné zmény v béZnych laboratornich koagula¢nich
testech, ikdyz pfi vysokych hodnotach paraproteinu miize byt zastiZeno
prodlouzené APTT). Méné castad je opacnd varianta s hyperkoagula¢nim

stavem.

Pti nadprodukci patologické plasmocytarni populace dojde k utlaku
zdravé lymfocytarni populace, kterd za normadlnich okolnosti tvofi
polyklonalni imunoglobuliny. Zpocatku klesd B imunitni odpovéd’ (klesa
tvorba polyklondlnich Ig po antigenni stimulaci), pozdé€ji i T bunécna

odpovéd’ (20). Vlivem tohoto jsou pacienti vnimaveéjsi k infektlm.

12



2.4. Diagnostika

2.4.1. Diagnosticka kritéria dle Salmona a Durie

V bézné praxi

mohou byt jeSté nckde

doposud pouzivana puavodni

diagnosticka kritéria dle Salmona a Durie (viz tabulka 1), pficemz v platnost

nastoupily nové a béZzné€ jiz zavedené aktualizace dle IMWG - vice viz odst.

2.4.2.

Tabulka 1 — Diagnosticka kritéria dle Salmona a Durie

Velka kritéria

Mala Kritéria

Histologie tkan¢ (plasmocytom)

10-30 % plasmocyti

Pocet plasmocyti nad 30%

Koncentrace paraproteinu niz§i nez

ve velkych kritériich

Koncentrace paraproteinu:

IgG vice nez 35 g/l

IgA vice nez 20 g/l

MnozZstvi fetézcli v mo€i vice nez

1g/24 hodin

Pokles fyziologickych Ig
IgM pod 0,5 g/l

IgA pod 1 g/l

IgG pod 6,0 g/l

Ptitomna osteolyticka loziska

Jistd diagnéza MM — 1 velké + 1 malé kritérium nebo minimalné 3 mala

kritéria

Dale toto d€leni zr. 1975 odliSuje nemoc na 3 stadia odrdzejici klinické a

laboratorni postizeni nemoci. Subklasifikace podle hodnoty renalnich testi

ma prognosticky vyznam.
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Tabulka 2 — Stadia nemoci dle Salmona a Durie

. stadium

Jsou splnény vSechny nize uvedené podminky:
koncentrace Hb > 100 g/1

koncentrace kalcia <3 mmol/l

normalni kostni struktura anebo solitarni kostni loZisko
plazmocytomu

relativné nizkd koncentrace M-Ig:

a) M-IgG <50 g/l

b) M-IgA <30 g/l

c) exkrece lehkych fetézcli v moci <4 g/24 hodin

II. stadium

Nejsou splnény podminky prvniho ani tfetiho stadia

II1. stadium

Je spInéna alespon jedna z nasledujicich podminek:
koncentrace hemoglobinu < 85 g/l

zvySena koncentrace kalcia nad 3 mmol/l

pokrocilé  postizeni skeletu S mnohocetnymi
osteolytickymi loZisky a/nebo zlomeninami

vysoke koncentrace M-Ig:

a) M-IgG > 70 g/l

b)M-IgA > 50 g/l

c¢) vylouceni 12 g lehkych fetézcti moce za 24 hodin

Subklasifikace:

A - kreatinin < 177 pmol/l

B - renélni insuficience s retenci dusikatych latek, kreatinin > 177 umol/l

14



2.4.2 Déleni dle CRAB Kkritérii dle IMWG 2014

Nov¢jsim diagnostickym schématem je tzv. CRAB podle IMVG
(International Myeloma Working Group), kdy musi byt splnéna ptitomnost
minimalné¢ 10% plasmocytl v kostni dfeni a minimalné jednoho z kritérii

CRAB (viz tabulka 3).

Tabulka 3 —- CRAB Kkritéria

C- hyperkalcémie Kalcium > 2.75 mmol/l

R - rendlni postizeni | Kreatinin > 176,8 umol/l

A - anémie Hemoglobin < 100g/1 nebo 20 g/l pod dolni limit

B - ,bone“ kostni | Lyticka kostni loziska nebo osteoporoza

zmény s kompresivnimi frakturami

Ostatni Hyperviskozita, opakované bakteridlni infekce vice
nez 2/ rok

Od roku 2014 je ptidan dodatek, ze pokud je v kostni dfeni vice nez 60%
plasmocytii, nebo je pomér kappa/lambda ratio vétSi nez 100 a nebo je
alespon jedno lytické loZisko vétsi nez 5 mm, je diagndéza MM jistd a neni jiz

nutné splnéni zadného z CRAB kritérii.

2.4.3. Mezinarodni prognosticky index - ISS, Greipp, 2005

Tento prognosticky index je stanoven na zdkladé hodnoty beta-2-

mikroglobulinu a albuminu v dob& diagndzy a je prognosticky vyznamny.

15




Tabulka 4 — Mezinarodni prognosticky index ISS

Klinicke staddium Beta-2-mikroglobulin | Albumin v g/l
1 <3.5 >35
2 <3.5 <35
nebo 3.5-5.5 >35
3 >5.5

2.4.4. Stadia mnohocetného myelomu

2.44.1. MGUS - monoklondlni gamapatie nejasného vyznamu -
monoklonalni M protein pod 30g/l, poc€et plasmocytii do 10% v kostni dieni
a neni patrné posSkozeni organtl ani kostni lozZiska podle CRAB kritérii. Neni

také ptitomna AL amyloidoza.

2.4.4.2. Asymptomaticky MM - pfitomnost M proteinu nad 30 g/l nebo vice
nez 10% plasmocytii v kostni dieni s nizSi hladinou M proteinu, ale neni

pritomno posSkozeni organd ani kostni loziska a nejsou symptomy CRAB.

2.4.4.3. Symptomaticky MM - je pfitomen M protein v jakékoliv kvantité,
v kostni dfeni je nad 10% plasmocytli nebo je histologicky verifikovan

plasmocytom a je pfitomno postizeni tkani dle CRAB definic.

2.4.5. Diagnostické metody
2.4.5.1. Krevni obraz

Krevni obraz je nespecifickou diagnostickou metodou, prvnim ukazatelem
nemoci mize mit anémie jakékoliv hloubky, castéji mikrocytarni

hypochromni.

16




2.4.5.2. Biochemie

Ve standardnim biochemickém vySetieni mlZze na diagn6zu MM poukézat
vysokd hladina celkové bilkoviny, nizkd hladina albuminu, elevace renalnich

testl ¢i vapniku.
2.4.5.3. Elektroforéza

Zasadni diagnostickou laboratorni metodou je elektroforéza bilkovin. Provadi
se jak ze séra, tak zmoce, kde se elektroforeticky stanovuje ptitomnost

paraproteinu.

Albumin Alfa 1 Alfa 2 Beta gama

Ll Mnohoéetny
myelom

Zdravy

jedinec

Obriazek 1 Ilustrace - Ktivka elektroforézy u pacienta s mnohocetnym myelomem a u
zdravého c¢lovéka (upraveno ze zdroje MUDr. Martin Vejrazka, PhD., MUDr. Lenka
Fialova CSc.).

