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Diagnostiek bij multipel myeloom:

de rol van beeldvorming, chromo-
soomanalyse en multiparameter-

flowcytometrie

Multiple myeloma diagnostics: the role of imaging, chromosome
analysis and multiparameter flowcytometry

S. Zweegman, M.C. Minnema, M. Stevens-Kroef, M.J. Kersten, P. Wiermans, J.J. Wegman, J.C. Regelink,
R.A. Brooimans, B. Beverloo, A.C. Bloem, H.M. Lokhorst, P. Sonneveld en R.A.P. Raymakers, namens de
HOVON Multipel Myeloom Werkgroep en de HOVON Werkgroep Hemato-oncologische Genoom Diagnostiek

Samenvatting

De nieuwste inzichten in de diagnostiek van multipel
myeloom, gebaseerd op de internationale criteria van
de ‘International Myeloma Working Group’, zijn voor
de Nederlandse situatie samengevat door de HOVON
Multipel Myeloom Werkgroep en de Werkgroep
Hemato-oncologische Genoom Diagnostiek. In dit
artikel wordt ingegaan op de rol van beeldvorming
om botlaesies aan te tonen en de mogelijkheden op
het gebied van plasmaceldiagnostiek door middel
van cytogenetica, fluorescentie-in-situhybridisatie-
onderzoek en flowcytometrie. De M-proteinediag-
nostiek wordt in een aparte publicatie belicht.

(Ned Tijdschr Hematol 2011;8:146-58)

Summary

Guidelines for multiple myeloma diagnostics, based
on the International Myeloma Working Group criteria
are discussed for the Dutch situation by the HOVON
Multiple Myeloma and Hemato-oncology Gene
Diagnostic Groups, with focus on imaging to detect
bone lesions, and plasmacell evaluation by cytoge-
netics, fluorescence in-situ hybridization, as well as
flowcytometry.

Inleiding

Om de diagnose ‘multipel myeloom’ (MM) te stellen,
alsmede een indicatie tot therapie, werd tot voor kort
gebruik gemaakt van de stadiéring volgens Salmon
en Durie. De ‘International Myeloma Working Group’

heeft recentelijk de diagnostische criteria gewijzigd
(zie Tabel 1, pagina 147)." In deze classificatie is ook
de ‘free light chain’ (FLC) of vrijelichteketenbepaling
en -ratio betrokken, waarover u in de richtlijn ‘Diag-
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Tabel 1. Diagnostische criteria volgens de ‘International Myeloma \Working Group’.

MGUS ‘Smouldering’ MM Symptomatisch MM
M-proteine (serum) <80 g/len >30 g/l en/of M-proteine aanwezig in
serum of urine/
monoklonale plasmacellen (BM) <10% >10% monoklonale plasmacellen
aanwezig in BM en/of
gedocumenteerd klonaal
plasmacytoon
MM-gerelateerde orgaan- en weefselschade nee nee ja*
beleid expectatief expectatief pehandeling

A Bij de afwezigheid van M-proteine voldoet een afwilkende vrijelichteketen (VLK)-ratio. Indien geen M-proteine of afwikende VLK-ratio

aanwezig is, mag de diagnose ‘niet-secemerend MM’ worden gesteld indien >10% plasmacellen en minimaal 1 myeloomgerelateerde

disfunctie aanwezig zijn. * Het acroniem CRAB (Calcium, ‘Renal insufficiency’, Anemie, Botziekte) is hierbij behulpzaam: hypercalciémie >2,65

mmol/l; nierinsufficiéntie: kreatinine >177 pmol/l; anemie: hemoglobuline <6,25 mmol/l of 1,25 mmol/I onder normaal; botziekte: Iytische

laesies of osteopenie. MGUS="monoclonal gammopathy of undetermined significance’, MM=multipel myeloom, BM=beenmerg.

nostiek M-proteine’” kunt lezen. Voor het stellen van
de diagnose ‘symptomatisch MM’ is het bestaan van
orgaanbetrokkenheid een vereiste, waarvan botziekte
een criterium is. Over de precieze rol van de nieuwe
diagnostische technieken voor het aantonen van
botziekte is nog geen eenduidigheid. In het eerste
deel van dit artikel vindt u de overwegingen en aan-
beveling van de HOVON-MM-werkgroep over beeld-
vorming bij het diagnosticeren en vervolgen van
MM-botziekte.

De behandelingsmogelijkheden voor het MM zijn de
laatste jaren toegenomen. In toenemende mate zijn
prognostische factoren, die de uitkomst voorspellen,
en predictieve factoren, die de respons op therapie
voorspellen, van belang bij het vaststellen van de keuze
van therapie. Het ‘International Staging System’ (ISS),
gebaseerd op het serum-B2-microglobuline en het
serumalbuminegehalte werd gevalideerd bij ruim
10.000 patiénten die in verschillende onderzoeken
werden behandeld, en is een duidelijk voorspellen-
de factor voor overleving (zie Tabel 2). Recentelijk is
aangetoond dat de ISS ook prognostische waarde heeft
indien patiénten met ‘novel agents’, zoals de protea-
soomremmer bortezomib en de immuunmodulatoire
middelen thalidomide en lenalidomide worden be-
handeld. De vijfjaarsoverleving van patiénten die vanaf
diagnose met de nieuwe middelen werden behandeld
was 85%, 61% en 26% voor patiénten met respec-
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tievelijk ISS I, II en III.> Toch blijft er behoefte aan
meer specifieke prognostische en predictieve factoren.
Chromosomale afwijkingen blijken inderdaad onaf-
hankelijke prognostische factoren. Hierover kunt u
lezen in deel 2. De rol van detectie van klonale plasma-
cellen door middel van multiparameterflowcytometrie
bij diagnose en ter detectie van minimaal residuale
ziekte wordt belicht in het derde deel.

