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WYKAZ SKROTOW

AML -
APO I -
ASO - gPCR -

ATM -

autoSCT -

B-
BA -
BCL-2 -

biatko M -
BRAF -
CCND -
CD -
CDK -
CI-

CR -
CRP -
CT -
CTD -
cytlg -
DLEUI -

DS -

EFS -
EMC 92 -
EMN -
FC -
FGFR 3 -

FISH -

(ang. acute myeloid leukemia) ostra biataczka szpikowa

(ang. apoptosis antigen 1) antygen apoptozy 1 lub Fas lub CD95

(ang. allele-specific oligonucleotide quantitative PCR) ilosciowy PCR
z uzyciem oligonukleotydow specyficznych wzgledem allelu

(ang. ataxia telangiectasia mutated) gen warunkujacy powstanie zespotu
ataksja-teleangiektazja

(ang. autologous stem cell transplantation) autologiczna transplantacja
komorek macierzystych

bortezomib

biopsja aspiracyjna

(ang. B-cell lymphoma 2) biatko regulacyjne 2 wyst¢pujace w chloniakach B
komorkowych

bialko monoklonalne

(ang. serine/threonine-protein kinase B-raf) gen kodujacy onkogen B-Raf

gen kodujacy cykling D

(ang. cluster of differentiation) antygen réznicowania komérkowego

(ang. cyclin-dependent kinase) kinaza zalezna od cykliny

(ang. confidence interval) przedziat ufnosci

(ang. complete remission) remisja caltkowita

(ang. C-reactive protein) biatko C reaktywne

(ang. computed tomography) tomografia komputerowa

chemioterapia zawierajaca cyklofosfamid, talidomid, deksametazon

(ang. cytoplasmic immunoglobulin) cytoplazmatyczne immunoglobuliny
(ang. deleted in lymphocytic leukemia 1) fragment niekodujacy RNA
w przewlektej biataczce limfocytowe]

klasyfikacja zaawansowania klinicznego wg Durie-Salmon

(ang. event free survival) przezycie wolne od zdarzen

prognostyczny profil ekspresji 92 gendw w szpiczaku plazmocytowym

(ang. European Myeloma Network) Europejska Sie¢ Szpiczakowa

(ang. flow cytometry) cytometria przeplywowa

(ang. fibroblast growth factor receptor 3) gen kodujacy receptor dla czynnika
wzrostu fibroblastow 3

(ang. fluorescence in situ hibridization) fluorescencyjna hybrydyzacja in situ



GEP -

gen -
GIST -

HIV -
ICSH -

IF -
IFM -
IGH -
IHC -

IL -

IMIDs -
IMWG -

IP -
ISS -

KIT -
KRAS -

LC -
LCD -
LDH -
LFA -

MAF -

MDM?2 -
MF -
MGUS -

MM -
MPT -
MRD -

(ang. gene expression profile) profil ekspresji genow

gorna granica normy

(ang. gastrointestinal stromal tumor) nowotwory podscieliska przewodu
pokarmowego

(ang. human immunodeficiency virus) ludzki wirus uposledzenia odpornosci
(ang. International Council for Standardization in Hematology)
Migdzynarodowa Rada do Spraw Standaryzacji w Hematologii
immunofiksacja

(fran. Intergroupe Francophone du My¢loma) Francuska Grupa Szpiczakowa
(ang. immunoglobulin heavy chain) tancuch ci¢zki immunoglobulin
immunohistochemia

interleukina

(ang. immunomodulatory drugs) leki immunomodulujace

(ang. International Myeloma Working Group) Migdzynarodowa Grupa
Robocza ds. Szpiczaka Plazmocytowego

(ang. immunoperoxidase) barwienie immunoperoksydazowe

(ang. International Staging System) Migdzynarodowa Klasyfikacja
Prognostyczna

gen kodujacy receptorowe biatko kinazy tyrozynowej Kit

(ang. Kirsten rat sarcoma virus oncogene) gen kodujacy proto-onkogen
poczatkowo zidentyfikowany w komorkach migsaka

(ang. light chain) fancuch lekki

(ang. light chain disease) choroba lekkiego tancucha

(ang. lactate dehydrogenase) dehydrogenaza mleczanowa

(ang. lymphocyte function-associated antigen) antygen zwigzany z funkcja
limfocytow

(ang.  musculoaponeurotic  fibrosarcoma) gen  kodujacy  czynnik
transkrypcyjny Maf

(ang. mouse double minute 2 homolog) biatko regulacyjne wigzace p53

(ang. myelofibrosis) zwldknienie szpiku

(ang. monoclonal gammopathy of undetermined significance) gammapatia
monoklonalna o nieokre§lonym znaczeniu

(ang. multiple myeloma) szpiczak plazmocytowy

chemioterapia zawierajaca melfalan, prednizon, talidomid

(ang. minimal residual disease) minimalna choroba resztkowa



MS4A1 -
mSMART -

MYC -
NCAM -

NGS -
NO -
NRAS -

NW -
ORR -
0S -
pl4ARF -
PAD -
PCL -
PCLI -
PCR -

PD -
PET-CT -

PFS -
PR -
RBI -
R-ISS-

SCF -
sCR -
SD -
sFLC -

SMM -
TB -
TP53 -

(ang. Membrane Spanning 4-Domains A1) gen kodujacy antygen CD 20
(ang. Mayo stratification of myeloma and risk-adapted therapy)
cytogenetyczna skala rokownicza w szpiczaku plazmocytowym wg Mayo
(ang. myelocytomatosis) gen kodujacy czynnik transkrypcyjny Myc

(ang. Neural Cell Adhesion Molecule) czasteczka adhezyjna komorek
nerwowych — CD56

