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Ekspresija ciklina D1 u kostanoj srzi
pacijenata s multiplim mijelomom prije i
poslije terapije bortezomibom

Expression of cyclin D1 in bone marrow of multiple myeloma patients
before and after bortezomib treatment
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Rijeka Sazetak. Cilj: Imunohistokemijski procijeniti ekspresiju ciklina D1 na mijelomskim stanicama u

kostanoj srzi pacijenata s multiplim mijelomom (MM), lije¢enih bortezomibom te dobivene
podatke usporediti s klinicko-patoloskim parametrima i odgovorom na terapiju. Ispitanici i
metode: Ekspresija ciklina D1 analizirana je ubioptickim uzorcima koStane srZi 24 pacijenta s
MM-om prije i nakon provedene terapije bortezomibom. Za odredivanje ekspresije ciklina D1 na
mijelomskim stanicama koristena je dvostruka imunohistokemijska metoda koja omogucava
istovremeno bojanje uzorka s dva protutijela (u ovom slucaju s CD138 za identifikaciju plazma
stanica i ciklinom D1). Pozitivnom reakcijom smatralo se nuklearno obojenje naciklin D1, bilo
kojeg intenziteta, u > 10 % plazma stanica. Rezultati su potom korelirani s klini¢ko-patoloskim
podacima pacijenata ispitivane skupine. Rezultati: Nuklearna ekspresija ciklina D1 u plazma
stanicama oboljelim od MM-a prije terapije nadena u je 9/24 pacijenta, a ukupno negativnih
pacijenata bez ikakvog nuklearnog bojanja 13/24 ili s bojanjem na ciklin D1 u < 10 % stanica 2/24
bilo je 15/24. Nakon terapije bortezomibom 5/24 pacijenta bilo je pozitivho na ciklin D1, dok je
ukupno 19/24 pacijenata bilo negativno, tj. bez ikakvog nuklearnog bojanja 17/24 ili je imalo
< 10 % tumorskih stanica 2/24 pozitivno na ciklin D1. U ovoj studiji nije nadena statisticki
znacajna razlika u ekspresiji ciklina D1 prije i nakon provedene terapije bortezomibom
(p = 0,084) niti s nekim od klinicko-patoloskih parametara. Zakljucak: Rezultati i razina ekspresije
ciklina D1 uvelike variraju unutar razlicitih ispitivanih skupina, a takoder ovise i o terapiji koju su
pacijenti dobivali, stoga je za utvrdivanje znacaja ciklina D1 na prognozu i korelaciju s klinicko-
-patoloskim karakteristikama potrebna veca i homogenija skupina pacijenata.
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Abstract. Objective: To evaluate, immunohistochemically expression of cyclin D1 in myeloma
cells in the bone marrow of multiple myeloma (MM) patients treated with bortezomib and
compare obtained data with clinico-pathological parameters and response to therapy. Patients
and methods: Twenty four patients with MM treated with bortezomib were included in this
study. To determine the expression of cyclin D1 in the bone marrow prior to and after
bortezomib treatment, we used double immunohistochemical method, which allows
simultaneous staining of the sample with two antibodies (in this case with CD138 (plasma cell
marker) and cyclin D1). A positive reaction was considered when > 10% plasma cells showed
cyclin D1 nuclear staining, at any intensity. The results were correlated with patient’s clinico-
pathological data. Results: The nuclear expression of cyclin D1 in the plasma cells of patients
with MM before therapy was found in 9/24 cases and there was 15/24 negative patients,
including patients without any nuclear staining 13/24 or with nuclear staining for cyclin D1 but
in < 10% of plasma cells 2/24. After bortezomib tretament, 5/24 patients were positive for
cyclin D1 while 19/24 patients were negative, including patients without any nuclear staining
17/24 or they had < 10% of cyclin D1 positive tumor cells 2/24. In this study there was no
statistically significant difference in the expression of cyclin D1 before and after bortezomib
treatment (p = 0.084) as well as any correlation with some of the clinical or pathological
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parameters. Conclusion: The results and the level of expression
of cyclin D1 vary within different study groups and depend as
well on the prior treatment patients received. Therefore to
determine the prognostics significance of cyclin D1 expression
and its correlation with clinico-pathological features a larger
and more homogeneous group of patients is required.