1. Beeldvorming bij multipel
myeloom

Inleiding

Indien botziekte wordt aangetoond, waarbij in de
nieuwe classificatie maar 1 botlaesie of osteopenie
wordt vereist, is er sprake van een symptomatisch
MM en daarmee een behandelingsindicatie. Met het
beschikbaar komen van nieuwe onderzoekstechnieken
om botziekte aan te tonen, zoals computertomografie
(CT)-scan, ‘magnetic resonance imaging’ (MRI) en
fluorodeoxyglucose-positronemissietomografie (FDG-
PET), is de vraag of de klassieke rontgenfoto’s van het
gehele skelet kunnen worden vervangen. Een belang-
rijke overweging hierbij is of een hogere sensitiviteit
voor detectie van botlaesies tot een meer effectieve
behandeling zal leiden of tot overbehandeling zonder
winst in uitkomst.

#



NEDERLANDS TIUDSCHRIFT VOOR HEMATOLOGIE

Tabel 2. ‘International Staging System’.

Stadium Criteria

| B,-microglobuline <3,5 mg/!
albumine =35 g/l

Il afwezigheid van criteria voor stadium | en |ll

Il B,-microglobuline 25,5 mg/!

Richtlijn ‘International Myeloma
Working Group’ 2009

Recentelijk heeft de ‘International Myeloma Working
Group’ (IMWG) de richtlijnen voor beeldvorming
gepubliceerd. Hierin wordt gesteld dat het volledige
X-skeletonderzoek nog steeds de gouden standaard
is. Overwogen kan worden deze te vervangen door
een ‘low dose whole-body CT” (WBCT), dat minder
belastend is voor de patiént, afgezien van de hogere
stralingsbelasting in vergelijking met een ‘whole-body
Xray’ (WBXR). Daarnaast is het in het algemeen
sensitiever voor het aantonen van lytische laesies en
toont ook plasmocytomen aan. De IMWG adviseert een
MRI bij symptomatische patiénten met een normale
WBXR of voor het aantonen van myelumcompres-
sie. Indien er geen MRI beschikbaar is of indien er
patiéntgebonden contra-indicaties zijn voor het ver-
richten van een MRI, is de CT het diagnosticum van
keuze. Daarnaast wordt een MRI geadviseerd bij
patiénten met een solitair plasmocytoom.’

Onderbouwing van de HOVON-MM-
richtlijn ‘Beeldvorming bij diagnose’

De HOVON-MM-werkgroeprichtlijn voor beeldvor-
ming bij diagnosestelling (zie Tabel 3, pagina 149)
komt in grote lijnen overeen. Er zijn echter enkele
nuanceverschillen waarvoor u hierna de onderbou-
wing vindt.

Volledig X-skeletonderzoek

Salmon en Durie toonden in 1975 reeds aan dat
het hebben van meer dan 1 botlaesie correleert met
een slechtere prognose: patiénten zonder botlaesies
hadden een ‘overall survival’ (OS) van ongeveer 7 jaar,
dit was 2-3 jaar voor patiénten met meer dan 1 bot-
laesie.* De prognostische waarde van afwijkingen
gedetecteerd met X-skeletonderzoek geldt ook in het

Mediane overleving

62 maanden

44 maanden

29 maanden

tijdperk van de ‘novel agents’. Bij een grote serie
patiénten behandeld volgens het ‘Total Therapy’
(TT)-3-protocol werd de negatief prognostische
waarde van meer dan 2 botlaesies aangetoond met
een 20% lagere OS.”

Een belangrijk nadeel van X-skeletonderzoek is dat
ten minste 30% van de cortex moet zijn aangetast
alvorens afwijkingen zichtbaar worden. Bovendien
wordt diffuse botaantasting niet gedetecteerd en is
er door overprojectie vaak bemoeilijkte beoordeling
van de wervelkolom en het bekken.

CT

In het algemeen is de sensitiviteit van CT voor het
aantonen van MM-gerelateerde botziekte groter dan
die van X-skeletonderzoek. CT detecteert meer laesies
bij gemiddeld 55% van de patiénten, met name in
het axiale skelet. Bij gemiddeld 5% van de patiénten
toont X-skeletonderzoek meer laesies, met name in
de schedel en de extremiteiten.®® Daarnaast zijn de
mogelijkheden om extramedullaire laesies en het
fractuurrisico aan te tonen belangrijke voordelen. Er
zijn vrijwel geen gegevens over de prognostische
waarde van CT bij nieuw gediagnosticeerde patiénten.
Bij patiénten die TT-3-behandeling met hoge dosis
chemotherapie ondergingen, werd geen relatie aan-
getoond tussen het aantal laesies gevonden met CT
en de uitkomst van patiénten.’

MRI

De studies die de sensitiviteit van MRI hebben ver-
geleken met die van WBXR tonen dat voor vrijwel elke
anatomische regio de mogelijkheid om MM-gerela-
teerde botziekte aan te tonen van MRI superieur zijn
ten opzichte van X-skeletonderzoek, met name in het
axiale skelet. Er zijn slechts enkele studies die ‘whole-
body’-MRI (WBMRI) hebben vergeleken met X-skelet-
onderzoek. Deze studies laten zien dat WBMRI onge-
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Tabel 3. HOVON-MM-richtlj

‘Beeldvorming multipel myeloom’.

A, WBXR is het eerste keuze diagnosticum voor (re)stagering, dit moet bestaan uit:

e X-thorax (PA-opname)
o X-LWK, X-ThWK (AP- en laterale opnames), X-CWK (AP-, laterale en openmondopnames)
e X-humeri, X-femora, in het algemeen tevens onderarmen en onderbenen (AP- en laterale opnames)
e X-pelvis (AP-opname)
e X-schedel (AP- en laterale opnames)
e Beeldvorming van symptomatische gebieden buiten het gebied van de standaardopnames

Een ‘low dose’ WBCT-scan of WBMRI kan worden overwogen, zie voor overwegingen in de tekst.