(ang. next-generation sequencing) sekwencjonowanie nowej generacji

nie osiggnieto

(ang. neuroblastoma RAS viral oncogene) gen kodujacy onkogen
poczatkowo zidentyfikowany w komoérkach neuroblastomy

niewydzielajacy typ szpiczaka plazmocytowego

(ang. overall response rate) odsetek catkowitych odpowiedzi

(ang. overall survival) czas catkowitego przezycia

(ang. alternate reading frame protein 14) biatko 14 zmiennej ramki odczytu
chemioterapia zawierajaca bortezomib, doksorubicyne, deksametazon

(ang. plasma cell leukemia) biataczka plazmatycznokomoérkowa

(ang. plasma cell labeling index) indeks znakowania plazmocytow

(ang. polymerase chain reaction) fancuchowa reakcja polimerazy

(ang. progressive disease) progresja choroby

(ang. positron emission tomography - computed tomography) pozytonowa
tomografia emisyjna — tomografia komputerowa

(ang. progression free survival) czas wolny od progresji

(ang. partial remission) remisja cze$ciowa

(ang. retinoblastoma 1) gen kodujacy biatko siatkowczaka 1

(ang. Revised International  Staging  System) Zmodyfikowana
Migdzynarodowa Klasyfikacja Prognostyczna

(ang. stem cell factor) czynnik wzrostu komoérek macierzystych

(ang. stringent complete remission) rygorystyczna remisja catkowita

(ang. stable disease) stabilizacja choroby

(ang. serum free light chain) wolne tancuchy lekkie immunoglobulin
W Surowicy

(ang. smoldering multiple myeloma) szpiczak tlacy

trepanobioptat - fragment kos$ci ze szpikiem uzyskany podczas trepanobiopsji

(ang. tumor protein 53) biatko 53



UAMS 70 - (ang. University of Arkansas for Medical Sciences 70) profil ekspresji 70
gendw w szpiczaku plazmocytowym

VCD - chemioterapia zawierajaca bortezomib, cyklofosfamid, deksametazon

VGPR - (ang. very good partial remission) bardzo dobra remisja czgsciowa
VLA - (ang. very late antigen) bardzo p6zny antygen
VMP - chemioterapia zawierajgca bortezomib, melfalan, prednizon
VTD - chemioterapia zawierajaca bortezomib, talidomid, deksametazon

WHO - (ang. World Health Organization) Swiatowa Organizacja Zdrowia
B2M - B-2-mikroglobulina



1. WSTEP

1.1. Definicja szpiczaka plazmocytowego

Nowotwory z komorki plazmatycznej (koncowe stadium réznicowania limfocytow B)
obejmujg trzy grupy chorob: szpiczak plazmocytowy (MM), izolowany guz plazmatyczno-
komoérkowy 1 zespoty zwigzane z odktadaniem si¢ immunoglobulin w tkankach. Wg
zaktualizowanych w 2014 roku kryteriow przez Miedzynarodowa Grupe Robocza ds.
Szpiczaka Plazmocytowego (IMWG) rozpoznanie opiera si¢ na stwierdzeniu nacieku
patologicznych, klonalnych plazmocytow, stanowigcych co najmniej 10% komorek szpiku
kostnego oraz na obecno$ci minimum jednego objawu, wynikajacego z klonalnego rozrostu
plazmocytdéw, a nie bedacych efektem choroby towarzyszacej lub innej uchwytnej przyczyny
[1]. Do wyzej] wymienionych objawow definiujacych chorobe nalezg hiperkalcemia,
uszkodzenie funkcji nerek, niedokrwisto$¢ oraz zmiany osteolityczne w kos¢cu. Od 2014 roku
roéwniez u pacjentéw bez cech zajecia narzadowego, u ktorych stwierdza si¢ naciek klonalny
plazmocytéw, stanowigcy >60% komorek szpiku, stosunek klonalnych do nieklonalnych
wolnych tancuchéw lekkich ponad 100 oraz obecnos¢ zmian ogniskowych w badaniu
rezonansu magnetycznego, nalezy rozpozna¢ posta¢ objawowa szpiczaka plazmocytowego
(Tabela 1). Wsrdd stanéw poprzedzajacych rozwdj szpiczaka plazmocytowego wyrdznia si¢
gammapati¢ monoklonalng o nieustalonym znaczeniu (MGUS), ktorej rozpoznanie wigze si¢
z ryzykiem progresji do choroby objawowej. Wyrdézniono rowniez posta¢ szpiczaka
bezobjawowego (tlacego si¢ - SMM) z obecnos$cig biatka monoklonalnego w surowicy >30g/1
lub biatka monoklonalnego w dobowej zbidrce moczu >500mg/24h lub obecnoscia
klonalnego nacieku w szpiku 10-60%, bez wykazania objawdéw $§wiadczacych o zajeciu
narzagdowym. Wyrdznienie szpiczaka plazmocytowego tlacego jest istotne, poniewaz czgsto
wyprzedza ono rozpoznanie objawowego szpiczaka plazmocytowego (ryzyko progresji w
ciggu pierwszych pieciu lat wynosi ok. 10% rocznie). Obecno$¢ biatka monoklonalnego (M)
nie warunkuje rozpoznania szpiczaka objawowego. Nawet u okoto 3% chorych nie stwierdza
si¢ obecnosci biatkka M przy zwigkszonym odsetku klonalnych tancuchoéw lekkich lub
nieprawidlowym stosunku tancuchow kappa/lambda. T¢ grupe w piSmiennictwie okresla si¢
jako chorych na szpiczaka niewydzielajacego. Wyrdznia si¢ rowniez grono okoto 3-5%
pacjentéw z izolowanym szpiczakiem kos$ci lub naciekiem pozaszpikowym. Obecno$¢ >20%
klonalnych plazmocytéw w rozmazie krwi obwodowej lub 2 x 1079/1 plazmocytow we krwi

stanowi  kryteritum rozpoznania pierwotnej  biataczki = plazmatycznokomoérkowe;,



charakteryzujacej si¢ zdecydowanie gorszym rokowaniem oraz niekorzystnym przebiegiem

(dotyczy okoto 2-5% chorych z MM) [2].