Pro jeho blizsi ur€eni vCetné antigenni slozky kappa nebo lambda se provadi

imunofixaci. Soucasti tohoto vySetfeni je v posledni dobé i kvantifikace
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lehkych fetézcl, kdy se vyuziva vazby protilatky na epitop lehkeho fetézce a
dokaze tak odlisit fetézce volné a vazané. Posledni ¢asti imunobiochemického
vySetteni je stanoveni koncentrace polyklonédlnich Ig, kdy byva pokles

fyziologickych Ig na tkor paraproteinu.
2.4.5.4. Cytologie kostni diené

Standardné se provadi vySetfeni kostni diené z odbéru sterndlni punkci. Pro
diagnozu je nezbytna pfitomnost alesponn 10 % plasmocytii. Pokud neni odbér
sternalni punkci dostate¢né diagnosticky pii divodném podezieni na myelom,

je nutné doplnit vySetfeni histologické — trepanobiopsii.

Obrazek 2 — Morfologie plasmocytu (zdroj: www.myeloma.org)

2.4.5.5. Pritokova cytometrie

Pritokova cytometrie (flowcytometrie, FACS) je metoda zaloZena na detekci
povrchovych znakil na vySetfovanych bunikach. Pro plasmocyty je znamo, Ze
na jejich povrchu je znak CD38. Tento je jak na zdravych, tak na malignich

buiikach ve stejné mife. OdliSeni je mozné podle dalSich znakt, kdy zdravé
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plasmatické buiikky jsou CDI19+CD56- a zralé myelomové buinky naopak
CD19-CD56+ (12).

2.4.5.6. Cytogenetika

Cytogenetické vySetfeni je nezbytné pro prognostickou stratifikact MM. Mezi
pfiznivé varianty se pocita hyperdiploidie a t(11;14). Naopak jako MM
s nepfiznivou progndzou je povazovana t(4;14), t(14;16), t(14;20), del 17p

nebo zmény 1 chromozomu kratkého 1 dlouhého raménka (3).

Myeloma: t(4,14) FGFR3 [ IgH

Obrazek 3 — Cytogeneticky ndlez t(4;14) ( Zdroj:Atlas cytogenetiky —
www.atlasgeneticsoncology.org
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2.5. Vlastni vyzkum v diagnostické oblasti - hodnoceni exprese antigenu
CD 45 u pacientii s mnoho¢etnym myelomem a jeho vliv na dobu do

prvni progrese nebo relapsu

Publikovano v roce 2014: JUNGOVA, A., VOKURKA, S., HOLUBOVA,
M., DVORAK, P. Hodnoceni exprese antigenu CD45 u pacientii s

mnohocetnym myelomem a jeho vliv na dobu do prvni progrese nebo relapsu.
Transfuze a hematologie dnes. 2014, 20(2), 53-57.

2.5.1. Uvod

Od konce minulého stoleti se zaCala v detekci plasmatickych bunék
uplatiiovat také pritokova cytometrie (flow cytometrie; FACS). VSechny

plasmatické bunky exprimuji na svém povrchu znak CD 38, pficemz zralé

VW

fyziologické, zralé. Naopak znak CD 138 je pfitomen u obou populaci stejné.

20



Odliseni mezi témito dvéma skupinami je mozné pomoci znakit CD 19 a CD
56, kdy zdravé plasmatické buiky jsou CD19+CD56- a zralé myelomove
buiky naopak CDI19-CD56+. Dale u myelomovych bunék byvaji
exprimovany znaky CD 117 a CD 20 (12,15). Z poslednich vyzkumu se
ukazuje, Ze ztrata exprese CD 20 znaku je spojena s agresivnéj$i nemoci (2).
Pro potvrzeni klonality plasmatickych bun€k je nutno jesté analyzovat expresi
lehkych fetézct kappa a lambda — v pfipad€ reaktivniho procesu se jedna o
polyklonalni stav, kdy jsou pfitomny oba lehkeé tetézce. Naopak pfti
nadorovém onemocnéni jde o monoklonalni proces — je pfitomen pouze jeden
z téchto fetézcl, nebot’ kazdd imunokompetentni B buiika produkuje jen jeden

typ imunoglobulinu (7).

Povrchovy antigen CD 45 neboli Protein tyrosin fosfataza, receptor typu C, je
kliCovym regulatorem antigen-zprostiedkované signalizace a aktivace
lymfocytli. CD 45 ma kontrolni vliv na interleukin 6 a rastovy faktor 1
podobny inzulinu (insulin-like growth factor 1) (4), coz jsou faktory, které
maji kliCovou ulohu pro rlst, transformaci a apoptézu bunék. Za normalnich
okolnosti mladé plasmatické buniky tento znak exprimuji, ale v pribéhu
diferenciace a vyzravani jej ztradci. Naopak plasmatické buiky CD 45
negativni vice odolavaji apoptéze a tim 1 méné reaguji na 1écbu (6). Podle
dostupnych dat by méla byt nizkd exprese CD 45 nepiiznivym faktorem
ovlivilujici ¢asnost progrese (16).

Ve snaze ovéfit vyznam antigenu CD 45 na prognostické stratifikaci u
pacientll s MM jsme se rozhodli provést naslednou analyzu souboru naSich

nemocnych.

2.5.2 Material a metodika
Retrospektivni analyza pacienti s MM s cilem porovnat dobu do prvni

progrese/relapsu (TTP) s ohledem na expresi CD 45 znaku ve skupiné
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s nizkou expresi ,,dim “ oproti skupiné s vyssi expresi ,, bright“ (viz obrazek
4). Analyzovany soubor tvofilo celkem 71 pacienti s mnohocetnym
myelomem nové diagnostikovanym v obdobi 5/2011 az 12/2012 na naSem
pracovisti. Median véku pacientt byl 58 (38-72) let. U vSech pacientli byla
zahajena induk¢ni lécba s podanim 4 cyklll chemoterapie vétSinou s pouzitim
novych 1€ki (protokoly CTD, CVD, RD, VD, VMP) (5), pouze u 4 pacientil
(5 %) se jednalo o protokoly bez pouziti novych 1é¢iv a celkem 62/71 (87 %)
pacientii dale podstoupilo cyklus vysoko davkované chemoterapie
s melfalanem a autologni transplantaci perifernich krvetvornych bunék. Pouze
u 12 % pacientll autologni transplantace nebyla provedena bud’ z diivodu
veéku, nebo z divodu Spatné mobilizace perifernich bunék. VySetfeni kostni
dren¢ vcetné vySetfeni cytogenetického a pritokovou cytometrii pro nase
sledovani bylo provedeno vstupné v dobé diagnozy. Charakteristiky souboru
jsou dale uvedeny v tabulce 5.

Tabulka 5 - Charakteristiky mnohocetného myelomu u pacienti souboru

vyzkumu
Pocet pacienti: 71

Dim (n=25) | Bright (n=46)
Pohlavi, muzi/ Zeny: 13/12 24/22 p=1.0
VéEk 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
111B 5 (20%) 8 (17%) p=1.0
ostatni 3 (12%) 13 (28%) b= 0.25
Stadium ISS:
1. 3 (12%) 12 (26%) p=0.37
2. 6 (24%) 13 (28%) p=1.0
3. 14 (56%) 20 (44%) p=0.67
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neznameé 2 (8%) 1 (2%) 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%) 5 (11%) p=1.0
del, monosomie 17 (resp. mutace p53) 1 (4%) 1 (2%) p=1.0
t (11;14), hyperdiploidie 3 (12%) 6 (13%) p=1.0
ostatni nebo neprovedené 11 (44%) 21 (45%) p=1.0
Chemoterapie 1. linie:

CTD 9 (36%) 23 (50%) p=0.51
CVD,VD 13 (52%) 19 (41%) p=0.66
VMP, RD 2 (8%) 1 (2%) p=0.55
Jiné (VAD, CID, CAD) 1 (4%) 3 (7%) p=1.0
Autologni transplantace v 1. linii: 23 (92%) 39 (85%) p=0.86
Lécebna odpoveéd po 1. linii 1écby