B.  Bij symptomen of klachten en het ontbreken van afwikingen op WBXR dient een MRI van ten minste het axiale
skelet en van de verdachte locatie te worden verricht.
CT is het diagnosticum van keuze indien een MRI niet beschikbaar is of in verband met de aanwezigheid van
patiéntgebonden contra-indicatie voor het verrichten van MRI.

C.  MRIis het eerste keuze diagnosticum bij verdenking op myelumcompressie.

Bij patiénten met een plasmocytoom dient ter stagering een MRI van ten minste het axiale skelet te worden
verricht.

E.  Eris momenteel nog onvoldoende bewijs voor het gebruik van beeldvorming in follow-up buiten studieverband,
anders dan het eenmaal per jaar verrichten van een X-skeletonderzoek.

F. Bij verdenking op progressie van botziekte bij reeds eerder gediagnosticeerde patiénten, is het advies een

(PET)-CT of MRI te verrichten.

WBXR="whole-body X-ray’, PA=van achteren naar voren, LWK=lumbale wervelkolom, ThWK=thoraxwervelkolom, CWK=cervicale wervel-

kolom, AP=van voren naar achteren, WBCT="whole-body CT’, CT=computertomografie, WBMRI="whole-body MRI', MRI="magnetic

resonance imaging’, PET=positronemissietomografie.

veer 5% van de laesies in de extremiteiten en de ribben
mist ten opzichte van X-skeletonderzoek %!1%1?

Een voordeel is dat met MRI verschillende patronen
van MM-gerelateerde botziekte kunnen worden vast-
gesteld: focaal, diffuus en het zogenoemde ‘peper-en-
zout’-patroon. " Bij een groep nieuw gediagnosticeerde
patiénten werd aangetoond dat de aanwezigheid
van diffuse botziekte voor behandeling is gerelateerd
aan een ongunstige prognose: de mediane overleving
was 2 jaar, ten opzichte van 4 jaar in de andere patién-
tenpopulaties.'* Bij patiénten die werden behandeld
volgens TT 2 (behandeling met hoge dosis chemo-
therapie na inductie met onder andere thalidomide)
en TT 3 is aangetoond dat de aanwezigheid van meer
dan 7 focale laesies is gerelateerd aan een slechtere
prognose: in beide studies was het verschil in OS
10-15%.*1

Ook bij patiénten zonder afwijkende bevindingen
bij het X-skeletonderzoek is de prognostische impact
van MM-gerelateerde botziekte met MRI onderzocht.
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Patiénten met afwijkingen aangetoond met MRI (van
het axiale skelet) hadden een significant kortere tijd
tot progressie dan patiénten met een normale MRI,
variérend van 10 versus 32 maanden tot 21 versus

57 maanden.'>'°

De diagnose ‘solitair plasmocytoom’ kan pas worden
gesteld indien er een solitaire botlaesie is, waarvan
een biopt monoklonale plasmacellen toont. Daarnaast
moet het aantal plasmacellen in een random afgeno-
men beenmerg normaal zijn en er geen skeletlaesies
aantoonbaar zijn op de X-skelet. Orgaanbetrokkenheid
(CRAB-criteria; Calcium, ‘Renal insufficiency’, Ane-
mie, Botziekte) moet zijn uitgesloten. Bovenstaande
gegevens tonen aan dat een MRI sensitiever is voor
het aantonen van botziekte dan X-skeletonderzoek.
Ook bij patiénten met een aangetoond plasmo-
cytoom zijn er aanwijzingen dat dit het geval is. Bij 4
van de 12 patiénten met een volgens bovenstaande
criteria vastgesteld plasmocytoom werden bij MRI-
onderzoek afwijkingen gezien. Drie van de 4 patiénten
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ontwikkelde ondanks in opzet curatieve bestraling
binnen 18 maanden een systemisch recidief van de
ziekte. Een vergelijkbare observatie werd gedaan bij
15 patiénten, waarvan 7 van de 8 patiénten met een
niet-afwijkend volledig skeletonderzoek een systemisch
recidief ontwikkelden, terwijl dit maar bij 1 van de 8
patiénten optrad die een niet-afwijkende MRI hadden.
Dit suggereert dat MRI-onderzoek niet alleen de uit-
gebreidheid van de solitaire laesies beter aantoont,
maar ook een betere indicatie geeft over het bestaan van
foci elders in vergelijking tot het X-skeletonderzoek .’

FDG-PET

Hoewel de sensitiviteit van FDG-PET beter lijkt te
zijn dan die van X-skeletonderzoek, is een belangrijk
nadeel van deze techniek dat er geen informatie over
de corticale botstructuur wordt verkregen. Deze
techniek zal dus altijd moeten worden aangevuld
met CT, X-skeletonderzoek of MRI, teneinde iets
over het fractuurrisico te kunnen zeggen.

Net als voor CT geldt ook voor FDG-PET dat er weinig
studies zijn die informeren over de prognostische
waarde van MM-gerelateerde botziekte bij nieuw ge-
diagnosticeerde patiénten, aangetoond met deze
techniek. Alleen bij patiénten die werden behandeld
volgens het TT-3-protocol is deze relatie onderzocht.
Er bleek een zeer sterke relatie tussen de aanwezig-
heid van meer dan 3 focale laesies en een slechte
uitkomst: het verschil in OS tussen de beide groepen
was meer dan 15%.* Preliminaire gegevens getoond
tijdens de jaarlijkse bijeenkomst van de ‘American
Society of Hematology’ in 2010 bevestigen deze be-
vindingen.

Uit bovenstaande blijkt dat de waarde van de nieuwe,
sensitievere beeldvormingsmethoden steeds duide-
lijker wordt. De sensitiviteit van zowel CT als MRI
zijn in het algemeen, zeker voor het axiale skelet,
hoger dan van X-skeletonderzoek. Hoewel de IMWG
in haar richtlijn aangeeft dat ‘low dose’ WBCT kan
worden overwogen als primair diagnosticum in
plaats van het volledige X-skeletonderzoek, is vooral
de prognostische waarde van MRI (van het axiale
skelet) als diagnosticum bewezen.