Tabela 1. Zmodyfikowane kryteria narzadowego uszkodzenia zwigzanego ze szpiczakiem

plazmocytowym (SLiM CRAB) [2].

Objaw

C (Calcium) - wapn

R (Renal Insufficiency)
- niewydolnos¢ nerek

A (Anemia)

- niedokrwistos¢

B (Bones) - kosci

S (Sixty) - 60

Li (Light Chains)
- fancuchy lekkie

M (Magnetic Resonanse)
- tomografia rezonansu

magnetycznego

1.2. Epidemiologia

Definicja

Skorygowane stezenie wapnia w surowicy >0,25 mmol/l

(>1 mg/dl) powyzej gornej granicy wartosci referencyjnej lub
>2.,75 mmol/l (>11mg/dl)

Stezenie kreatyniny w surowicy >177 umol/l (>2 mg/dl) lub
klirens kreatyniny <40 ml/min (mierzony lub wyliczony)
Stezenie hemoglobiny 2 g/dl ponizej dolnej wartosci
referencyjnej lub <10 g/dl

>1 ognisko osteolityczne w RTG, CT lub PET-CT

Odsetek klonalnych plazmocytow w szpiku lub biopsji
tkankowej > 60%.

Stosunek stezenia klonalnych do nieklonalnych (involved/
uninvolved) wolnych tancuchow lekkich w surowicy
ocenianego za pomocag metody opartej o przeciwciala
poliklonalne (Binding Site, UK), co najmniej 100, przy czym
stezenie tancucha klonalnego w surowicy (involved) wynosi
co najmniej 100 mg/l

Obecno$¢ co najmniej dwoch ogniskowych naciekéw
w badaniu rezonansu ko$¢ca (Whole Body STIR) o wymiarze

co najmniej 5 mm kazdy

Wsrod nowotworow uktadu chionnego szpiczak plazmocytowy stanowi trzecig

jednostke pod wzgledem liczby nowych zachorowan w Polsce wg danych z Krajowego

Rejestru Nowotworow z 2014 roku (standaryzowany wspétczynnik zachorowalnosci - 3,0)

[3]. Dotyczy gléwnie 0so6b po 50 roku zycia (w 90%), srednia wieku przy rozpoznaniu to 68-

70 lat, nieco czesciej mezczyzn (M:K = 1,1:1,0). W Europie wspotczynnik zachorowalnos$ci

wynosi od 4,5 do 6 na 100 000 mieszancow, z mediang wieku wynoszaca ok. 72 lata. W 2015

roku w Stanach Zjednoczonych rozpoznano 6000 nowych przypadkéw szpiczaka
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plazmocytowego oraz obserwowano 11 000 zgonéw spowodowanych tg chorobg. W Polsce
w 2014 roku wspotczynnik standaryzowany zgondéw z powodu szpiczaka plazmocytowego
wynosit 2,88 dla me¢zczyzn i1 2,1 dla kobiet. Wedlug danych literaturowych ryzyko
wystapienia choroby u krewnych pierwszego stopnia wzrasta okoto 3,7 krotnie w porownaniu
z populacja ogdlng [2, 4]. Czas przezycia wsrdd tej grupy chorych ulegt w ostatnich latach
wydtuzeniu wg danych pochodzacych ze Stanéw Zjednoczonych. American Cancer Society
w 2011 roku podato, iz mediana przezycia chorych w zalezno$ci od stopnia zaawansowania
wg miedzynarodowe] klasyfikacji prognostycznej (ISS) wynosi 62, 44 1 29 miesigcy
odpowiednio dla I, II, III stopnia zaawansowania choroby. Uwzgledniajac zmodyfikowang
mie¢dzynarodowa klasyfikacje prognostyczng (R-ISS), odsetek 5 letnich przezy¢ wynosi dla
R-ISS I, IT 1 IIT odpowiednio 82%, 62% 1 40% [5]. MGUS wykrywana jest u 3-4% o0sob po 50
roku zycia, czesciej u mezczyzn. Ryzyko progresji MGUS do szpiczaka plazmocytowego
wynosi 0,5 do 1% wciggu roku. Zdecydowana wigkszo$¢ przypadkow (80%) dotyczy
ewolucji MGUS zwigzanej z bialkiem monoklonalnym innym niz IgM, a w 20% z MGUS
fancuchow lekkich [6]. Izolowany szpiczak kos$ci, podobnie jak posta¢ pozakostna szpiczaka
plazmocytowego, wystepuje w 65% przypadkéw u mezczyzn a mediana wieku w momencie
diagnozy wynosi 55 lat. U ponad 60% pacjentdw z postacig miejscowa choroby dochodzi do

progresji do pelnoobjawowej postaci w ciggu 10 lat [2].
1.3. Metody oceny klonalno$ci i odsetka plazmocytow

1.3.1. Klonalno$¢

Warunkiem rozpoznania szpiczaka plazmocytowego jest wykazanie obecnosci
klonalnych plazmocytéw za pomocg badania immunohistochemicznego trepanobioptatow
(TB) lub badania immunofenotypowego szpiku, badz biopsji tkankowej pozaszpikowego
guza plazmocytowego. Ocena klonalnos$ci polega na wykazaniu zaburzonej proporcji
plazmocytéw kappa dodatnich do plazmocytow lambda dodatnich na podstawie badania
immunohistochemicznego trepanobioptatow.