Key words: bortezomib; cyclin D1; immunohistochemistry;
multiple myeloma

uvobD

MM je plazma stani¢na novotvorina koja nastaje
od B limfocita, podrijetla germinalnog centra.
Ovu neizljeCivu malignu bolest karakterizira mul-
tifokalno nakupljanje atipi¢nih plazma stanica,
prisutnost monoklonskog M proteina u serumu
i/ili urinu uz sekundarno zahvacanje i disfunkciju
brojnih organskih sustava (osteoliticke lezije, za-
tajivanje bubrega, anemija, rekurentne infekcije,
hiperkalcijemija i neuropatija). Na MM otpada
oko 1 % svih malignih oboljenja te oko 10 - 15 %
svih hematoloskih neoplazmi. Bolest obi¢no po-
gada starije osobe, s prosjecnom dobi u vrijeme
postavljanja dijagnoze od oko 65 godina®?, a dija-
gnoza se postavlja kombinacijom klini¢cko-pato-
loskih, radioloskih i biokemijskih parametara. Vec
vise od 40 godina kortikosteroidi i kemoterapeu-
tici predstavljaju osnovu u lije¢enju MM-a**, no u
posljednjem desetljecu lijeCenje se znatno promi-
jenilo zbog uvodenja imunomodulacijskih lijeko-
va kao $to su talidomid, lenalidomid te inhibitora
proteosoma, bortezomiba®. Djelovanje bortezo-
miba temelji se na blokiranju multikatalitickog
enzima 26S proteosoma koji razgraduje abnor-
malne ili oSte¢ene proteine, oznacene i usmjere-
ne putem ubikvitina za razgradnju, a narocito su
bitni proteini koji su klju¢ni u stani¢nom ciklusu i
prepisivanju gena®. Buduci da su takvi proteini za-
stupljeni u veéim koli¢inama tijekom karcinoge-
neze, kada se stanice nekontrolirano umnazaju,
sto je klju¢no za opstanak samih tumorskih stani-
ca, inhibicija putem proteosomskog puta u stani-
cama tumora dovest ¢ée do apoptoze i smrti
stanica®. Glavni cilj djelovanja bortezomiba nije
isklju¢ivo mijelomska tumorska stanica nego je
njegov mehanizam djelovanja mnogo sloZeniji te
utjeCe i na mikrookoli§ koStane srzi regulirajuci
koStanu pregradnju tako da smanjuje razinu oste-
oklast-aktivirajuéih faktora, RANKL (engl. receptor

activator of nuclear factor kappa-B ligand) i DKK1
(engl. dickkopf WNT signaling pathway inhibitor
1)’, te povecava nivo alkalne fosfataze i osteokal-
cina, koji su markeri za formiranje kosti®. Takoder
bortezomib inhibira diferenciranje osteoklasta i
potice proliferaciju osteoblasta tako Sto inducira
njihovu diferencijaciju iz mezenhimalnih mati¢nih
stanica u osteoblaste’®. MM je heterogena bolest
pa tako i sama prognoza moZze varirati, dok je sve-
ukupno prezivljenje za neke pacijente preko 9 go-
dina, za neke je taj vremenski period kraéi od 4

MM je plazma stani¢na novotvorina koja nastaje od B
limfocita, podrijetla germinalnog centra na koju otpada
oko 10 — 15 % svih hematoloskih neoplazmi. MM je he-
terogena bolest, pa je tako i sveukupno prezivljenje za
neke pacijente preko 9 godina, a za neke je taj vremen-
ski period kraé¢i od 4 mjeseca. Stoga je bitno toc¢no
odrediti znacajne molekularne markere koji bi mogli
predvidjeti u¢inak terapije i/ili biti od prognostickog
znacaja za pacijente koji boluju od ove bolesti.