De HOVON-MM-werkgroep adviseert een volledig
X-skeletonderzoek te gebruiken voor het vaststellen
van botziekte bij nieuw gediagnosticeerde patiénten
voor inclusie in de huidige HOVON-studies. Binnen

een groep patiénten die in de HOVON 87-studie
worden behandeld, zal een prospectief onderzoek
naar de prognostische waarde van MRI, CT, FDG-
PET en X-skeletonderzoek worden onderzocht. In de
nieuwe HOVON-studies gaat dat mogelijk veranderen.
Bij patiénten buiten studieverband of bij patiénten
die op basis van andere criteria een symptomatisch
MM hebben, kan een ‘low dose’” WBCT-scan met
botsetting worden overwogen en kan een WBMRI
additionele informatie geven. Indien er geen andere
criteria zijn die een symptomatisch MM ondersteunen,
kan dit leiden tot eerdere behandeling. De precieze
waarde van vroegere behandeling op basis van alleen
een afwijkende WBMRI of WBCT is nog niet bekend.

De HOVON-MM-richtlijn
‘Beeldvorming bij follow-up’

Bij het vaststellen van complete remissie dient een
volledig X-skeletonderzoek te worden verricht ter
uitsluiting van progressie. Bij de aanwezigheid van
een door CT-scan of MRI aangetoond plasmocytoom
dienen deze technieken te worden herhaald, waarbij
alleen bij verdwijnen van het plasmocytoom complete
remissie kan worden vastgesteld. Voor restagering
bij verdenking op progressie of recidief van de ziekte
geldt hetzelfde advies als bij de initiéle stagering.
Hoewel gegevens over de waarde van follow-up met
X-skeletonderzoek ontbreken, wordt geadviseerd een-
maal per jaar een X-skeletonderzoek te verrichten om
progressie van de ziekte uit te sluiten en laesies die
zouden kunnen leiden tot een fractuur te detecteren.
Dit met name bij patiénten die bij aanvang botziekte
hadden en die weinig of geen M-proteine secerneren
en dientengevolge moeilijker te vervolgen zijn.

Er is nog geen plaats voor het gebruik van beeld-
vorming bij remissiebeoordeling anders dan bij het
bevestigen van complete remissie. Hoewel er enkele
veelbelovende resultaten zijn van met name het ge-
bruik van FDG-PET(-CT), die hierna zijn beschreven,
is de rol hiervan nog niet goed genoeg uitgekristalli-
seerd om te worden toegepast buiten studieverband.
In een subgroep van patiénten die volgens het HOVON
87-protocol worden behandeld, wordt momenteel
de waarde van normalisatie van FDG-PET onderzocht.

Vergelijking tussen FDG-PET en MRI toonde aan dat

FDG-PET geschikter is voor het gebruik in follow-up
van MM-patiénten dan MRI: bij gebruik van FDG-
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primaire genetische factoren
translocaties, hyperdiploidie, enz.

progressiefactoren
p53-deletie, NF-xB

a b c

MGUS

*
v

nieuwe diagnose multipel myeloom

extramedullaire
progressie

intramedullaire
Ziekte

v

tijd vanaf start ziekte

Figuur 1. Relatie tussen de klonale evolutie van plasma-

cellen en het tijdstip van diagnose. MGUS="monoclonal
gammopathy of undetermined significance’.

PET toonden alle patiénten verbetering, complete
normalisatie werd bij 15 van de 23 patiénten gezien;
MRI toonde verbetering bij 14 van de 23 patiénten,
waarbij bij 8 van de 14 ook sprake was van complete
normalisatie. Tevens werd geillustreerd dat het re-
sultaat van FDG-PET niet altijd overeenstemming
vertoonde met de remissiebeoordeling volgens de
IMWG-criteria. Hoewel van deze patiénten geen
klinisch vervolg bekend was, suggereren deze dis-
crepanties dat het vervolgen van MM-botziekte met
FDG-PET-scan van toegevoegde waarde kan zijn bij
het voorspellen van de prognose.'” Dit kon inderdaad
worden aangetoond bij de patiénten behandeld
volgens het TT-3-protocol: de OS van patiénten met
complete remissie was ruim 20% hoger dan die van
patiénten met persisterende afwijkingen op FDG-
PET-CT” Tot dusver zijn er geen andere studies be-
schikbaar die deze bevindingen bevestigen.

De HOVON-MM-richtlijn ‘Beeld-
vorming bij verdenking op progressie’
Gezien de hogere sensitiviteit van (PET)-CT en MRI
en de mogelijkheid om bij PET of bij beeldvorming
van het gehele lichaam ook extramedullaire lokalisatie
van het MM te visualiseren, zijn bij reeds gediag-
nosticeerde patiénten en verdenking op progressie
van botziekte deze technieken te prefereren.'®!° Het
voordeel van een PET-CT in deze situatie is dat men
zowel informatie krijgt over de botstructuur en daar-
mee het fractuurrisico als extramedullaire lokalisa-
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tie. Verder zijn er gegevens dat de opname van FDG
correleert met het hematopoétische beenmerg en de

mate van plasmacelinfiltratie in het beenmerg 2!

2. Vaststellen van chromo-
somale afwijkingen bij
multipel myeloom

Inleiding

MM is een heterogene ziekte, gekenmerkt door een zeer
grote spreiding in de overlevingsduur van patiénten,
variérend van enkele weken tot meer dan 10 jaar.
Deze klinische heterogeniteit wordt voor een groot
deel veroorzaakt door de genetische veranderingen
in maligne plasmacellen.