W ostatnich latach wieloparametrowa cytometria przeplywowa (FC) stata si¢
przydatnym oraz wiarygodnym narz¢dziem w ocenie klonalno$ci plazmocytéw. European
Myeloma Network (EMN) opracowata konsensus panelu przeciwcial, ktore powinny by¢
zastosowane w diagnostyce szpiczaka plazmocytowego oraz innych dyskrazji
plazmocytowych. Ma on stuzy¢ nie tylko okresleniu klonalnosci poprzez oznaczenie
fancuchéw lekkich immunoglobulin, ale takze aberantnego fenotypu nowotworowych

plazmocytéw (rekomendowany panel przeciwcial to: CD38, CDI138, CD45, cytlgh/cytlgk,
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CD19, CD56, CD20, CD117, CD28, CD27) [7]. Jednakze zastosowanie tej metody wymaga
duzego doswiadczenia oraz zaplecza diagnostycznego, a panele stosowanych przeciwcial
wcigz pozostajg tematem dyskus;ji.

Klonalno$§¢ plazmocytow mozna réwniez potwierdzi¢ za pomocg badan
cytogenetycznych lub molekularnych, przy zastosowaniu qPCR z uzyciem oligonukleotydow
specyficznych wzgledem allelu (ASO — qPCR), czy sekwencjonowania nowej generacji
(NGS) sekwencji VDJ. Wymienione metody wraz z wieloparametrowg cytometrig
przeplywowa stanowig najczulsze narzedzia do oceny choroby resztkowej [8]. Jednakze
dostgpnos¢ oraz wysokie koszty sprawiaja, ze s3 to metody stosowane jedynie

w opracowaniach naukowych.

1.3.2. Odsetek nacieczenia

W odniesieniu do obowigzujacych definicji choroby znaczenie ma rowniez okreslenie
wielkos$ci nacieku nowotworowego. Wiarygodnymi metodami stuzgcymi do oceny odsetka
plazmocytdéw pozostajg badanie cytologiczne szpiku oraz ocena histologiczna trepanobioptatu
wraz z barwieniem immunohistochemicznym na obecno$¢ antygenu CD138 (markera
plazmocytéw). Za wielko$¢ nacieku nalezy przyja¢ wynik badania, w ktérym otrzymano
najwyzsza warto$é. Srednia liczba komorek plazmatycznych w rozmazie szpiku z biopsji
aspiracyjnej wynosi od 20-36%. Z danych literaturowych wynika, ze powyzsze badanie oraz
FC nie s3 miarodajnymi technikami do okreslenia odsetka plazmocytow, gdyz otrzymane

wyniki s3 czgsto nizsze w poréwnaniu z oceng histologiczng z immunohistochemig [4, 9].

1.4. Ocena morfologiczna komorek szpiczakowych w biopsji aspiracyjnej

Ocena morfologiczna patologicznych plazmocytéw w biopsji aspiracyjnej (BA) jest

trudna, pomimo wprowadzonych przez Dicka’a kryteriow (Tabela 2) [10].

Tabela 2. Kryteria dla morfologicznej diagnozy nowotworéw z komorek plazmatycznych.
1. Atypowe plazmocyty o morfologii wykraczajacej poza normy dla procesu reaktywnego.
2. Naciek komorek plazmatycznych widoczny na przekrojach bioptatu.
3. Blisko 100% naciek z komorek plazmatycznych w bogatokomorkowym rozmazie
szpiku lub przekroju bioptatu.
4. Mniej przydatne kryteria: wielojadrowe komorki, brak predylekcji do struktur
naczyniowych.
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Atypowe komorki szpiczakowe sg najczesciej wieksze od normalnych plazmocytow.
Zmiany jakosciowe dotycza zardwno jadra komorkowego jak i cytoplazmy. Komorki
szpiczakowe charakteryzuja si¢ $rednig do obfitej, zasadochtonng cytoplazma, w ktorej
obserwuje si¢ liczne zmiany, takie jak postrzepione brzegi, wakuole, ziarnistosci oraz wtrety
cytoplazmatyczne. Jadro jest wigksze, niz w komorkach prawidlowych, z mniej
skondensowang chromatyng oraz w r6znym stopniu wysztancowanymi jaderkami. Okoto 5%
pacjentéw z MM posiada plazmocyty o wygladzie matych, limfoidalnych komoérek [4].
Robillard 1 wsp. opisali, ze limfoplazmatyczna morfologia byta zwigzana ze zwigkszong
ekspresja antygenu CD20 1 CyklinyDI1, atakze czg¢stszym wystepowaniem t(11;14) [11].
Dotychczas nie udalo si¢, pomimo wielu préb, powigza¢ cech morfologicznych komoérek
z wystegpowaniem monoklonalnych fancuchéow immunoglobulin, poza IgA. U chorych
z biatkiem w klasie IgA komorki szpiczakowe sg pleomorficzne, wicksze i1 wielojadrzaste,
czesto ptomykowate z bladg, pofragmentowang cytoplazmg. Cze$ciej niz w innych typach
immunologicznych (ok. 20% przypadkow), jadro posiada wtrety wewnatrz. Z uwagi na cechy
morfologiczne szpiczak zostal podzielony przez Greippa i wsp. na 4 typy cytologiczne:
dojrzaty, posredni, niedojrzaty oraz plazmoblastyczny. Ostatni zwigzany jest ze znaczgco
krétszym czasem caltkowitego przezycia (OS) w poroOwnaniu z pozostalymi trzema typami,
miedzy ktérymi nie obserwowano roznic [12]. Ocena cytologiczna szpiku jest cennym
narzgdziem w diagnostyce szpiczaka plazmocytowego, jednakze nie umozliwia oceny
klonalnosci plazmocytow. Dlatego ma ono charakter pomocniczy i nie moze samo stanowic

podstaw rozpoznania szpiczaka plazmocytowego.