mjeseca. Bitno je, stoga, to¢no odrediti znacajne
molekularne markere koji bi mogli predvidjeti
ucinak terapije i/ili biti od prognostickog znacaja
za pacijente koji boluju od ove bolesti®. Studije
pokazuju da su gotovo svi slucajevi MM-a pove-
zani s poremecajem ekspresije barem jednog od
proteina, ciklina D1, D2 i D3, sto indirektno suge-
rira da bi mogli imati prognosticki znacaj. Protein,
ciklin D1, produkt je CCND1 gena koji preko ciklin
ovisnih kinaza (cdk) dovodi do fosforilacije retino-
blastomskog proteina (pRB) i posljedicnog otpu-
Stanja E2F transkripcijskog faktora, Sto potom
dovodi do aktivacije gena, odgovornih za prolaz
stanice iz G1 u S fazu stani¢nog ciklusa, $to u ko-
nacnici rezultira replikacijom DNA-a i pojacanom
proliferacijom stanica. Prekomjerna ekspresija ci-
klina D1 moZe se naci u mnogim humanim novo-
tvorinama, uklju¢uju¢i MM, limfom plastene
zone, rak dojke te hepatocelularni karcinom?.
Prekomjerna ekspresija ciklina D1 posljedica je
amplifikacije istoimenog gena ili ceSce transloka-
cije t(11;14)(q13;932), sto je rani onkogeni doga-
daj u mnogim humanim tumorima, pa tako
izmedu ostalog i u MM-u''. Neke od studija poka-
zuju da je snazna ekspresija ciklina D1 kod MM-a
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povezana s uznapredovalim klinickim stadijem
bolesti, visim histoloskim stupnjem i pove¢anom
proliferativnom aktivnosti, smanjenom renalnom
funkcijom i ve¢om razinom B2 mikroglobulina?*®3,
Takoder postoje i druge studije koje pokazuju
oprecne rezultate vezano uz spomenute klini¢ko-
patoloske parametre'**>. Neka od istraZivanja po-
kazala su da nema razlike u ekspresiji u
novodijagnosticiranih i pacijenata s refraktornom
ili recidivirajuom bolesti, sto korelira s opaza-
njem da svi podtipovi MM-a, lijeCeni po terapij-

IstraZivanja pokazuju da prekomjerna ekspresija ciklina
D1 korelirala s dugotrajnim odgovorom na terapiju i du-
Zim prezivljenjem kod pacijenata lijeCenih bortezomi-
bom. Pojacana ekspresija ciklina D1 kod MM-a
suprimira aktivnost STAT-3 i rezultira poveéanom osjet-
ljivosti stanice na apoptozu, $to za posljedicu ima manje
agresivan tumorski rast.

skim protokolima koji se trenutno koriste, s
vremenom recidiviraju®®. Ubikvitin-proteasomni
put razgradnje takoder regulira ekspresiju ciklina
D1, D2 i D3 pa se tako i ciklin D1 ubrzano razgra-
duje putem 26S proteasoma, stoga bortezomib
povecéava njegovu razinu in vivo. Neke od studija
pokazuju da prekomjerna ekspresija ciklina D1
korelira s dugotrajnim odgovorom na terapiju i
duzim prezivljenjem kod pacijenata lijeCenih bor-
tezomibom®4, Cilj ove studije bio je imunohisto-
kemijski evaluirati ekspresiju ciklina D1 u
uzorcima kostane srzi pacijenata s MM-om, prije i
nakon provedene terapije bortezomibom te dobi-
vene podatke usporediti s klini¢ko-patoloskim pa-
rametrima i odgovorom na terapiju.

ISPITANICI | METODE

Ispitanici

U ovo istrazivanje ukljucena su 24 pacijenta koji-
ma je postavljena dijagnoza MM-a u periodu od
2008. do 2014. na Odjelu za hematologiju Klinike
za internu medicinu KBC-a Rijeka. Medijan dobi
pacijenata bio je 66 godina (raspon: 48 — 85 godi-
na). Biopticki uzorci koStane srzi za svakog paci-
jenta uzeti su dva puta, jedan uzorak prije
zapocete terapije bortezomibom, a drugi nakon
provedene terapije za procjenu odgovora na tera-