CR 5 (20%) 13 (29%) p=0.78
VGPR+ PR 18 (72%) 25 (55%) p=0.55
SD, MR 1 (4%) 0 p=0.36
neznama 1 (4%) 7 (16%) p=0.26

TTP byla definovana jako doba od ukoncené¢ indukéni lé€by do prvni
progrese/relapsu. TTP od ukoncené 1éCby nikoliv od zahijeni 1éCby jsme
zvolili z diivodu lepsi dostupnosti a validity dat z obdobi ukoncené lécby.
Pomérna cCast pacientil totiz pochazela ze spadovych nemocnic a validita
vysledkll byla velmi rozdilnd, od ukonceni indukéni 1éCby byla vétSina
pacientd jiz léCena v nasem centru. Diagnostika MM vychdzela z kritérii
IMWG (5). U pacienti bylo vstupné¢ a dale ve velké casti ptipadii 1 po
ukonceni indukéni lé€by provedeno vysetteni kostni diené — morfologicke,

cytologické, FACS a cytogenetické vySetieni. Detekce piitomnosti
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paraproteinu byla hodnocena v lokélni certifikované laboratofi s vyuZitim
metodiky elektroforézy a imunofixace.

Dosazeni lécebnych odpovédi bylo definovano podle standardnich kritérii
IMWG (5) zahrnujicich ve stru¢nosti: Kompletni remise (CR) — neptitomnost
pivodniho M-proteinu v séru a moc¢i imunofixaci, méné nez 5 % plasmocyt
v kostni dfeni, nepfitomnost extraosealniho nadoru, Z4dna nova osteolyticka
nebo narustajici loziska. Parcidlni remise (PR) a velmi dobra parcidlni remise
(VGPR): pokles M-proteinu a regrese plasmocytomovych mas meékkych tkani
o nejméné 50 % (v ptipadé VGPR pokles neyméné o 90 %) a Zddnad nova nebo
narustajici osteolyticka loziska. Minimalni odpovéd’ (MR): pokles M-proteinu
a regrese plasmocytomovych mas meékkych tkani o 25-49 %, Zadna nova nebo
narustajici osteolyticka loZiska. Relaps: nova aktivita nemoci (infiltrace diené,
M-protein, extraosealni tumor) po pfedchozi CR. Progrese: narist aktivity o
25 % (M-protein, infiltrace dfen¢, tumor) po pfedchozi PR nebo MR.

Po ukonceni prvni linie 1écby byly vySetfovany hladiny M-proteinu v séru a
moc¢i elektroforézou a imunofixaci v cca 3 mésicnich intervalech po ukonceni

16¢by.

2.5.3. Priitokova cytometrie

Na stanoveni imunofenotypu plasmatickych bunék byla pouzita kombinace
znaCeni povrchovych a intracytoplazmatickych znakd. Pro detekci
povrchovych znakid bylo 100ul kostni dfené inkubovano 15min ve tmé pii
pokojové teploté s monoklonalnimi protilatkami: CD45Horzion V500 (BD
Bioscicence, USA), CD28-FITC, CD20-Pacific Blue, CD8-PerCP (vSe Exbio,
CR), CD117-PE, CD138-APC, CD38-APC-AF750 (vie Immunotech, USA) a
CD45-HorizonV500 (BD Bioscience, USA), CD56-Pacific Blue (Exbio),
CD19-PE-Cy7, CD138-APC, CD38-APC-AF-750 (Immunotech). U prvni

zkumavky byly po inkubaci lyzovany erytrocyty pomoci komeréniho roztoku
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BD FACS Lysing Solution (BD Bioscenece) s naslednym promytim PBS
(fyziologicky roztok s fosfatovym pufrem) a centrifugaci. Po centrifugaci byl
odstranén supernatant a peleta byla rozvolnéna v 0,5ml PBS. U druhé
zkumavky byly bunky s povrchovym znafenim nejprve fixovany, promyty
PBS a poté byla provedena permeabilizace a intracytoplazmatické barveni
lehkych fetézcl s vyuzitim polyklonalnich protilatek. Pro fixaci povrchovych
znakli a naslednou permeabilizaci byl pouzit komercéni kit IntraPrep
(Immunotech). Méfeni bylo provedeno na pritokovém cytometru BD
FACSCanto II s vyuziti software BD FACSDiva. Identifikace plasmocyti
probéhla sekvenénim znacenim pomoci kombinace antigeni CD 38, CD 138,
CD 45 v lokalité typické pro plasmocyty (scatter vlastnosti) a podle znakii CD
19 a 56 jsme odlisili atypické (CD19-, 56+) a normalni plasmocyty (CD19+,
56-). Pro detekci MRD byl limit sensitivity 0,01 % (10 e-4).

2.5.4. Genetické analyzy

Cytogeneticka vySetfeni a jejich vysledky byly dostupné u 63/71 (89 %)
pacientll. Specificky byl sledovan vyskyt prognosticky neptiznivych zmén (3)
v podob& komplexnich aberaci karyotypu, delece 17p (resp. delece genu
TP53), t(4;14)(p16;q32) a t(14;16)(q32;923). Bunky kostni diené¢ byly pro
cytogenetické vySetfeni kultivovany 24 hodin v médiu bez stimulace
specifickymi mitogeny. Pro analyzu chromosomii byla pouzita metoda G-
pruhovani. Cytogeneticka analyza byla provadéna dle mezinarodnich
doporuceni pro mnohocetny myelom a vysledek byl zapsan dle ISCN 2013
nomenklatury. Metoda FISH (fluorescen¢ni in situ hybridizace) byla
provadéna s plasmocyty imunoznacenymi pro specifickou analyzu
patologickych bunck (cIg-FISH). Byly pouzivany komeréné dostupné FISH
sondy od firem Abbott a Kreatech dle navodii danych vyrobcem.

25



2.5.5. Statistické zpracovani

Provedeno s vyuzitim programu GraphPad InStat - Statistica Software a
zakladnich statistickych testi — Mann-Whitney, Fisher's Exact Test a t-test.
Kiivky pravdépodobnosti progrese a TTP byly zpracovany Kaplan-Meier
metodikou a vyhodnoceni vyznamnosti statistickych rozdila bylo provedeno
log-rank testem (software MedCalc) Rozdily mezi skupinami byly testovany
na hladin€ 95% vyznamnosti a hodnoty p<0,05 byly povazovéany za staticky
vyznamné rozdily.

1A 1B

o CD45-dim

1 cpas-dm " D45 bright

CD138 APC-A
CD138 APC-A

Q3 Q4
Q3 Q4

T T T T T T T T T T
R

10? 10? 10 10° 10° 10° 10 10

CD45 Horizon V-500-A CD45 Hofizon WV-500-A

Obrazek 4 - Vysetfeni pritokovou cytometrii, exprese CD 45 u plasmocyti 1A Populace
patologickych plasmatickych bunck s vyssi , bright” expresi znaku CD45 (fialové-
plasmatické bunky, zelen¢ lymfocyty) ,, bright“ skupina. 1B Populace plasmocytii s nizsi

,,dim “ expresi CD 45 znaku —,, dim *“ skupina.