1.5. Ocena histologiczna trepanobioptatow z badaniem immunohistochemicznym

Ocena histologiczna szpiku w schorzeniach hematologicznych ma ugruntowang
pozycje ipowinna by¢ stosowana w potaczeniu z innymi metodami diagnostycznymi.
Pozwala ona na ocen¢ komorkowatosci, utkania, architektoniki szpiku, wioknienia,
podscieliska oraz obecnos$ci poszczegdlnych linii  komérkowych, ze szczegdlnym
uwzglednieniem zaburzen w linii megakariopoetycznej [13]. Materiat do analizy uzyskuje si¢
podczas zabiegu trepanobiopsji z kolca biodrowego tylnego goérnego. W nielicznych
przypadkach, gdy wystepuja trudnosci techniczne lub szczegdlne uwarunkowania
anatomiczne, wycinek kostny moze pochodzi¢ z innych lokalizacji, takich jak kolec biodrowy
przedni gorny, grzebien lub talerz kosci biodrowe;.

Badanie histologiczne TB opiera si¢ na ocenie preparatow wybarwionych za pomoca
metody H+E (hematoksylina—eozyna) wraz z markerami immunohistochemicznymi (IHC)
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(antygenami roznicowania komorkowego (CD) oraz wybranymi biatkami). Wydajnos$c
diagnostyczna tej metody w duzej mierze zalezy od wielkos$ci oraz liczby probek. Wykazano,
ze trepanobioptaty o diugosci od 13-20mm miaty najwyzsza czulo$¢ diagnostyczng w
limfoproliferacjach, a dlugo$¢ powyzej 20mm nie wptywata na wzrost odsetka nacieczenia.
Czutos¢ biopsji aspiracyjnej w diagnostyce MM okresla si¢ na ok. 88%. Wg Goyal 1 wsp. w
blisko 8% przypadkow rozpoznanie postawiono na podstawie trepanobiopsji, ktora pozwolita
na uwidocznienie ognisk nacieku nieodnotowanych w ocenie rozmazu. Dlatego autorzy
podkreslaja wieksza czuto$¢ diagnostyczng TB z IHC, szczegodlnie u chorych z niewielkim
odsetkiem plazmocytow w aspiratach [14]. Biorgc pod uwage specyfike zajecia szpiku w
szpiczaku, w niektorych przypadkach, tylko mate skupiska komdrkowe $wiadcza o nacieku, a
jego rodzaj jest nierozerwalnie zwigzany ze stopniem zaawansowania choroby. Wyro6znia si¢

3 typy nacieku plazmocytéw: srédmigzszowy, w postaci skupisk oraz rozlany (Rycina 1).

naciek srodmigzszowy naciek w postaci skupisk naciek rozlany

Rycina 1. Schemat przedstawiajacy rodzaje nacieku nowotworowego opisywane w szpiku

chorych na szpiczaka plazmocytowego.

Naciek lokalny oraz $§rodmigzszowy wigze si¢ z obecnoscia prawidlowych ognisk
hematopoezy. W przypadku masywnego, rozlanego nacieku funkcja krwiotwoércza szpiku
moze by¢ znaczaco uposledzona. W postaciach zaawansowanych choroby obserwuje si¢
progresje dwoch pierwszych rodzajéw nacieczenia do rozlanego. Bazujac na wielkosci
nacieku nowotworowego stworzono trzystopniowa klasyfikacj¢ prognostyczna, opierajacg si¢
na odsetku zajecia szpiku: I — mniej niz 20%; II - 20-50%; III - powyzej 50%. Wykazano
korelacje pomiedzy stopniem histologicznym, klinicznym oraz rokowaniem w przebiegu
choroby. Ograniczeniem trepanobiopsji sa nierzadko trudnos$ci w ocenie cech atypowych
plazmocytéw. W takich przypadkach jednoczasowa analiza trepanobioptatéw oraz rozmazu

szpiku moze by¢ kluczowa w celu postawienia prawidlowej diagnozy [4, 15, 16].
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1.5.1. Wildknienie

Przybytek wiokien retikulinowych oraz kolagenowych w preparatach szpiku okresla
si¢ jako witoknienie. Wsérod przyczyn wplywajacych na widknienie szpiku wymienia si¢
choroby z autoagresji, infekcje (sarkoidoza, gruzlica, zakazenie HIV), dziatanie substancji
toksycznych oraz choroby nowotworowe. Wtoknienie niewielkiego stopnia obserwuje si¢
réwniez w populacji oséb zdrowych [17].

W celu wykrycia wtokien retikulinowych stosuje si¢ barwienia srebrem wykonywane
metoda Gomoriego, natomiast wiokna kolagenowe uwidacznia si¢ za pomocg barwienia
Mallorego lub Massona. Oceny zaawansowania wioknienia dokonuje si¢ m.in. wg

czterostopniowe;j skali utworzonej przez zespot ekspertoéw w 2005 roku (Tabela 3).

Tabela 3. Europejski konsensus dotyczacy stopniowania witdknienia szpiku [17].

Stopien = Opis

Rozproszone, linijne wldkna bez skrzyzowan w odniesieniu do normalnego
ME-0 szpiku kostnego.

LuZzna sie¢ potaczen retikulinowych z licznymi skrzyzowaniami, zwlaszcza
MI-L w obszarze okolonaczyniowym.

Rozproszone 1 ggste zwigkszenie wilokien retikulinowych z masywnymi
MF-2 skrzyzowaniami, miejscami z ogniskami wigzek kolagenu i/lub ogniskowa

osteosklerotyzacja.

Rozproszone 1 ggste zwigkszenie wiokien retikulinowych z masywnymi
MF-3 skrzyzowaniami, grubymi wigzkami kolagenu, z czg¢sto towarzyszaca znaczaca

osteosklerotyzacja.