piju. U istrazivanje su ukljuceni svi pacijenti re-
dom koji su lije¢eni bortezomibom i kod kojih su
postojali svi potrebni klini¢ki podatci te dovoljna
koli¢ina oCuvanog biopti¢ckog materijala prije i na-
kon provedene terapije, a isklju¢eni su pacijenti
koji su lije¢eni drugim protokolima i pacijenti s
asimptomatskim MM-om koji ne zahtijevaju lije-
cenje vec klinicko pracenje. Stadij bolesti svih pa-
cijenata odredivao se prema Durie-Salmon
klasifikaciji* te Internacionalnom sustavu stadija
bolesti za mijelom, tj. ISS klasifikacijit, a parame-
tri koji su bili analizirani su: dob, spol, prisutnost
litickih lezija kosti, razina hemoglobina (g/L), tj.
prisutnost anemije (razina hemoglobina za 20g/L
manja od donje granice normale, donja granica
138 g/L muskarci, 119 g/L Zene), razina kreatinina
(wmol/L), tj. razvoj renalne insuficijencije (razina
kreatinina iznad gornje granice normale, gornja
granica 117 umol/L muskarci i 96 umol/L Zene),
elektroforezom serumskih proteina dokazani mo-
noklonali Siljak (imunoglobulini (Ig) ili laki lanci Ig)
i ,fenotip” lakih lanaca Ig (kappa ili lambda). Sku-
pine odgovora na terapiju definirane su prema
kriterijima Internacionalne radne skupine za mi-
jelom?*®, kompletan terapijski odgovor, vrlo dobar
parcijalni odgovor, parcijalni odgovor, stabilna
bolest i progresija bolesti. S obzirom ne to da je u
nasoj studiji samo jedan pacijent imao progresiju
bolesti, pacijenti su za potrebe statisticke obrade
podataka podijeljeni u dvije skupine: na one koji
nisu odgovorili na terapiju (bez odgovora i pro-
gresija bolesti) i one koji su postigli bilo koji odgo-
vor na terapiju (kompletan terapijski odgovor,
vrlo dobar parcijalni odgovor, parcijalni odgovor).
Svi uzorci koStane srZi rutinski su obradeni na Za-
vodu za patologiju Medicinskog fakulteta Sveuci-
lista u Rijeci po standardnom protokolu. Ukratko,
uzorci su fiksirani u Schafferovom fiksativu 24
sata i dekalcinirani u osteodecu 4 do 5 sati, a na-
kon toga su uklopljeni u parafin i rezani te rutinski
obojani hemalaun eozinom (HE), PAS metodom
te bojanjem po Giemsi, Gomoryju i Berlinskim
modrilom. Takoder, svi su uzorci rutinski imuno-
histokemijski obojani s anti-CD138, marker speci-
fican za plazma stanice, (klon MI15, m7228,
DAKO, Glostrup, Danska), te lake lance imunoglo-
bulina, Igkappa (No. 40191, DAKO, Glostrup, Dan-
ska) i Iglambda (No. 40193, DAKO, Glostrup,
Danska) protutijelima da bi se procijenio udio
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plazma stani¢nih infiltrata (CD 138+ stanice) u
kostanoj srzi i provjerilo imaju li restrikciju lakih
lanaca Ig. U ovome istraZivanju svi su uzorci pri-
kupljeni u skladu s etickim i bioetickim principima
te se u svakom trenutku osigurala privatnost ispi-
tanika ukljucenih u istrazivanje, kao i zastita taj-
nosti podataka.

Imunohistokemijsko bojanje

Parafinski rezovi debljine 3 do 5 um suseni su pre-
ko nodi na 55 °C, te potom deparafinizirani i dehi-
drirani standardnim postupkom. Za otkrivanje
antigenskih epitopa molekula od interesa primije-
njen je toplinom inducirani pretretman, a sam po-
stupak imunohistokemijskog bojanja se nacinio u
automatskom imunobojacu  (DakoAutostainer
Plus, DakoCytomation Colorado Inc, Fort Collins,
CO, SAD). Za odredivanje izrazaja ciklina D1 u mije-
lomskim stanicama koristena je dvostruka imuno-
histokemijska metoda, CD138+ciklin D1. Dvostruka
imunohistokemijska metoda omogucava istovre-
meno bojanje uzorka s dva protutijela (u ovom slu-
Caju s CD138 i ciklinom D1 (klon SP4, NeoMarkers,
Fremont, SAD)) primjenom DAKO EnVisionTMDou-
blestainSystem (K5361), tako Sto se dva antigena u
istom uzorku oznacavaju kontrastnim bojama; tj.
protutijelom CD138 oznace se membrane plazma
stanica, a pozitivitet se vizualizira crveno s Chrom-
gen Red, dok se izrazaj ciklina D1 (slika 1) prikazuje
kao nuklearni pozitivitet vizualiziran smedim kro-
mogenom DAB. Kao negativna kontrola za sva
imunohistokemijska bojenja koriSteni su rezovi na
koje je umjesto primarnih protutijela nanesena
puferska otopina (DAKO).