Reeds bij diagnosestelling is er sprake van klinische
variabiliteit. Bij een deel van de patiénten wordt de
diagnose ‘MM’ gesteld, nadat eerst soms al jaren sprake
was van een ‘monoclonal gammopathy of undeter-
mined significance’ (MGUS). Bij het merendeel van
de patiénten wordt tevoren geen MGUS vastgesteld
en een klein deel van de patiénten presenteert zich
met agressieve ziekte, zoals plasmacelleukemie of
extramedullaire ziekte. Deze uitingsvormen represen-
teren de klonale evolutie van de maligne plasmacellen
(zie Figuur 1)

De eerste genetische afwijkingen zijn al aanwezig in
het stadium van MGUS, te weten primaire immuun-
globulinetranslocaties (waarbij het immuunglobuline-
gen op chromosoom 14q32 is betrokken) en aneu-
ploidie. Ook deletie van chromosoom 13 ontwikkelt
zich al in het MGUS-stadium. Van activerende muta-
ties in RAS-genen of het FGFR3-gen (ook betrokken bij
t(4;14)) wordt verondersteld dat zij de progressie
van MGUS naar MM initiéren, echter zij kunnen ook
later optreden in het ziektebeloop van MM. De meest
agressieve vormen van MM worden relatief frequenter
gekenmerkt door MYC- en/of RAS-disregulatie, door
secundaire immuunglobulinetranslocaties of door ver-
lies/mutaties in het TP53-gen op chromosoom 17p13.
De laatste jaren is de prognostische waarde van veel
van de bovengenoemde chromosomale afwijkingen
vastgesteld in prospectieve studies, waar bij aanvang
van de studie cytogenetische analyse (hieronder wor-
den zowel klassieke karyotypering zoals fluorescentie-
in-situ-hybridisatie (FISH) en ‘gene arrays’ verstaan)
werd verricht. Dit zal ook leiden tot behandeling op
maat, omdat is gebleken dat bij behandeling met de
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Tabel 4. Advies van de HOVON-MM-werkgroep over onderzoek naar specifieke chromo-

soomafwikingen bij patiénten met MM en de prognostische impact.

FISH-analyse* Incidentie bij nieuw

gediagnosticeerd MM

ESSENTIEEL

t(4,14)(p16;032) 10-15%
t(14,16)(032,023) ~5%
17p13-deletie 5-10%
UITGEBREID PANEL

hyperdiploidie 45%
1(11;14)(913;032) ~156%
13g14-deletie 50%

1g-amplificatie, 1p-deletie
12p-deletie

5g-amplificatie

Klinische impact

slechte prognose; snel resistent recidief

slechte prognose; snel recidief
IgA-MM

slechte prognose; minder CR, snel resistent recidief
extramedullaire ziekte

goede prognose

goede prognose
CD20-expressie, lymfoplasmacytoide morfologie,
hyposecermerend, A-lichteketenproductie

slechte prognose, echter blijkt in de meeste gevallen
ten gevolge van associatie met t(4;14)(p16;032)

90% van t(4;14)(p16;032) heeft ook een chromosoom
13-deletie

slechte prognose
slechte prognose, nog niet gevalideerd

goede prognose, Nog niet gevalideerd

*FISH moet op een verrijkte plasmacelfractie worden verricht of in combinatie met immuunfluorescente detectie van de cytoplasmatische

immuunglobuline (clg-FISH) in klonale plasmacellen.

MM=multipel myeloom, FISH=fluorescentie-in-situ-hybridisatie, IgA=immuunglobuline A, CR=complete remissie.

zogenoemde ‘novel agents’ de negatieve impact van
sommige cytogenetische afwijkingen niet of minder
relevant is.

Subgroepanalyses van onderzoeken waarin de effec-
tiviteit van bortezomib bij nieuw gediagnosticeerde
patiénten met een t(4;14), t(14;16) en 17p-deletie
werd onderzocht, tonen dat bortezomib de negatieve
impact van deze cytogenetische afwijkingen deels
teniet doet. Dit geldt ook voor de kans op respons
in de HOVON 65-analyse. Het is goed te beseffen
dat deze analyses zeer kleine patiéntenaantallen be-
treffen (=26 in de VISTA-trial) en soms alleen nog
in abstractvorm zijn verschenen.***°

In de enige studie waarin lenalidomide werd onder-
zocht, bleek de respons bij hoogrisico- en standaard-
risicopatiénten gelijk, echter de progressievrije over-
leving was significant slechter bij de patiénten met
bovengenoemde cytogenetische afwijkingen.?” Hoewel

dit bij patiénten met een recidief MM minder goed is
onderzocht, zijn er ook in deze situatie aanwijzingen
dat de prognostische gevolgen van bepaalde chromo-
somale kenmerken teniet kunnen worden gedaan.
De resultaten zijn echter divers. Reece toonde aan dat
behandeling met lenalidomide de slechte prognose
geassocieerd met deletie 13 en t(4;14) teniet deed,
hetgeen niet gold voor 17p-deletie. Dit werd niet
bevestigd in een studie van Avet-Loiseau, waarin deze
patiénten een significant lagere respons, progressie-
vrije overleving en algehele overleving hadden. Het
aantal patiénten met 17p-deletie was te laag om een
uitspraak over te doen. Het verschil zou kunnen
worden verklaard door een groter aantal oudere pa-
tiénten en het groter aantal voorbehandelingen .+
Daarnaast tonen de nog niet gepubliceerde gegevens
van de Engelse MRC-studiegroep dat behandeling
met thalidomide bij patiénten met 17p-deletie zelfs

Jaargang 8, nummer 4 - 2011

ﬁ



OVERZICHTSARTIKELEN

een negatief effect had.”

FISH-analyse is in huidige en komende HOVON-
studies dus van groot belang.