Z danych literaturowych wynika, ze zwickszenie wtoknienia w przebiegu choroby
nowotworowej jest negatywnym czynnikiem prognostycznym. W momencie diagnozy
uokoto 38% chorych na szpiczaka plazmocytowego wykazano w szpiku zwioknienie
retikulinowe 1 kolagenowe, ktore w wielu przypadkach moze by¢ bardzo zawansowane.
Bardzo czgsto szpiczak z zaawansowanym witdknieniem szpiku produkuje tylko tancuchy
lekkie immunoglobulin, jak réwniez koreluje z rozlanym naciekiem przez plazmocyty oraz

agresywniejszym przebiegiem choroby [4, 18].
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1.5.2. Charakterystyka antygenow komorkowych stosowanych w diagnostyce

szpiczaka plazmocytowego.

1.5.2.1. CDI138 (syndecan-1)

Przelom w rozpoznawaniu plazmocytéw nastgpit wraz z zastosowaniem CD138
(syndecan-1) - transblonowego proteoglikanu bogatego w siarczan heparanu, ktory sktada si¢
z pigciu glikozaminoglikanow 1 jednego bialka rdzeniowego. Jego rola jest regulowanie
aktywnos$ci czynnikow wzrostu wigzacych heparan, indukcja apoptozy oraz hamowanie
rozwoju szpiczaka. Bierze udzial w réznicowaniu osteoblastow i osteoklastow oraz adhezji
komorek szpiczakowych, co ma duze znaczenie w proliferacji, rozprzestrzenianiu
pozaszpikowym komorek szpiczakowych oraz nawrotach po leczeniu.

Ekspresja CD138 jest specyficznym 1 czutym markerem koncowych stadiow
réznicowania plazmocytow. Nie stwierdza si¢ go natomiast na proliferujacych
plazmoblastach 1 wczesniejszych stadiach rozwojowych limfocytu B. Raportowano jego
niespecyficzng ekspresje rowniez na komorkach nabtonkowych i nienabtonkowych guzéw
oraz w srodowisku pozakomorkowym szpiku kostnego (gromadzenie w zrgbie wtoknistym).
Zastosowanie tego markera pozwala na dokladniejsza ocen¢ liczby oraz dystrybucji
plazmocytéw, dlatego powinno by¢ rutynowo stosowane w ocenie trepanobioptatow.
W literaturze za prog znamiennosci przyjmowano ekspresje¢ antygenu CD138 w co najmnie;j
10% komorek, co ma odzwierciedlenie w obecnie obowigzujacej definicji choroby z 2014
roku [19-21]. Rowniez w badaniu FC detekcja antygenu CD138, w polaczeniu z analizg
ekspresji CD38 oraz CD45, jest szczeg6élnie czulym narzedziem do oceny minimalnej

choroby resztkowej [8].

1.5.2.2. CD56 (Neural Cell Adhesion Molecule /NCAM/)

Jest to adhezyjna glikoproteina, wyst¢pujaca na komorkach NK, CD4+/CD8+
komorkach T oraz nowotworowych plazmocytach. Podczas embriogenezy obserwuje si¢ jej
ekspresj¢ na komodrkach neuroektodermy, gleju 1 migéni szkieletowych, jak réwniez
wspomaga adhezje neuronéw i migsni podczas wzrostu. Antygen ten jest przyktadem ,,obcego
antygenu” dla komorek plazmatycznych, a jego obecnos¢ §wiadczy o ztosliwosci.

W tkance krwiotwoérczej antygen CD56 odpowiada za utrzymanie plazmocytow
w niszy szpikowej, zwigkszong osteolize, a jego niska ekspresja wigze si¢ z progresja do
postaci biataczkowej oraz lokalizacja pozaszpikowa (np. zajecie uktadu nerwowego
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z obecnoscig komorek szpiczakowych w plynie mézgowo-rdzeniowym) [22-24]. Przyjmuje
si¢ wysoka ekspresje antygenu CD56 na komorkach szpiczakowych za marker dobrego
rokowania, zwigzanego z mniejsza czgstoscia wznow pozaszpikowych choroby [25].
Ekspresja CD56 jest obecna w 60-80% przypadkéw szpiczaka, wykazana zar6wno metoda
FC, jak i1 THC. Immunohistochemicznie u chorych na szpiczaka stwierdzano obecno$¢
antygenu CDS56, gdy jego ekspresja byla o intensywno$ci porownywalnej z ta na
osteoblastach [26] lub w przypadku dodatniej reakcji btonowej w co najmniej 50%

plazmocytow [27].

1.5.2.3. CD20 (antygen limfocytow B)

Antygen ten jest glikozylowang aktywowang fosfoproteing, ktorej rosnaca ekspresje
obserwuje si¢ na powierzchni limfocytow B poczawszy od pdznych pro-B limfocytéw do
dojrzatych form B komoérkowych z wyjatkiem wczesnych form pro-B oraz prawidtowych
plazmocytéw [28]. U ludzi jest kodowana przez gen MS4A4I1 [29]. Antygen ten jest
zaangazowany w réznicowanie i dojrzewanie limfocytu B do plazmocytu. Wystepuje rowniez
na zmienionych nowotworowo komoérkach B a takze na nowotworowych plazmocytach.
Ekspresja na tych ostatnich jest bardzo heterogenna i dotyczy 13-22% przypadkéw [30].
Rekomendacje EMN, w celu okreslenia aberantnego fenotypu nowotworowych komorek
plazmatycznych, zawierajg oznaczenie antygenu CD20 w panelu diagnostycznym szpiczaka
plazmocytowego oraz innych dyskrazji plazmocytowych [7]. Z danych literaturowych
wynika, ze pacjentow z ekspresja antygenu CD20, oznaczonego za pomocg
immunohistochemii, w przynajmniej 10% komorek szpiczakowych, uznawano jako dodatnich
w zakresie obecnosci tego markera [31]. Znaczenie prognostyczne CD20 na komorkach
szpiczaka jest tematem nieustannych dyskusji. Czg¢$¢ autoré6w zwraca uwage na
wspotwystepowanie z t(11;14) i mniej agresywny przebieg [11]. Inni natomiast opisuja
negatywny wplyw na erytropoez¢ [32]. Dodatkowo uwaza si¢, ze antygen ten moze by¢
potencjalnym celem terapeutycznym, gdyz przeciwciata monoklonalne anty-CD20 sa

stosowane w hematologii od wielu lat [30, 33].