Procjena imunohistokemijskog bojanja
Koristenjem svjetlosnog mikroskopa (Olympus
CX41RF, Tokyo, Japan) odreden je postotak oboja-
nosti mijelomskih stanica i to pregledom cijelog
uzorka kosStane biopsije. Pozitivnom reakcijom
smatralo se samo nuklearno bojanje na ciklin D1,
bilo kojeg intenziteta, u > 10 % plazma stanica, pri-
kazanih pomoc¢u CD138 membranskog bojanja.

Statisticka obrada podataka

Ovisno o razini izrazaja ciklina D1, pacijenti su po-
dijeljeni u dvije skupine: ciklin D1 pozitivni i ciklin
D1 negativni, prije i poslije terapije bortezomi-
bom. Za usporedbu varijabli izmedu dviju skupina

medicina fluminensis 2016, Vol. 52, No. 3, p. 400-407

Slika 1. Uzorci kostane srzi bojani dvojnom
imunohistokemijskom metodom s CD138 i ciklinom D1.
Protutijelom anti-CD138 prikazane su membrane
mijelomskih stanica crveno, a ekspresija ciklina D1 vidi
se kao smedi nuklearni pozitivitet. a) uzorak kostane
srzi s ciklin D1 pozitivnim mijelomskim stanicama
(povecanje 200 x); b) uzorak kostane srzi s ciklin D1
negativnim mijelomskim stanicama (povecanje 200 x).

s klinicko-patoloskim parametrima koristili su se
%2 test ili Fisherov egzaktni test. Za usporedbu i
odredivanje razlike plazma stanicnih infiltrata te
postotka ciklin D1 pozitivnih mijelomskih stanica,
prije i nakon provedene terapije koristio se
Wicoxonov test. Podaci su obradeni pomodu ra-
¢unalnog programa MedCalc 12.2.1.0 (MedCal-
cSoftware, Ostend, Belgija) uz razinu statisticke
znacajnosti p < 0,05.

REZULTATI

U ispitivanoj skupini pacijenata (tablica 1) sa
simptomatskim MM-om bilo je 10 Zena i 14 mus-
karaca, s rasponom dobi od 48 do 85 godina (me-
dijan 66). U nasem uzorku vecina pacijenata
14/24 bila je u Durie-Salmon klinickom stadiju
bolesti Ill, dok su svi preostali pacijenti 10/24 bili
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Tablica 1. Klinicko-patoloski parametri pacijenata s
multiplim mijelomom

Obiljezje MM (N = 24)
Dob (godine) 66
Medijan (raspon) (48 — 85)
Spol (M/Z) 14/10
Durie-Salmon stadij bolesti

I 0

I 10
] 14
Durie-Salmon subklasifikacija

A 16
B 8
ISS stadij bolesti

I 3

1] 8
1] 13
Kostane lezije

Prisutne 14
Nisu nadene 10
*Hemoglobin (g/L)

Anemija —da 14
Anemija — ne

Nije odredeno 2
SKreatinin (umol/L)

RI-da 8
Rl-ne 15
Nije odredeno 1
Sekretorni/bez sekrecije 24/0
Tip paraproteina IgG 21
IgA 2
Samo laki lanci 1
Tip lakih lanaca

K 20
A 4
Udio plazma stanica u koStanoj srZi prije terapije
<50 % 14
250 % 10
Udio plazma stanica u koStanoj srzi poslije terapije
<50 % 23
250 % 1
Odgovor na terapiju

Odgovorili 23
Nisu odgovorili 1

ISS — internacionalni sustav stadija bolesti za mijelom;
*anemija-hemoglobin 20 g/L ispod donje granice
normale (138 g/L za muskarce; 119 g/L za Zene);
Srenalna insuficijencija (RI) — serumski kreatinin iznad
gornje granice normale (117 umol/L za muskarce; 96
umol/L za Zene).