Naast de klassieke chromosoomanalyse zullen in de
nabije toekomst nieuwe technische ontwikkelingen
een grote rol gaan spelen in het identificeren van
prognostische en diagnostische markers. Een van deze
nieuwe technieken is de ‘array comparative genomic
hybridization’-analyse, waarbij met veel hogere reso-
lutie dan karyotypering veranderingen in het aantal
kopieén van genen (‘copy number alteration’; CNA)
worden onderzocht in het DNA, verkregen uit maligne
plasmacellen. Een recentelijk onderzoek van de ‘Inter-
groupe Francophone du Myélome’ (IFM) toonde met
deze techniek aan dat amplificatie van 5q31.3 en de-
letie van 12p13.31 onathankelijk van het B2-micro-
globuline sterk prognostische factoren waren.’!
Meer gegevens zijn al bekend uit analyses waarbij de
expressie van genen werd onderzocht (‘gene expression
profiling’ (GEP), uitgaande van mRNA uit plasma-
cellen dat gehybridiseerd wordt op DNA-arrays). Dit
heeft geleid tot twee genetische classificatiesystemen;
de “Translocation and cyclin DC’ (TC)-classificatie en
de ‘University of Arkansas for Medical Science’
(UAMS)-classificatie.?** Deze clusters bleken ge-
associeerd met prognose.”>>> Recentelijk werden de
GEP-gegevens verkregen uit de HOVON 65-studie
gepubliceerd, waarin 10 verschillende subgroepen
werden geidentificeerd. Zeven van deze clusters
kwamen overeen met de clusters in de UAMS-classi-
ficatie. Daarnaast werden 3 niet eerder beschreven
clusters geidentificeerd, gekenmerkt door overexpres-
sie van NFKB, ‘Cancer Testis’-antigenen en ‘Proteine
Tyrosine Phosphatases’-genen.*

Aangezien GEP- en CNA-array-analyse nog geen stan-
daardtechnieken zijn, wordt in deze richtlijnen hierop
niet verder ingegaan. Van belang is echter te melden
dat deze onderzoekstechnieken bij patiénten geinclu-
deerd in HOVON-MM-studies worden uitgevoerd
om zodoende in de toekomst een betere voorspelling
van de prognose mogelijk te maken en, nog belang-
rijker, om de therapie te kunnen individualiseren.

Richtlijinen HOVON-MM-werkgroep
en HOVON-werkgroep Hemato-
oncologische Genoom Diagnostiek

In de recente richtlijnen van de IMWG is onderzoek
naar cytogenetische afwijkingen, zoals weergegeven
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in Tabel 4, pagina 152, geadviseerd.”* De HOVON-MM-
werkgroep en de Werkgroep Hemato-oncologische
Genoom Diagnostiek (WHGD) zijn overeengekomen
bij nieuw gediagnosticeerde patiénten met een MM
onderzoek te verrichten naar de geel gearceerde
atwijkingen in Tabel 4, pagina 152. Het prognostisch
belang van t(4;14)(p16;q23), t(14;16)(q32;q23) en
del(17p) zijn duidelijk vastgesteld. Onderzoek naar
chromosoom 13-afwijkingen, amplificatie van 1q,
deletie van 1p, t(11;14)(q13;932) en hyperdiploidie
zijn noodzakelijk om de gegevens uit HOVON-studies
te vergelijken met voorgaande HOVON-studies en
met studies in de internationale literatuur,

De HOVON-MM-werkgroep en de HOVON-WHGD
adviseren ook buiten studieverband cytogenetisch
onderzoek te verrichten, omdat de keuze van initiéle
therapie, maar ook van de therapie bij een relaps van
de ziekte en onderhoudstherapie, kan worden bepaald
door sommige moleculaire afwijkingen.

Bij 30-50% van de nieuw gediagnosticeerde patiénten
met MM wordt een afwijkend, vaak zeer complex,
karyotype gedetecteerd. Met behulp van interfase
FISH (waarbij geen delende cellen nodig zijn) wordt
bij een veel hoger percentage een genetische afwijking
aangetoond. Daarnaast zijn de gegevens verkregen met
FISH beter te interpreteren en hierdoor ook beter
te vergelijken met andere studies. Om die redenen
hebben de MM-werkgroep en de WHGD besloten
geen klassieke karyotypering meer te verrichten,
maar deze arbeidsintensieve techniek te vervangen
door FISH die op de verrijkte plasmacelfractie moet
worden verricht of door een FISH in combinatie met
immuunfluorescente detectie van de cytoplasmatische
immuunglobuline (cIg-FISH) in klonale plasmacellen.
Daarnaast kan met genexpressieanalyse en analyse
van CNA in het gehele genoom van maligne plasma-
cellen met verschillende arraytechnieken nog niet
bekende genetische afwijkingen worden geidentifi-
ceerd. De klinische betekenis van dergelijke nieuwe
afwijkingen zal in grotere patiéntenstudies moeten
worden onderzocht en is nog geen onderdeel van
het diagnostisch arsenaal.

Onderbouwing van de HOVON-MM-
richtlijn ‘Chromosoomanalyse’

De afwijkingen met de belangrijkste prognostische
betekenis zijn t(4;14)(p16;q32) en del(17p). t(4;14)
(pl16;g32) is MM-specifiek en leidt tot deregulatie
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van 2 genen op chromosoom 4; MMSET (speelt een
rol in de DNA-reparatieroute) en soms FGFR3 (de
receptor voor de fibroblastengroeifactor). Del(17p) is
niet specifiek voor MM en leidt naast verlies van andere
genen tot verlies van het TP53-tumorsuppressorgen,
dat mede betrokken is bij inductie van celdood. Bij
een grote groep patiénten met deze genetische afwij-
kingen (n=716 voor t(4;14)(p16;q32) en n=532
voor del(17p)) bleek de gebeurtenisvrije overleving
(20,6 en 15 maanden) significant korter dan bij
patiénten zonder deze afwijkingen (35 maanden).
Dit gold ook voor de algehele overleving (41,3 en 22
maanden versus nog niet bereikt).”* De t(14;16)
(q32;923) is ook specifieck voor MM en leidt tot
overexpressie van de transcriptiefactor MAF. De
translocatie komt minder vaak voor bij patiénten,
maar de publicaties tonen een slechtere prognose.*
De primaire genetische afwijkingen in MM kunnen
in het algemeen in 2 groepen worden verdeeld: hyper-
diploid, waarbij verschillende trisomieén voorkomen
(van voornamelijk de oneven chromosomen met
uitzondering van chromosoom 13) en non-hyper-
diploid (hypodiploid, pseudodiploid en bijna-tetra-
diploid), waarbij veel terugkerende translocaties voor-
komen. Het hyperdiploide MM heeft in het algemeen
een iets gunstiger prognose en er komt een hogere
incidentie van botziekte voor.** Recente CNA-analyse
toonde aan dat de prognostische waarde van hyper-
diploidie met name voortkomt uit een toename van
chromosoom 5.