2.5.6. Vysledky

Analyzovany soubor tvorilo celkem 71 pacientll s ukoncenou 1. linii 1éCby.
Byly porovnany skupiny pacientd s nizkou ,,dim*“ (n=25) a vySsi ,, bright“
(n=46) expresi CD 45 antigenu. K 1/2014 zilo 51/71 (72 %) pacientt, 20/71
(28 %) zemielo, ob¢ skupiny s medianem doby sledovani 18 (8-44) vs. 22 (1-
107) mé&sici (p= 0,08).
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Nebyl statisticky vyznamny rozdil s ohledem na vék — median 58 (38-67) vs.
62 (40-72) let (p=0,30), zastoupeni pohlavi - pomér muzi/zeny 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 kompletni remise po 1. linii lé¢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 udaje v tabulce 5.

Pfi srovnatelném medidanu sledovani u obou skupin byla pravdépodobnost
progrese ve 12 meésicich 62 % ve skupiné ,,dim* vs. 25 % ve skupiné

,,bright“ a median TTP byl 10 vs. 20 mésict (p=0,0011) — viz graf 1.

Riziko progrese/relapsu

100 ,
I
I
—
I
80 : [
Ir—ﬂ
g K I
g @ — Bright
g === Dim
#1
E T
g 40
°
X
20
0 A A : :
0 10 20 30 40
cas (mes)

Graf 1 - Pravdépodobnost progrese nebo relapsu mnohocetného myelomu podle typu
exprese znaku CD 45. 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)
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2.5.7. Diskuse

Mnohocetny myelom je malignita s velmi variabilnim, ale ¢asto agresivnim
prubéhem. Miru jeho agresivity a lécebné vysledky lze do ur€ité miry
predpokladat s vyuZitim prognostickych stratifikaci, systémt a markert, kde
mezi nejvyznamngj$i patii stddium dle ISS (10) a genetické aberace
s vyznamnou rizikovosti v podobé komplexnich aberaci, delece 17p (resp.
delece genu TP53), t(4;14) a t(14;16) (3). Pomérné zajimavym a jednoduse
detekovatelnym markerem prognézy u MM by mohla byt exprese antigenu
CD 45 na povrchu patologickych plasmocytt, jak uvadi Moreau et al. a dalsi
(13,16,17), ktery dava nizkou expresi CD 45 do souvislosti s ¢asnéjsi progresi
myelomu. JelikoZ znak CD 45 se podili pfedevS§im na apoptoze a transformaci
bunék (14), je tak pravdépodobné, Ze pravé nizka exprese tohoto znaku
zpusobuje u plasmocytil vyssi odolnost viic€i apoptoéze a tim i mensi odolnost
k 1é¢bé. Z toho vyplyva, Ze pacienti s negativitou CD 45 budou vice ohrozeni
casnym relapsem €1 progresi nemoci bez vlivu na dosaZeni stavu remise po
induk¢ni terapii. Pokud porovname citace z dostupné literatury, tak ve vétSiné
textt (13,14,16,17) se autofi shoduji na vlivu nizké exprese CD na rizikovosti
nemoci, ale u n€kterych autortt (14) neni statisticka signifikance tak vyrazna.
JelikoZ je stanoveni pomoci pritokové cytometrie pomérné rychlé a snadné,
je nutné o vyznamu vySetfeni tohoto markeru uvazovat. Je pravda, Ze
maximalni vyuzivani FACS parametra u jinych hematoonkologickych nemoci
se dnes jiz dostava do pozadi (napt. znaky CD 38 a ZAP 70 u CLL), ktere
byly dtive velmi vyzdvihovany jako jednozna¢né prognostické znaky, se dnes
ukazuji jako ne Upln€ vypovidajici o rizikovosti nemoci (9). Ale na druhou
stranu nutno vzit v potaz, Ze u mnohocetného myelomu je doba piezivani
vyrazné krat$i nez tfeba u zminované CLL a pravé proto je 1 snaha o co

nejsnadnéjsi stratifikaci nemoci dilezitd. Za tivahu do budoucna stoji vyuZiti
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znalosti exprese CD 45 znaku napiiklad u udrZzovaci terapie. Pii teorii znalosti
rizikovosti exprese znaku CD 45 by byly naptiklad myelomy s nizkou expresi
transplantaci. Nabizi se 1 konsolida¢ni terapie po autologni transplantaci u
téchto rizikovych pacientii. Pro jasny nazor vSak zatim chybi relevantni data.
Cilem na$i prace bylo porovnat dobu do progrese/relapsu (TTP) u naSich
pacientd s MM s ohledem na expresi CD 45 znaku a porovnat se souborem
dle dostupné literatury. Porovnali jsme pocetné pomérné dobie zastoupené
skupiny pacientll s nizkou a vyssi expresi CD 45. Mezi skupinami nebyl
pozorovan statisticky vyznamny rozdil v demografickych parametrech,
rizikovosti cytogenetiky ani efektu 1. linie 1é€by. Soubor s nizkou expresi CD
45 mél vyznamné krat$i TTP, coZ odpovidalo 1 datim plivodni prace Moreau
et al (16). Velmi zajimavé bylo, Ze v obou skupindch nebyl signifikantni
rozdil v zastoupeni negativnich cytogenetickych nalezi (tzn. nepfiznivé
nalezy- komplexni aberace karyotypu, delece 17p (resp. delece genu TP53),
prognostickych kritérii. V obou skupinach byly zastoupeny jak neptiznivé
cytogenetické zmény tak normalni karyotyp a také ptiznivé cytogenetické
nalezy. NaSe vysledky byly tedy podobn¢ jako Moreau et al. a limitaci naSeho
sledovani byl predevSim retrospektivni charakter a unicentricka lokalizace.
V piipadé vétsiho zastoupeni pacientl a spolupracujicich center by vysledky
mohly byt jesté¢ vice validni. Nicméné na druhou stranu je v tomto nasem
pfipadné¢ zajiSténa uniformni metodika a nastaveni analyzy pritokové
cytometrie.

V zavéru, na zaklad¢ naSich nalezii a zkuSenosti Moreau et al. (16), se
domnivame, Ze exprese CD 45 antigenu by se mohla stit jednim
z prognostickych faktorit MM. Nas soubor byl homogenni, pocetny a vSechna

vySetteni pritokovou cytometrii byla provadéna v jedné laboratofi. Ovéfeni
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je vSak vhodné na vétSim souboru pacientli — nadale probiha vySetfovani
FACS znakt u dalSich pacientii — a idealn€ v ramci multicentrické spoluprace,

kdy by mohlo byt idedlni porovnani mezi jednotlivymi centry.

2.5.8. Souhrn a zavér

Mnohocetny myelom je jednim z nejcastéjSich hematoonkologickych
onemocnéni s variabilnim agresivnim i indolentnim chronickym prabéhem.
Prognosticka stratifikace se dale uptesiiuje s vyvojem novych metodik hlavné
v cytogenetice a prutokove cytometrii. Antigen CD 45 by mohl byt jednim ze
znakl, které mohou upfesnit rizikovost nemoci jiz pii diagndze. 71 pacientil
v naSem souboru bylo rozdéleno podle intenzity exprese CD 45 antigenu a
skupina s niZsi expresi méla statisticky vyssi riziko relapsu do 12 mésicii 62
% vs. 25 % (p=0,0011). Mezi porovnavanymi skupinami nebyl statisticky
vyznamny rozdil sohledem na v€k, zastoupeni pohlavi, intenzifikaci
s autologni transplantaci krvetvornych bunék, dosazeni kompletni remise po
prvni linii lécby a genetické nalezy. Na zdkladé naSich poznatkll se
domnivame, Ze exprese CD 45 antigenu by se mohla stit jednim
z prognostickych faktorti ¢i jednim z faktorti pro ureni udrzovaci lécby u
MM. Ovéfeni je vhodné na vétSim souboru pacientli, ideidlné v ramci

multicentrické spolupréace.
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3 Lécba mnohocetného myelomu