http://hrcak.srce.hr/medicina

u Durie-Salmon klinickom stadiju bolesti Il. Tako-
der, u ispitivanoj skupini nije bilo pacijenata u Du-
rie-Salmon klinickom stadiju bolesti | 0/24. S
obzirom na ISS stadij bolesti, najvedi broj pacije-
nata bio je u stadiju Ill 13/24, zatim u stadiju Il
8/24, te najmanje u stadiju | 3/24. Najvedi broj
pacijenata, njih 14/24 imalo je liticke kostane le-
zije, dok je bez kostanih promjena bilo 10 pacije-
nata. Od 22 pacijenta za koje su dobiveni klinicki
podaci 14 ih je bilo anemicno, a 8/22 pacijenta
imalo je uredne vrijednosti hemoglobina. Nada-
lje, za 23 pacijenta bili su dostupni podaci za pro-
cjenu renalne insuficijencije koja je utvrdena u 8
pacijenata, a 15/23 pacijenta imalo je urednu bu-
breznu funkciju. Kod svih se pacijenata elektrofo-
rezom serumskih protein dokazao monoklonski
Siljak koji je ve¢inom bio IgG razreda 21/24, dva
pacijenta imala su IgA monoklonski Siljak 2/24, a
samo kod jednog pacijenta je on bio u razredu la-
kih lanaca imunoglobulina 1/24. Imunohistoke-
mijskim kao i biokemijskim analizama seruma
kod svih pacijenata se nasla restrikcija lakih lana-
ca imunoglobulina i to kod 20/24 je bila kappa, a
kod 4/24 je bila lambda restrikcija.

Prilikom evaluacije koStane srzi prije pocetka tera-
pije bortezomibom 14/24 pacijenta imalo je udio
infiltacije plazma stanicama manji od 50 %, dok je
10/24 pacijenta imalo > 50 % mijelomskih stanica
u srzi, a nakon terapije 23/24 ih je imalo udio tu-
morskih stanica manji od 50 % te je samo 1/24 pa-
cijenta imao udio plazma stanica = 50 %. Ovo
smanjenje u udjelu infiltracije plazma stanicama
nakon terapije bortezomibom bilo je statisticki
znacajno u odnosu na uzorak prije terapije (p <
0,0001) (tablica 2). U bioptickim uzorcima kostane
srZi prije provedene terapije nuklearna ekspresija
ciklina D1 u plazma stanicama uocena je u 9/24
uzorka, s time da je u 4 uzorka nuklearna ekspresi-
ja ciklina D1 uocena u vise od 50 % plazma stanica
(slika 1). Negativnih uzoraka na ciklin D1 bilo je
15/24 prije provedene terapije, u 13/24 uzorka bo-
jenje je bilo kompletno negativno u svim plazma
stanicama, a u 2/24 uzorka uocena je nuklearna
ekspresija ciklina D1 u < 10% plazma stanica. U
uzorcima nakon provedene terapije bortezomibom
pozitivna ekspresija ciklina D1 uocena je u 5/24
uzorka, dok ih je negativno bilo 19/24, s time da je
17 uzoraka bilo kompletno negativno, a u 2/24
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uzorka uocena je nuklearna ekspresija ciklina D1 u
< 10 % plazma stanica. Medu pacijentima koji su i
nakon terapije ostali pozitivni na ciklin D1 su paci-
jenti koji su prije terapije imali > 50 % mijelomskih
stanica pozitivnih na ciklin D1 (njih 4) te su imali i
obilnu infiltraciju koStane srzi plazma stanicama, tj.
> 50 % (njih 5). OpazZena razlika u ekspresiji ciklina

D1 u uzorcima prije i nakon provedene terapije nije
statisticki znacajna, no nalazimo statisticki trend
(p = 0,084) (tablica 2). Takoder nije nadena stati-
sticki znacajna razlika u ekspresiji ciklina D1 izmedu
skupina pacijenata s obzirom na razli¢ite klinicko-
-patoloske parametre, prije i nakon provedene te-
rapije, a ovi rezultati zbirno su prikazani u tablici 3.

Tablica 2. Udio plazma stanica i ekspresija ciklina D1 prije i nakon terapije bortezomibom (Bz)

MM =24
. . Prije terapije Bz Poslije terapije Bz *P vrijednost
Udio plazma stanica
<50 % 14 23
< 0,001
>50 % 10
Ciklin D1 pozitivni (= 10 % stanica) 9
Ciklin D1 negativni (< 10 % stanica) 15 19 0,084

* Fisherov egzaktni test

Tablica 3. Korelacija ekspresije ciklina D1 prije i poslije terapije bortezomibom s klini¢ko-patoloskim parametrima