De t(11;14)(q13;q32) leidt tot overexpressie van
cycline D1. In de meeste series hebben patiénten
met deze translocatie een iets betere prognose.** De
negatief prognostische waarde van deletie van chro-
mosoom 13 lijkt vooral van toepassing indien aange-
toond met klassieke karyotypering en blijkt minder
uitgesproken na aantonen door middel van FISH-
techniek. Redenen hiervoor zijn dat het slagen van de
klassieke karyotypering impliceert dat er meer delende
cellen zijn, dus een hogere delingsindex, wat een be-
kende prognostische factor is. Daarnaast blijkt het in
de laatste jaren niet altijd een onafhankelijke risico-
factor, gezien de relatie met t(4;14)(p16;q32).>** In
de recente analyse van de HOVON 65-studie waren
chromosoom 13-afwijkingen echter wel weer een be-
langrijke onafhankelijke risicofactor. Afwijkingen van
chromosoom 1 zijn met name van belang gebleken
bij patiénten die in de TT-programma’s van de
Arkansasgroep zijn behandeld. Zij verklaren voor

een groot deel het door deze onderzoeksgroep vast-
gestelde slecht prognostische genexpressieprofiel.*’
Ook in de HOVON 24-studie bleken afwijkingen in
chromosoom 1 gerelateerd te zijn met een slechte
prognose.’” Er zijn echter patiéntengroepen waarin
chromosoom 1-afwijkingen niet van prognostisch
belang bleken te zijn.

Recentelijk toonde de IFM door middel van een ‘single
nucleotide polymorfism-based array’ aan dat ampli-
ficatie van 5q31.3 en deletie van 12p13.31 onathan-
kelijk van het B -microglobuline sterk prognostische
factoren waren. De amplificatie van 5g31.3 bleek in
belangrijke mate de gunstige prognostische waarde
van hyperdiploidie te bepalen. De prognostische
waarde werd bevestigd als er vervolgens specifiek
werd gekeken naar amplificatie van 5q31.3 door
middel van FISH.’! Indien deze prognostische factor
in andere studies wordt gevalideerd, kan deze speci-
fieke FISH tot het standaardonderzoek gaan behoren.

3. Flowcytometrie bij multipel
myeloom

Inleiding

De primaire rol van immuunfenotypering met mul-

tiparameterflowcytometrie (MFC) bij MM is het

vaststellen van klonaliteit van plasmacellen en het

aantonen van een aberrant fenotype. MFC-fenotype-

ring biedt de volgende mogelijkheden:

1. Simultane analyse van meerdere parameters op
enkelcelniveau.

2. Bestuderen van grote aantallen cellen in relatief
korte tijd.

3. Opslag van gegevens van individuele cellen voor
latere analyse.

4. Kwantitatieve analyse van antigeenexpressie.

5. Gecombineerde detectie van membraangebonden
en cytoplasmatische antigenen.

Hierdoor maakt MFC het mogelijk om zelfs bij aan-

wezigheid van kleine percentages plasmacellen deze

met meervoudige kleuringen ondubbelzinnig te iden-

tificeren, te kwantificeren en nader te karakteriseren.

Identificatie van maligne plasmacellen
door MFC

Het gecombineerde gebruik van antistoffen gericht
tegen CD38, CD138 en CD45 in 1 buis samen met
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Tabel 5. Schema van zeskleurenpanel membraan en cytoplasmatisch.®

Kleuring FITC PE PerCP PE-Cy7 APC APC-H7
controle controle IgG1 controle IgG1 CD45 CD138 CD38 CD19
klonaliteit cylgk CylgA CD45 CD138 CD38 CD19
klonaliteit cylgh cylgG CD45 CD138 CD38 cDh19
optioneel cylgD cylgM CD45 CD138 CD38 CD19
aberrantie CD20 CD56 CD45 CD138 CD38 CD19
aberrantie CDh27 CD28 CD45 CD138 CD38 CD117

FITC=fluoresceine-isothiocyanaat, PE=phyco-erythrine, PerCP=peridininechlorofylproteine, PE-Cy7=phyco-erythine Cy7,

APC=antigeenpresenterende cel, Ilg=immuunglobuline, CD='cluster of differentiation’.

lichtverstrooiende eigenschappen is een accurate
manier om plasmacellen reproduceerbaar aan te tonen
in hematologisch patiéntenmateriaal. Nadere analyse
van het immuunfenotype maakt een onderscheid tus-
sen normale en afwijkende plasmacellen mogelijk,
terwijl monoklonaliteit kan worden vastgesteld door
het aantonen van cytoplasmatische lichte ketens.
Hieronder staat weergegeven hoe maligne plasma-
cellen zich kunnen onderscheiden van normale cellen.
1. Onderexpressie van CD19, CD27, CD38 en CD45.
2. Overexpressie van CD28, CD33 en CD56.

3. Asynchrone expressie van CD20, CD117 en mem-

braangebonden immuunglobulinen.

Zie Tabel 5 voor een voorbeeld van een zeskleurenpanel,
waarmee maligne en normale plasmacellen worden
geidentificeerd en van elkaar kunnen worden onder-
scheiden. Verdere ontwikkeling van de techniek maakt
tegenwoordig ook achtkleurenpanels mogelijk (zie Tabel
6) dat in enkele ziekenhuizen ook wordt toegepast.