3.1. Lécba obecné

Lécba myelomu prosla velkym vyvojem béhem poslednich 15 let. Do roku
2000 byl standardni postupem indukéni reZim sloZzeny z vinkristinu,
adriamycinu a kortikoidu (VAD). Nasledovala autologni transplantace s
pfipadnym doplnénim udrzovaci 1écby s interferonem. Ve 21. stoleti doslo
k velmi vyraznému rozvoji moderni lécby MM. Mezi tzv. nové léky patii
thalidomid, bortezomib a lenalidomid. Kombinace téchto 1€k s dalSimi
(kortikoidy, alkylaéni cytostatika) se pouZzivaji ve vSech liniich 1éby. Doslo
tak k velmi vyraznému zlepSeni vysledkl lécby ve smyslu zlepSeni kvality
Zivota pacientd a doSlo 1 k prodlouZeni celkového ptezivani. Nemoc je piesto
vtuto dobu stile povazovana za nevyléitelnou (s vyjimkou Sance pfii
zajisténi alogenni transplantace krvetvornych bunék), sttidaji se obdobi remisi
a progresi/ relapsti nemoci, piicemz kazdd néslednd remise byva v naprosté

vétsing piipadl kratsi nezZ ta ptfedchozi.
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3.2. Lécba pacientti do 65 let

U pacienti mladSich 65 let nebo do 70 let v dobré klinické kondici volime
indukéni rezimy, které umoziuji naslednou mobilizaci CD34+ krvetvornych
bunék k naslednému zajiSténi vysokodavkované chemoterapie s autologni
transplantaci krvetvornych bunék. V dneSni dobé¢ je standardem indukéni
1écby protokol VTD - thalidomid 100-200mg/den 1.-28.den, bortezomib
1,3mg/m2 s.c. 1x tydné¢, DXM (dexamethason) 40mg p.o. 1.-4. a 15.-18.den.
Tyto cykly se podavaji vétSinou 4 s cilem navozeni co nejlepSi remise
onemocnéni. Jako alternativni rezimy milzeme pouzit rezim VD (bortezomib
+ DXM), CTD (cyclophosphamid + thalidomid+ DXM), BDD (bortezomib+
doxorubicin + DXM). VSechny tyto rezimy jsou nasledovany mobilizaCnim
protokolem s vysocedavkovanym cyklofosfamidem (CPA) nésledované
minimalné tydenni aplikaci G-CSF (rstoveého faktoru granulopoezy) v davce
10ug/kg a separaci perifernich CD34+ bunék pro zajisténi vysSe zminéné

autologni transplantace.

3.3. Lécba pacientti nad 65 let

U pacientil starSich 65 let ¢i ve Spatném klinickém stavu jsou pouzivany méné
intenzivni rezZimy ve snaze o dosaZeni remise nemoci bez vétSiho rizika
toxicity lécby. Lze pouzit jak reZzimy na bdzi thalidomidu s niZ8im
davkovanim neZ u mladSich pacienti (CTD senior, MPT) nebo na bazi

bortezomibu (VD,VMP senior).

3.4. Autologni transplantace

Jako dosud nejlepsi moZnost dalSiho zlepSeni vysledk uvodnich protokoli
induk¢ni 1€€by (viz 3.2.vySe) je zajisténi vysokodavkované chemoterapie s
autologni  transplantaci  krvetvornych ~ bunék. Zajisténi dvou

vysokodavkovanych chemoterapii s autologni transplantaci pfinasi statisticky
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signifikantné lepsi vysledky celkového preziti (OS) nez jakékoliv standardni
chemoterapie (9). Toto potvrzuji 1 vysledky 5 randomizovanych klinickych
studii (francouzskd IFM 90, americka US INT, Spanclskd Pethema, anglicka
MRC 7 a francouzska MAG 91)(16). Principem autologni transplantace je
moznost aplikovat pacientovi vysokodavkovanou chemoterapii a soucasné
zajistit naslednou reparaci krvetvorby. V ramci ptipravy pred
vysokoddavkovanou chemoterapii je pacientovi po uvodni indukcni
chemoterapii zajiSténa mobilizace a separace CD34+ krvetvornych bunék (viz
3.2.vyse), nasledné¢ je podana vysokodavkovana chemoterapie s
melphalanem se silnym myeloablativnim u¢inkem, a nasledné za 24 hodin je
pacientovi do krevniho ob&hu podana autologni transplantace stépu ptivodné
odebranych a docCasné¢ kryokonzervovanych krvetvornych  bunék.
V nasledném 7-10 denni obdobi utlumu krvetvorby a pancytopénie, nez dojde
k reparaci krvetvorby z autologniho $tépu, je sice vysoké riziko infekénich
komplikaci, ale obecné¢ je autologni transplantace bezpecna s transplantacni

mortalitou ve velkych specializovanych centrech do 1 %.

3.5. Alogenni transplantace

Alogenni transplantace je nadale velmi spornou modalitou v 1é¢bé MM. Stale
pfevazuje vysoka transplantaéni mortalita (TRM) zietelné zhorSujici vysledky
této 1écby, ktera jako jedind pfindSi mozZnost plného vyléCeni. Podle
poslednich vysledkit EBMT a GIMEMA studii se zdda moZnost benefitu
alogenni transplantace v pfipad¢ realizace u vysocerizikovych a prognosticky
neptiznivych pacientll transplantovanych v 1. az 2. remisi nemoci, idealné v
tandemu autologni a nasledné alogenni transplantace. (10). Aktualné je tedy
alogenni transplantace vyuZzivana jen ve specifickych individualnich

ptipadech.
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3.6. Nové léky v 1é¢bé mnohocetného myelomu
Béhem poslednich let doSlo k velkému vyvoji dalSich moZnosti 1é¢by a
postupné se objevuji nové molekuly zlepSujici vysledky dlouhodobého

prezivani. Mezi takoveé molekuly patfi:

3.6.1. Inhibitory proteasomu

Léky inhibujici reversibilné proteasom (bortezomib, ixazomib, oprozomib,
delanzomib) zplisobi piedCasnou destrukci buiiky urychlenim apoptozy pti
snizen¢ degradaci bilkovin proteasomem. Z ireversibilnich inhibitort je pak

nyni dostupny carfilzomib, ktery ma velmi slibné vysledky v indukéni 1ecbé.

3.6.2. Imunomodulac¢ni 1éky

Prvni imunomodulaéni 1€k thalidomid snizuje rist myelomovych bunék a
vlivem zmén povrchovych molekul na myelomovych buiikkach vcetné
antiangiogeneze umoziuje antimyelomovy efekt. Jeho nevyhodou jsou
pomérné cetné nezadouci uCinky (neuropatie, riziko tromboembolické
nemoci). Z dalsi generace imunomodulacnich 1€kl je lenalidomid, ktery ma
vyrazné nizsi vyskyt nezadoucich ucinka pii vzristajicim efektu 1€cby. Jako
posledni v klinické praxi je nyni pouZivan pomalidomid, ktery ma maximum
imunomodulaénim 0¢inkl v této skupiné a naopak byva velmi malo

komplikaci béhem 1é¢by.