Prije terapije Poslije terapije
Parametar g o1 pe e " A . = .
Ciklin D1 + CiklinD1- | p vrijednost Ciklin D1 + CiklinD1- | Pvrijednost
Durie-Salmon stadij bolesti 0,830 0,552
Il 3 1 9
1 8 10
ISS stadij bolesti 0,422 0,327
1/1 3 8 1 10
1] 7 9
Kostane lezije 1,000 0,614
Prisutne 9 4 11
Nisu prisutne 3 6 1 8
Hemoglobin (g/L) 0,649 0,630
Anemija—da 8 7
Anemija —ne 2 6 12
Kreatinin (wmol/L) 0,371 1,000
SRl —da 4 4 4
Rl —ne 4 11 3 15
Sekretorni 0,533 0,098
1gG 7 14 3 18
IgA i laki lanci 2 1 1
Laki lanci 0,258 0,544
K 5 11 5 15
A 0 4 4
Udio plazma stanica u koStanoj srzi 0,091 1,000
<50% 3 11 5 18
>50% 4 1
Odgovor na terapiju 1,000 1,000
Odgovorili 9 14 5 18
Nisu odgovorili 0 1 0 1

“koristen je Fisherov egzaktni test; ISS — internacionalni sustav stadija bolesti za mijelom; anemija-hemoglobin 20 g/L ispod donje
granice normale (138 g/L za muskarce; 119 g/L za zene); *renalna insuficijencija (RI) — serumski kreatinin iznad gornje granice normale

(117 umol/L za muskarce; 96 umol/L za Zene)
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RASPRAVA