1.5.2.4. CDI117 (Mast/stem cell growth factor receptor (SCFR) lub tyrosine-

protein kinase Kit)

C-Kit (CD117) to receptorowe biatko kinazy tyrozynowej (typ III receptoréw kinazy
tyrozynowej), ktore u ludzi kodowane jest przez gen KIT, zlokalizowany na chromosomie 4.
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Zbudowane jest z 3 czesci - zewnatrzkomodrkowej, przezblonowej oraz wewnatrzkomorkowe;.
Funkcjonuje jako receptor cytokinowy na powierzchni komorek, ktéry w warunkach
prawidlowych jest aktywowany przez ligand — czynnik wzrostu komodrek macierzystych
(SCF). W momencie zwigzania z SCF tworzy dimer, uruchamiajac swoistg aktywnos$¢ kinazy
tyrozynowej, ktora poprzez fosforylacje aktywuje kaskadowe przekazywanie sygnatlu
w komorce oraz powoduje aktywacje czynnikow transkrypcyjnych ~w komodrkach
docelowych. Sygnalizacja przez CDI117 odgrywa role w przezyciu, proliferacji
1 réznicowaniu komorek oraz apoptozie [34]. Wystepuje na progenitorowych komorkach
hematopoetycznych linii mieloidalnej, erytroidalnej oraz megakariocytarnej. Aktywnos¢
kinazy tyrozynowej c-Kit warunkuje prawidlowy proces krwiotworzenia w szpiku poprzez
zwigkszenie dzialania czynnikéw wzrostu dla komorek hematopoetycznych, interleukin oraz
wplywa, wraz z erytropoetyng, stymulujgco na prekursorowe komorki kolonii erytroidalnych.
Antygen ten spotykany jest rowniez na mastocytach, melanocytach w skorze oraz komoérkach
Cajala w przewodzie pokarmowym. Nadekspresja CD117 oraz aktywujace mutacje w genie
kodujacym c¢-KIT s3 jedna z przyczyn karcynogenezy (w nowotworach podscieliska
przewodu pokarmowego (GIST), nasieniakach, ostrych biataczkach szpikowych,
mastocytozie, migsakach, nowotworach pochodzenia embrionalnego, raku
drobnokomorkowym phluc, raku jasnokomoérkowym nerki oraz w niektdrych podtypach raka
jajnika 1 piersi). Wykazano, Ze ekspresja CD117 znaczaco ros$nie na komodrkach
biataczkowych pochodzacych z linii mieloidalnej, erytroidalnej oraz megakarioblastycznej,
anieco rzadziej na komodrkach szpiczaka plazmocytowego, chtoniaka Hodgkina
1 anaplastycznego. Obecnos¢ antygenu CD117 to wskaznik réznicowania mieloidalnego, co
jest wykorzystywane w diagnostyce i réznicowaniu pochodzenia komorek blastycznych.
Jednakze w 1/3 przypadkéw AML nie mozna wykry¢ ekspresji tego antygenu na blastach [35-
37]. Pomimo wielu badan nad znaczeniem prognostycznym antygenu c-Kit na komoérkach
nowotworowych, nie zostalo ono jednoznacznie okreslone i wymaga dalszych badan.
Ekspresja CD117 opisywana jest u 1/3 pacjentoéw ze szpiczakiem plazmocytowym oraz
u blisko 50% pacjentow z MGUS. W literaturze barwienie na obecno$¢ antygenu CD117
klasyfikowano jako ujemne (<1%), stabo dodatnie (1-4%), ogniskowo dodatnie (5-29%) oraz
wysoce dodatnie (30-100%) [38]. Dane literaturowe jednoznacznie wskazuja na korzystne
znaczenie prognostyczne obecno$ci antygenu CD117 u chorych na szpiczaka. Potencjalnie
antygen CD117 moze sta¢ si¢ celem terapeutycznym, gdyz wykazano skuteczno$¢ imatynibu
w nowotworach GIST z mutacjg dotyczaca egzonu 11. Niestety, w ostrych bialaczkach oraz

nasieniakach z mutacja w egzonie 17 lek ten nie byt skuteczny [39].