3.6.3. Monoklonalni protilatky

Monoklonalni protilatky jsou protilatky produkované jednim klonem B
lymfocytli namifené¢ proti specifickému antigenu cilové bunky. Prvni
monoklonalni protilatkou v této skupin€ je humanni anti-CD38 daratumumab,

ktera po navazani na antigen CD 38 na plasmatickych buiikach iniciuje
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imunitni reakci cestou komplementu 1 cestou tvorby protilatek a navodi tak
zniceni nadorové bunky. Molekulou dalsi generace téchto monoklonalnich
protilatek je elotuzumab, ktery je cilen na povrchovy glykoprotein CS1 (anti-
CS1) exprimovany pouze na myelomovych a NK bunkach. VSechny tyto
protilatky maji podobné spektrum nezddoucich U€inkl jako jsou alergicka

reakce, tiesavka, horecka.

3.6.4. Inhibitory deacetylazy (HDAC)

Chemické latky inhibujici enzymatickou aktivitu histonovych deacetylaz a
zpusobuyjici rozvolnéni chromatinu DNA a tim moZnost pfistupu
transkripénich faktorti a rychlej§i degradaci buiikky. Mezi zastupce této

skupiny patfi panobinostat, ricolinostat a vorinostat.
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3.7. Vlastni vyzkum v terapeutické oblasti - porovnani autologni
transplantace krvetvornych bunék realizované tandemové nebo v relapsu

nemoci u pacient s mnohoc¢etnym myelomem.

Planovéno publikovani v zahrani¢nim Casopisu (Lymphoma and myeloma, Neoplasma) do
konce roku 2016: JUNGOVA, A., VOKURKA, S., SCHUTZOVA, M., STEINEROVA,
K., MOHAMMADOVA, L., KARAS, M., LYSAK, D., JINDRA,P.: Comparison of the
autologous hematopoietic cell transplantation performed in tandem or in disease relapse
in patients with multiple myeloma: Department of Hematology and Oncology, University

Hospital in Pilsen.

3.7.1 Uvod

Mnohocetny myelom je maligni hematoonkologické onemocnéni, které
predstavuje v evropské populaci kolem 15 % hematologickych malignit a az
1% vsech nadorovych onemocnéni. V Ceské Republice onemocni ro¢né az
600 pacientt, pficemZ nejcastéjsi vyskyt je ve véku nad 60 let (v tomto véku
incidence 1-4 os. /100 000 obyvatel ro¢n¢), ale ve véku nad 75 let incidence
pomérn¢ prudce vzristda (az 16 os. /100 000 obyvatel) (7). Zakladem
indukéni 1écby je kombinace modernich 1€kt jako jsou thalidomid,
bortezomib ¢i lenalidomid v kombinaci s kortikoidy a event. s alkyla¢nimi
latkami ¢i antracykliny. Zpravidla se podavaji 4 cykly indukéni chemoterapie
nasledované u transplantabilnich pacientii (cca do 65 let, u starSich jen pfi
dobrém klinickém stavu) mobilizaci perifernich krvetvornych bunc¢k (PBSC).
Pokud je separace PBSC 1Uspésnd idedlné s odbérem na 2 autologni
transplantace, nasleduje do 3-6 mésict prvni autologni Tx. Dalsi strategie je
zavisla na zvyklostech odd€leni a neni standardné¢ doporucCen postup pro
podani double Tx. V CR je tandemova Tx vyuzivana k dosaZeni co nejhlubsi
odpoveédi nemoci (doporuc¢eni CMG pro 1écbu myelomu -8 - odstavec 9.4).

NaSim cilem bylo ovéfit klinicky pfinos a rozdilnost vysledka v ptipadé
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zajisSténi druhé autologni Tx vramci tandemového pristupu pii dosazeni
pouze PR a méné po transplantaci prvni ve srovnani s provedenim druhé Tx
az pii relapsu/progresi choroby. VedlejSim cilem bylo ovéfit vyznam hladiny

paraproteinu na dosazenych vysledcich 1é¢by.

3.7.2. Metodika

Retrospektivni analyza pacientii s MM s cilem porovnat dobu do zahajeni
dalsi lecby po posledni autologni Tx (TFS) 1 celkové piezivani (OS) u dvou
skupin pacienti s odliSnym schématem provedeni druhé autologni
transplantace perifernich krvetvornych bunék. Do analyzy bylo zatazeno
celkem 66 pacientti s MM, ktefi byli Ié¢eni na naSem odd¢€leni v obdobi let
2005-2014. Vsichni pacienti podstoupili 4 cykly indukéni chemoterapie,
nejcastéji podle protokolu CTD ¢1 VAD a také CVD (event. VD) viz tabulka
6. U vSech pacientil probéhla uspésSnd mobilizace cyklofosfamidem (HD-CPA
2,5 g/m2) s naslednou stimulaci G-CSF filgrastim (Neupogen, Amgen, davka
10ug/kg/den ) a u vSech byl ziskan Stép perifernich krvetvornych bunék
dostacujici pro zajiSténi dvou vysocedavkovanych chemoterapii s autologni
Tx. Jako ptipravny piedtransplantacni protokol podan melphalan
v jednorazové denni davce 200mg/m2 s redukci davky na 140mg/m2 u
pacient nad 65 let (5) a nebo pii renalni insuficienci, pfi¢emz protokol byl u
kazdého pacienta vzdy identicky pii obou transplantacich.

V prvni porovnavané skupiné bylo analyzovano 28 pacienti, ktefi dosdhli po
1. autologni Tx PR a méné (pouze u 5 pac. (18%) bylo dosazeno VGPR, ale
vSichni tito pacienti méli nepfiznivou cytogenetiku a byla snaha o dosazeni co
nejhlubsi odpoveédi nemoci) - u vétSiny pac. tedy pretrvavala pomérné znacné

detekovatelna choroba. Planované byla v této skupin€ v medidnu za 5,5 (2-11)
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mésict doplnéna tandemova autologni Tx a v dobé provedeni druhé Tx nebyl
nikdo v progresi nemoci.

Ve druhé skupiné bylo zatazeno 38 pacientl, kteti byli po provedeni prvni
autologni Tx pouze sledovani pti dosazeni stavu CR a VGPR (66% pac. této
skupiny). Zbytek skupiny byl sice v PR, ale u ¢asti pac. progrese nastala casné
do 6 mésicii po 1.Tx, Cast pacientll planovanou Tx odmitla a ¢ast nebyla
tandemové Tx v planovanou dobu schopna. K doplnéni druhé Tx tedy byli
tito pac. indikovani ve fazi relapsu/progrese myelomu a reindukéni 1écba u
nich nebyla realizovana. V ramci subanalyzy jsme tuto skupinu rozd¢lili na 2
podskupiny s ohledem na hodnoty paraproteinu pfed provedenim druhé Tx,
kdy hodnotu cutt of pro ,nizkou hladinu* paraproteinu jsme arbitrarné
stanovili na 10g/l, event. 1000mg/1 v ptipadé MM s produkci lehkych fetézci
imunoglobulinu. VyS$§i hodnoty paraproteinu vcetné tii pacienti
s extramedularnim postiZzenim byly hodnoceny jako ,,vysoka hladina®.
Porovnavanim zékladnich parametri v obou skupinich (v€k, zastoupeni
pohlavi, ISS skére nemoci, cytogenetické nalezy, typ indukéni terapie) nebyl
zjiStén zadny statisticky vyznamny rozdil (viz. tabulka 6). Charakteristiky
v podskupinach u pacientl transplantovanych v relapsu nemoci podle hladiny

vstupniho paraproteinu jsou uvedeny v tabulce 7.