Brojna istrazivanja usmjerena na razumijevanje
geneticke heterogenosti MM-a pridonijela su ra-
zvoju novih ucinkovitijih lijekova te time otvorila
mogucnost bolje individualizirane terapije pacije-
nata. Uvodenje novih lijekova u lijeCenje obolje-
lih od MM-a uvelike je pridonijelo boljem
prezZivljenju pacijenata te se ono udvostrucilo s 3
— 4 godine na 6 — 7 godina, no u vecine se, nakon
dobrog pocetnog odgovora, razvija relaps i rezi-
stencija na lijekove. Tijek bolesti je razli¢it pa se
na jednom kraju spektra nalaze pacijenti s agre-
sivnom bolesS¢u koja brzo postaje rezistentna na
terapiju, dok su s druge strane pacijenti s indo-
lentnijim tijekom bolesti koji zahtijevaju ceste
kontrole, intermitentu terapiju i dugotrajno pra-
¢enje. Stoga je bitno odrediti molekularne marke-
re koji bi mogli predvidjeti u¢inak terapije i/ili biti
od prognostickog znacaja za pacijente koji boluju
od ove bolesti®. Studije pokazuju da su gotovo svi
slucajevi MM-a povezani s poremecajem ekspre-
sije barem jednog od proteina iz obitelji ciklina,
Sto indirektno sugerira da bi mogli imati progno-
sticki znacaj, medutim, u literaturi se susreéu
oprecni rezultati vezani za ekspresiju ciklina D1,
povezanosti s klini¢ko-patoloskim karakteristika-
ma te prognozom. U nasoj studiji 9/24 pacijenta
bilo je imunohistokemijski pozitivno na ciklin D1
prije terapije bortezomibom, dok je nakon terapi-
je udio pozitivnih stanica u kostanoj srzi bio 5/24
(tablica 2). Postotak ciklin D1 pozitivnih mijelom-
skih stanica se u razli¢itim studijama krece od 25
— 57 %Y. Razlike u razini ekspresije ciklina D1
medu studijama prepisuju se razlikama u malom
broju te karakteristikama ispitivanih skupina paci-
jenata (novootkiveni slucajevi MM-a, pacijenti s
relapsom bolesti, refraktorna bolest), razlikama u
referentnoj vrijednosti za nuklearni pozitivitet na
ciklin D1 (u vedini studija je on > 10 % stanica) te
razlikama u osjetljivosti i metodama koje se kori-
ste. Studije pokazuju da se putem fluorescentne
in situ hibridizacije (FISH), polimeraza lancanom
reakcijom (PCR), mikrocip (microarray) analize ra-
zina izrazaja ciklina D1 detektira u rasponu od 45
— 50 % slucajeva®’. U nasoj studiji nije pronadena
statisticki znacajna razlika u ekspresiji ciklina D1
prije i poslije terapije bortezomibom, kao ni stati-
sticki znacajna povezanost s nekim od klini¢ko-
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patoloskih parametara. Neke studije ukazuju da
je pojacana ekspresija ciklina povezana s veéim
stupnjem aktivnosti bolesti, odnosno da su ciklin
D1, ISS stadij bolesti i dob > 65 godina povezani s
losijim prezivljenjem?®2. Takoder neke od studija
su pokazale povezanost izmedu ekspresije ciklina
D1 i viseg histoloskog gradusa bolesti, povecane
proliferacijske aktivnosti bolesti, smanjene renal-
ne funkcije i vise razine B2 mikroglobulina!**318,
Neka od istrazivanja pokazala su suprotne rezul-
tate, odnosno u studijama u kojima su MM paci-
jenti bili lije¢eni bortezomibom prekomjerna
ekspresija ciklina D1 bila je neovisan prognosticki
parametar povezan s dugotrajnijim odgovorom
na terapiju’*. No druge su pak studije pokazale
nesto drugadije rezultate, odnosno Kelley i sur.*®
u skupini od 94 pacijenta nisu pronasli razliku u
ekspresiji ciklina D1 kod novodijagnosticiranih s
MM-om u odnosu na pacijente s relapsom bole-
sti ili refraktornim MM-om, a takoder nisu pro-
nasli nikakvu korelaciju izmedu razine izrazaja
ciklina D1 i klinicko-patoloskih karakteristika.
Uvodenje novih lijekova u lijeCenje pacijenata s
MM-om, kao sto je bortezomib, dovelo je do pro-
duZenja prezivljenja kako kod novootkrivenih
tako i kod pacijenata s relapsom ili refraktornom
bolesti?®. U nasoj skupini pacijenata takoder je
pronaden pozitivan ucinak terapije bortezomi-
bom jer je nadena statisticki znacajna razlika u
udjelu infiltracije mijelomskim stanicama u kosta-
noj srzi (tablica 2). Bortezomib djeluje preko 26S
proteosomskog puta, a ciklin se razgraduje pu-
tem ubikvitin-proteosomskog puta za degradaci-
ju, Sto je u korelaciji s istrazivanjima koja su
pokazala da bortezomib povecava aktivnost cikli-
na D1 u in vivo eksperimentima?’. Objasnjenje
korelacije bolje prognoze i pojacane ekspresije ci-
klina D1 kod MM-a moglo bi biti zbog vezanja ci-
klina D1 za antiapoptoticki transkripcijski faktor
STAT-3 (engl. signal transducer and activator of
transcription 3), $to suprimira aktivnost STAT-3 i
rezultira pove¢anom osjetljivosti stanice na apop-
tozu te manje agresivan tumorski rast'®. U klini¢-
koj studiji na malom broju pacijenata lijecenih
bortezomibom nadena je pozitivna korelacija
izmedu prekomjerne ekspresije ciklina D1 te du-
gotrajnijeg odgovora na terapiju i bolju progno-
zu*?° S obzirom na raznolikost dobivenih
rezultata i Sarolikost ispitivanih skupina jasno je
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zakljuciti da je izvodenje generaliziranih zakljuca-
ka vezano uz prognosti¢ku i prediktivnu vrijed-
D1 kod oboljelih od MM-a
kompleksan zadatak. Rezultati i razina izrazaja ci-

nost ciklina

klina D1 uvelike variraju unutar razlicitih ispitiva-
nih skupina, a takoder ovise i o samoj terapiji
koju su pacijenti dobivali. Stoga je bitno u budu¢-
nosti pacijente podijeliti u skupine s jednakim te-
rapijskim  protokolima te analizirati razinu
ekspresije ciklina D1 i korelirati ih s klinicko-pato-

loskim obiljezjima.

ZAKLJUCAK

Ono $to moZzemo potvrditi ovim istraZivanjem, a
Sto je u korelaciji s ranijim istrazivanjima, je da je
imunohistokemijska analiza pouzdana metoda za
odredivanje ekspresije ciklina D1 te da je bortezo-
mib ucinkovit lijek kod lije¢enja refraktornih ili pa-
cijenata s relapsom bolesti, a za utvrdivanje
znacaja ciklina D1 na prognozu i korelaciju s klinic-
ko-patoloskim karakteristikama bit ée potrebna
veca i homogenija ispitivana skupina ispitanika.

Izjava o sukobu interesa: Autori izjavljuju da ne postoji
sukob interesa.
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