Tabel 6. \oorbeelden van achtkleurenpanels.

Gebruik van MFC bij diagnose

MEC ter detectie van maligne plasmacellen

In de meeste studies wordt bij de diagnose ‘plasma-
celdyscrasieén’ met behulp van MFC een fors lagere
uitslag van het percentage plasmacellen vastgesteld
dan met morfologie. Voor het onderscheid tussen
MGUS en MM is in de nieuwe criteria een grens
gesteld van 10% klonale plasmacellen die door ge-
bruik van verschillende technieken zoals MFC, aspiraat
en immuunhistochemiebiopt verwarring kan geven.!
Het bepalen van het aantal plasmacellen in een
beenmergbiopt heeft de voorkeur. Daarnaast is MFC
goed te gebruiken bij de diagnose om kleine plasma-
celklonen te detecteren, zoals bijvoorbeeld bij AL-
amyloidose, die bij immuunhistochemie mogelijk
kunnen worden gemist.

MEFC van nut bij vaststellen van prognose
In een studie van de Mayo Clinic bleek de detectie
van het aantal circulerende plasmacellen in het bloed

Pac. Blue/ Pac. Org/ FITC PE
V450 V500/

AmCyan
CD56 CD45 cylg cylg
CDh45 CD138 CD38 CD56
CD45 Cbh27 cylg cylg

PerCP/ PE-Cy7 APC APC-Cy7
PerCP-Cy5.5

CD19 CD138 CD38 CD20
B,-micro CD19 cylg cylg
CD138 CD56 CD38 CD19

Pac. Blue="pacific blue’, Pac. Org="pacific orange’, AmCyan=anemoniamajanocyanine, FITC=fluoresceine-isothiocyanaat, PE=phyco-erythrine,

PerCP=peridininechlorofylproteine, PE-Cy7=phyco-erythrine Cy7, APC=antigeenpresenterende cel, CD="cluster of differentiation’, Ilg=immuunglobuline.
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Tabel 7. Advies HOVON-MM-werkgroep over multiflowcytometrie bij diagnose en follow-up.

De werkgroep stelt dat bij voorkeur een botbiopt moet worden verricht om het aantal plasmacellen te kwantificeren,
alsmede klonaliteit vast te stellen. Indien alleen een beenmergaspiraat wordt verricht, moet de klonaliteit worden
aangetoond met MFC. Door de veel grotere ervaring en langdurig gebruik in studies dient het morfologisch vastgestel-
de percentage plasmacellen leidend te zijn, niet het percentage plasmacellen vastgesteld met MFC.

Aantonen van de verhouding tussen abnormale en normale plasmacellen bij diagnose en minimaal residuale ziekte na
therapie met behulp van MFC likt prognostische waarde te hebben. Daarom is het in nieuwe studies van belang het
percentage aberrante plasmacellen door middel van MFC te bepalen en te vervolgen. Dit om in de nabije toekomst de
therapie op basis van minimaal residuale ziekte te kunnen aanpassen. Hiertoe dient goede afstemming plaats te vinden
tussen de verschillende laboratoria met betrekking tot de techniek en interpretatie van deze bepaling.

MFC=multiparameterflowcytometrie.

van nieuwe symptomatische MM-patiénten prog-
nostische waarde te hebben.* Patiénten met >10%
circulerende plasmacellen hadden een slechtere OS,
met een hazardratio van 1,4 in de multivariate ana-
lyse. De Spaanse studiegroep toonde aan dat symp-
tomatische MM-patiénten, die bij diagnose nog
>5% normale (polyklonale) plasmacellen ten opzichte
van alle plasmacellen in het beenmerg hebben, een
betere prognose hebben. De in totaal 14% van de
594 patiénten bleken een betere ‘progression free
survival’ (PES) en OS te hebben. In multivariate ana-
lyse bleef alleen de PES significant met een relatief
risico op progressie van 1,6.%

In een studie van dezelfde Spaanse groep bij 407
MGUS-patiénten en 93 ‘smouldering’ MM-patiénten
bleek de verhouding tussen abnormale en normale
plasmacellen een onathankelijke risicofactor voor pro-
gressie naar symptomatisch MM. Na 5 jaar hadden
MGUS-patiénten met 295% abnormale plasmacellen/
totaalplasmacellen een cumulatief risico op progres-
sie van 25% versus 5% bij de MGUS-patiénten met
<95% abnormale plasmacellen/totaalplasmacellen.
Voor ‘smouldering’ MM-patiénten was het verschil
na 5 jaar respectievelijk 64% versus 8%.*

Gebruik van MFC na behandeling

MEC om ‘minimal residual disease” aan te tonen

Om na behandeling bepalingen voor ‘minimal residual
disease’ (MRD)-studies te kunnen verrichten, is het
essentieel dat er een uitgangs-MFC is verricht op
(diagnose/recidief) beenmerg met voldoende plas-
macellen om het aberrante fenotype van de maligne

plasmacellen vast te leggen. De onathankelijke prog-
nostische waarde van de aanwezigheid van MRD
100 dagen na autologe stamceltransplantatie werd
wederom door de Spaanse groep aangetoond.* Van
de 295 patiénten had 58% op dat moment nog
detecteerbare abnormale plasmacellen. Deze MRD-
positieve patiénten hadden een slechtere vijfjaars-
PES (22% versus 60%) en vijfjaars-OS (60% versus
82%) dan patiénten met normale plasmacellen.

Hoewel MFC dus een zeer veelbelovende techniek
is, wordt voor de dagelijkse klinische zorg nog niet
geadviseerd om MFC als standaardtest te gebruiken,
behalve voor het vaststellen van klonaliteit van de
plasmacellen bij diagnose indien geen botbiopt is
verricht (zie Tabel 7). MFC bij diagnose en follow-up
wordt wel standaard in de komende HOVON-
studies geincorporeerd om patiéntspecifieke behan-
delingen in de toekomst mogelijk te maken.
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