Tabulka 6 - Charakteristiky pacientli v souboru pro porovnani podani

autolognich transplantaci

Pocet pacienti: 66

Tandem Tx v relapsu

(n=28) | (n=38)

Pohlavi, muzi / Zeny: 14/14 17/21 p=10.13

Vék v dobé diagndzy — median (min — | 59 (41-69) | 59 (45-69) p=0.36

max):
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Median sledovani 46.5 33 p=0.89
(21-165) | (20-112)
Stadium ISS v dobé¢ dg.:
1. 8(29%) | 14 (37%) p=0.80
2. 9(32%) | 9(24%) p=0.60
3. 11 (39%) | 15(39%) p=1.00
Genetika:
normalni karyotyp 2 (7%) 7 (18%) p=0.30
t(4;14) 2 (7%) 3 (8%) p=10.17
monosomie 13 6 (21%) 7 (18%) p=1.00
zmeény p53 1 (3%) 0 (0%) p=0.43
t (11;14), hyperdiploidie 10 36%) | 8 (22%) p=0.42
ostatni nebo neprovedené 7 (26%) 13 (34%) p=0.61
Induk¢éni chemoterapie:
CTD 11 (39%) | 13 (34%) p=0.81
CVD, VD 6 (21%) 12 (32%) p=0.59
VAD 10 (36%) | 12 (32%) p=0.81
RD 1 (4%) 1 (2%) p=1.00
Stav onemocnéni v dobé po indukei:
CR 0 (0%) 9 (24%) p=0.02
VGPR 5(18%) | 16 (42%) p=0.20
PR 18 (64%) | 13 (34%) p=0.19
SD 5(18%) |0 (0%) p=0.02
Stav onemocnéni v dobé po 1.autologni
Tx: 2 (7%) 16 (42%) p=0.01
CR 7(25%) |11 (29%) p=1.00
VGPR 19 (68%) | 11 (29%) p=0.08

PR
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Tabulka 7 - Charakteristika v podskupinach u pacientl transplantovanych

v relapsu nemoci podle hladiny vstupniho paraproteinu v dob¢ 2. autologni

transplantace .
Pocet pacientd: 38

Nizka Vysoka

hladina hladina

paraproteinu | paraproteinu

(n=20) (n=18)
Pohlavi, muzi / Zeny: 8/12 9/9 p=0.77
Stadium ISS:
1. 8 (40%) 5 (28%) p=0.75
2. 3 (15%) 5 (28%) p=0.69
3. 9 (45%) 8 (44%) p=1.00
Genetika:
normalni karyotyp 4 (20%) 3 (17%) p=1.00
t(4;14) 1 (5%) 2 (11%) p=0.60
monosomie 13 5(25%) 2 (11%) p=10.44
zmeny pJ53 0 0
t (11,14), hyperdiploidie 5(25%) 3 (17%) p=0.71
ostatni nebo neprovedené 5(25%) 8 (44%) p=0.52
Indukéni chemoterapie:
CTD 10 (50%) 3 (17%) p=0.19
CVD, VD 4 (20%) 8 (44%) p=0.33
VAD 6 (30%) 6 (33%) p=1.00
RD 0 1 (6%) p=0.49
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Doba TFS byla definovana jako pocet mésicii od doby podani 2. autologni Tx
do doby zahgjeni dal$i 1écebné linie pro relaps/progresi nemoci. Doba OS
byla standardné definovéna od doby diagndzy do doby posledniho sledovani

nebo umrti.

3.7.3. Statistické zpracovani

Provedeno s vyuzitim programu GraphPad InStat - Statistica Software a
zékladnich statistickych testli - Mann-Whitney, Fisher's Exact Test a t-test.
Kiivky pravdépodobnosti progrese a TFS byly zpracovany Kaplan-Meier
metodikou a vyhodnoceni vyznamnosti statistickych rozdili bylo provedeno
log-rank testem (software MedCalc) Rozdily mezi skupinami byly testovany
na hladiné vyznamnosti 95% a hodnoty p<0,05 byly povazovany za staticky

vyznamné rozdily.

3.7.4. Vysledky

Porovnanim skupiny pacienti s tandemové zajisténou druhou autologni Tx
oproti skupin€ s druhou autologni Tx v relapsu/progres nebyly zjiStény zadné
vyznamné rozdily v zakladnich charakteristikach — vE&k, zastoupeni pohlavi,
stadium nemoci 3 dle ISS, cytogeneticky profil — a nebyl patrny ani rozdil
v medianu sledovani pacient:46,5 mésice (21-165) vs. 33 més.(20-112)
p=0.36. K 10/2015 Zije 34/66 pac. (52%), zemielo 32 pac. (48%). Blizsi
udaje jsou uvedeny v tabulce 6.

Median doby do zahijeni dal$i 1écebné linie TFS byla vyznamné kratsi u
pacientil podruhé¢ transplantovanych v relapsu nemoci: 10 més. (3-199) vs. 18
més. (3-108) (p=0.04) (viz graf 2) a souCasn¢ zde bylo patrné i statisticky
signifikatné hors$i celkové ptezivani (OS): 57 més. (18-199) vs. median tim

nedosazen u skupiny tandemové transplantované, p=0.005.(viz graf 3).
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Pti subanalyze skupiny transplantované v relapsu nemoci (n=38) s ohledem
na hladiny paraproteinu (,, nizka hladina* vs. ,,vysoka hladina®) byl patrny
vliv hodnoty paraproteinu tedy 1 pokrocCilosti nemoci na TFS a OS, kdy
medidny v piipad€é obou charakteristik byly vyznamné krat$i u podskupiny
s vysokou vstupni hodnotou: 4 més. (2-30) vs. 11 més. (3-199), p=0.0016 a
44 més. (18-96) vs. 65 mes. (27-199), p=0.03. (blize viz grafy 4 a 5)
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Graf 2 - Porovnani TFS mezi skupinami transplantovanymi v tandemu mimo progresi

nemoci nebo az pii relapsu/progresi choroby (p=0.04).
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Graf 3 - Porovnani OS mezi skupinami transplantovanymi v tandemu mimo relaps nemoci

nebo az pfi relapsu/progresi choroby (p=0.005)
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TFS podle hladiny paraproteinu pri relapsu
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Graf 4 - TFS v zavislosti na hladin€ paraproteinu v dobé 2. autologni Tx (p=0.0016)
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OS podle hladiny paraproteinu v relapsu
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Graf 5 - OS v zavislosti na hladiné paraproteinu v dobé 2. autologni Tx

3.7.5 Diskuse

Mnohocetny myelom je agresivni nevyléCitelné hematoonkologické
onemocnéni. Zakladnim postupem je podani indukéni 1é€by nasledované
vysokodavkovanou chemoterapii s autologni transplantaci krvetvornych
bun¢k v 1. linii (11,13). V nejnovéjSich doporucenich by méla byt 1écba
nasledn¢ doplnéna o konsolidaci (15) a event. udrZovaci terapii (3,6), ale
zatim toto neni v naSich podminkdch standardnim postupem piedevSim
z diivodl uhradovych politik. Pouziti jedné nebo dvou autolognich Tx zatim
neni standardizovano, nicméné bylo feSeno jiz v n€kolika klinickych studiich
(IFM 94, MAG 95, Bologna, GMMG, HOVON) (14). Z nejvétsi studie IFM
94 se potvrzuje efekt tandemové tranplantace u pacientl, kteti nedosahli po

prvni Tx alespon stavu VGPR a lepsi odpovédi (6,12). Dle standardnich
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postuplt naseho oddéleni k podani druhé Tx piistupujeme bud az v dobé
relapsu/progrese nemoci u pacientl, ktefi dosdhnou po 1.autologni Tx CR
nebo VGPR a nebo jiz planované v€as a v tandemovém reZimu u pacientd,
ktefi po prvni Tx dosahnou pouze stavu PR a horsi odpovédi a jsou v dobré
klinické kondici. V tomto sd€leni uvadime vysledky analyzy porovnavajici
tyto dva odlisné ptistupy v indikaci druhé autologni Tx.

V celkovém souboru 66 pacienti byly statisticky vyznamné lepsi vysledky u
skupiny s tandemové€ zajisténou autologni Tx a to jak ve smyslu TFS, tak 1 OS
(viz graf 2 a 3): 10 vs. 18 mé&sicli a 57 mésict vs. median jesté nedosaZen u
pfi tandemové Tx. VSechny ostatni parametry (vék, cytogenetika, vstupni
indukce) nebyly v obou skupinach statisticky rozdilné (viz tabulka 6) a
skupiny jsou tak porovnatelné. Dokonce neni v naSem souboru ani patrny vliv
induk¢ni 1écby s bortezomibem na TFS a OS (1). Vzhledem k dosazeni pouze
PR a méné po prvni Tx u této skupiny je pravdépodobné, Ze by k relapsu
nemoci doslo v pomérné brzké dobé. Tandemovou Tx jsme tedy provedli u
pacienttl, ktefi dosahli po 1. Tx pouze SD (5pac.), PR (18 pac.) a jen u 5 pac.
s VGPR, ale tito pacienti mé&li vSichni nepfiznivy cytogeneticky nalez (del
17p, monosomie 13).

Standardné je doporucovano u prudkych relapsti/progresi proveést autologni
Tx bez reindukce (8), u pomalejSich progresi naopak je reindukce vhodna. V
naSem souboru jsme porovnali pacienty podle pokrocCilosti a agresivity
progrese, a pacienti s prudkym relapsem (vice nez 10g/1 ¢i vice nez 1000ug/1
lehkych fetézch nebo extraosedlni postizeni) méli vyrazné horsi vysledky jak
v parametru TFS, tak 1 OS. Doba do zahajeni dalsi 1¢¢by po Tx byla u prudce
zrelabovanych v medianu 4 més., naopak u pomalu progredujicich pak 11
més. a v parametru celkového pifezivani pak 44 més. proti 65 més. Je
samoziejm¢ pravdépodobnéjsi, Ze prudky relaps bude spiSe nepfiznivym

faktorem nemoci, ale jelikoZ maji ob€ skupiny porovnatelné parametry (vék,
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indukéni rezim, cytogeneticky nalez), tak se takto nelze jednoznaéné vyjadrit.
Navic ¢ast prudkych relapsi byla z CR, coZ by mél byt spiSe ptiznivy faktor
pro OS, otazka prognozy CR snaslednym relapsem je tedy diskutabilni
(negativni- prudky relaps/pozitivni — dosazeni CR).

Delsi TFS u skupiny s tandemovym, planovanym podanim si vysvétlujeme
prohloubenim remise po l.autologni Tx pii neidedlni odpovédi po indukei.
Vliv nelze ptisoudit typu indukéni 1€¢by ani cytogenetickym naleziim, protoze
v porovnani s druhou skupinou jsou tyto parametry naprosto srovnatelné.
V mezidobi obou skupin nebyla podavéna Zadna 1éCba, protoZze na naSem
oddéleni se reindukce standardné nepodavala.

Delsi OS u tandemove skupiny urcité souvisi s udavanym TFS, protoZe v této
skupin€ mélo 21 pac. (75%) TFS nad 1 rok a dokonce 14 pac. (50%) TFS pres
2 roky, zatimco ve druhé skupiné bylo bez lé¢by do 1 roku jen 12 pac. (32%)
nad 2 roky 7 pac. (18%). Z toho tedy vyplyva, Ze u skupiny v relapsu bylo
nutné zahdjeni dalsi linie 1écby diive a tim se tedy i1 zkratila doba remise 1
doba do dalsiho relapsu. Délka OS nebyla ovlivnéna pouZitim jinych
1é€ebnych rezimil nez ve druhé¢ skuping, protoze 1écebné protokoly byly stejné
v obou skupinach.

Cilem naSi prace bylo pfispét k vyjasnéni strategie 2 autolognich Tx u
pacientli s mnoho¢etnym myelomem.

Limitaci naSi analyzy je unicentrické a retrospektivni sledovani se selekéni
bias. Na druhé strané 1ze za vyhodu pokladat stabilitu strategie v 1é¢ebném
postupu v celém souboru. Planujeme dale provést jest€¢ analyzu 1éCebnych
vysledkii u pacienti, ktefi by podstoupili reindukéni 1é€bu v piipadé
progrese/relapsu pred druhou autologni Tx s cilem ovéfit zda reindukce ma

vliv na prodlouZeni délky remise a event. celkové piezivani.
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3.7.6. Souhrn a zavér

Mnohocetny myelom je maligni hematoonkologické onemocnéni, kterée
v Ceské republice postihne az 600 lidi ro¢né. Stale se zlepSuji 1éGebné
moznosti, a autologni transplantace krvetvornych bunék (Tx) nadale zlistava
soucasti terapeutickych protokol. I pfes podavani modernich Iekid ma
autologni Tx stale nezastupitelné misto a pfi zajiSténi dvou autolognich Tx je
studiemi potvrzena vice nez dvojnasobna doba ptezivani oproti pacientim
netransplantovanym (2,4). V zadnych standardnich postupech vSak neni
doba mezi provedenim transplantaci pfesn€ji vymezena. V naSem souboru
jsme porovnali celkem 66 pacienttl, u kterych byly provedeny dvé Tx. Jedna
skupina podstoupila ob& autologni Tx planovang- tandemové v medianu do
Sesti mésicl, vétSinou pii dosaZeni pouze PR a méné po prvni transplantaci a
mimo progresi nemoci. Druhd skupina pacientli podstoupila druhou Tx
v medianu do 14 mésiclh aZ v dobé progrese nebo relapsu nemoci. Obé
skupiny byly v zakladnich parametrech porovnatelné (veék, typ indukéni
1é¢by, cytogenetické riziko). Signifikantné lepSi TFS (treatment free
survival) a celkové prezivani (OS) bylo ve skupiné s tandemovym podanim
Tx. TFS u pacienti transplantovanych tandemové 18 meés. vs. 10 mcs.
(p=0.04) a median OS nebyl u této skupiny dosazen vs. 57 més. (p=0.005).
Pii blizSim vyhodnoceni skupiny transplantované podruhé az v relapsu je
patrna 1 zavislost na vstupni hladiné paraproteinu pted druhou autologni Tx —
TFS u podskupiny s vysokou vstupni hodnotou 4 més. vs. 11 més.
(p=0.0016) a OS 44 m¢s. vs. 65 mes. (p=0.03).

Podle naSich vysledkll s ohledem na subanalyzu vlivu hladin paraproteinu
v dob¢ relapsu/progrese pied druhou autologni Tx se domnivame, Ze
v ptipad¢€ pokrocilejSich relapsti/progresi by mohlo byt vhodnéjsi zajistit
nejprve  reindukéni lécbu a teprve poté doplnit vysokoddvkovanou

chemoterapii s autologni Tx. Domnivame se, Ze u pacientll s vétsi zbytkovou
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nemoci po prvni Tx (tedy ve stavu pouze PR nebo SD) by bylo vyhodné
planovang v tandemovém rezimu doplnit druhou autologni Tx bez odkladu do

doby ptipadné dalsi progrese nemoci.
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