18



1.5.2.5.Cyklina D1

Cyklina D1 jest biatkiem z rodziny cyklin, kodowanym przez gen CCNDI, ktory
znajduje si¢ na dhlugim ramieniu chromosomu 11 (pasmo 11ql3). W warunkach
prawidtowych nie wystepuje na plazmocytach i komorkach limfoidalnych. Jego funkcjg jest
regulacja cyklu komorkowego. Cyklina D1 tworzy kompleks i dziata jako regulatorowa
podjednostka CDK4 lub CDK6 (kinazy zaleznej od cyklin), powodujac fosforylacje produktu
genu retinoblastoma a nastgpnie prowadzac do uwolnienia czynnika transkrypcyjnego E2F.
Proces ten jest wymagany do przejScia w cyklu komorkowym z fazy Gl do fazy S,
umozliwiajac replikacje DNA i1 zwigkszong proliferacje komdrkowa. Nadekspresja cykliny
D1 w wyniku translokacji t(11;14) (q13; q32) (najczestsza aberracja) lub amplifikacji genu
cykliny D1 jest czgsto obserwowana w réznych nowotworach (najczesciej w chtoniaku
z komorek plaszcza oraz szpiczaku plazmocytowym) oraz moze przyczynia¢ si¢ do
karcynogenezy [40]. Profilowanie ekspresji gen6w i badania FISH pozwolily zidentyfikowac
istotne prognostycznie, réznorodne warianty genotypowe MM. Zasadniczo wszystkie
przypadki szpiczaka z translokacjami genu tancucha ciezkiego immunoglobulin (/GH) oraz
hiperdiploidia s3 zwigzane z zaburzong, zwigkszong ekspresja cykliny D1, D2 lub D3.
Przypadki z zaburzong regulacja cykliny D1 lub D3 byty zwigzane z korzystnym rokowaniem
w przeciwienstwie do grupy z nadekspresja cykliny D2. Chociaz wigkszo$¢ badan
dotyczacych znaczenia prognostycznego cykliny D1 w MM przeprowadzono za pomocg linii
komoérkowych, mikromacierzy lub technik FISH, to istnieja doniesienia wykazujace
przydatno$¢ IHC w ocenie prognostycznej w szpiczaku [41, 42]. Wg danych literaturowych
za wynik dodatni ekspresji cykliny D1, u chorych na szpiczaka, przyjeto wartos¢ >10%
komorek z dodatnig reakcjg. Autorzy wyrdzniajg rowniez podziat na 3 grupy, w zalezno$ci od
ilosci dodatnich komorek: 1 + (10-19% jader z pozytywna reakcja), 2 + (20-50% jader
z pozytywng reakcja) oraz 3 + (>50% jader z pozytywna reakcja) [43, 44].

1.5.2.6.  Biatko p53

Biatko p53 jest czynnikiem transkrypcyjnym o wlasno$ciach supresora
nowotworowego, petni funkcje regulacyjng w komorce. Dotyczy ona zwlaszcza aktywacji
procesOw zwigzanych z naprawg DNA 1 wstrzymaniem cyklu komoérkowego do czasu
wykrycia uszkodzenia. W przypadku braku mozliwosci naprawy DNA komorka jest
kierowana do apoptozy [45]. Bialko p53 jest kodowane u ludzi przez gen TP53, ktory
zlokalizowany jest na chromosomie 17 (locus 17p13). Somatyczne delecje allelu kodujacego
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p53 oraz mutacje punktowe 7P53 s3 najczesSciej wystepujacymi zmianami genetycznymi
w procesie nowotworzenia u ludzi. Roéwniez u chorych na szpiczaka plazmocytowego
wykazano znaczenie rokownicze mutacji genu 7P53 oraz hemizygotycznej delecji 17p (p53).
Czesto$¢ wystepowania mutacji punktowych jest stosunkowo niska (ok. 3%), natomiast
dell7p (p53) jest wykrywana u ok. 10% pacjentéw w momencie diagnozy [20]. Zaburzenie to
moze réwniez pojawiac si¢ w trakcie progresji choroby, a w stadiach zaawansowanych moze
dotyczy¢ ponad 30% chorych. Obecnos¢ delecji wiaze si¢ jednoznacznie z krétszym czasem
przezycia oraz agresywniejszym przebiegiem choroby [46-48]. Znaczenie rokownicze
hemizygotycznej delecji 17p (p53) jest juz udowodnione, jednakze rola pozostatego allelu
p53 pozostaje nieustalona [49]. Opisuje si¢, ze chorzy, u ktérych dochodzi do delecji jednego
ramienia chromosomu 17, maja zwigkszony stopien niestabilnosci genomowej, co moze
prowadzi¢ do mutacji w pozostalym allelu p53 [46]. Powstanie takich mutacji prowadzi do
wydtuzenia okresu poéttrwania zmutowanego biatka p53 w pordwnaniu z biatkiem ,,typu
dzikiego”, a w  konsekwencji mozliwo$ci detekcji za pomoca oznaczeh
immunohistochemicznych. Z powodu niskiego odsetka mutacji genu TP53 oraz faktu, ze nie
zawsze prowadza one do zwigkszonej ekspresji biatka, prawdopodobny jest udziat innych
mechanizmow regulacyjnych, takich jak np. molekut pl14ARF, powodujacych stabilizacje
biatka oraz jego nieprawidlowa ekspresje [50]. Biatko p53 wykrywane za pomoca ITHC
u chorych na szpiczaka bylo raportowane w 8-39% przypadkéw, a jako znamienne

przyjmowano ekspresje biatka w przynajmniej 10% komorek [46, 51].

1.5.2.7. Lancuchy lekkie immunoglobulin kappa/lambda

Lancuchy lekkie immunoglobulin to polipeptydowa sktadowa przeciwciata, ktore
zbudowane s3 z dwoch tancuchow cigzkich (IGH) oraz dwoch tancuchow lekkich (LC).
U ludzi wyréznia si¢ dwa typy tancuchow lekkich: kappa kodowany przez locus na
chromosomie 2 oraz lambda na chromosomie 22. Przeciwciata sa produkowane przez dojrzale
postacie limfocytow B (plazmocyty), z ktorych kazdy ma okreslong klase LC raz na cate
swoje zycie. U zdrowych ludzi stosunek tancuchéw lekkich immunoglobulin kappa/lambda
w surowicy miesci si¢ w granicach 2:1. Wykorzystujac nowoczesne metody wykrywania
poliklonalnych LC ustalono norm¢ dla stosunku kappa/lambda, ktory powinien zawierac si¢
miedzy 0,26 a 1,65 [52]. Komorki z linii B w tkance chtonnej posiadajg tancuchy lekkie
immunoglobulin kappa lub lambda, ale nigdy oba jednoczesnie. Stosujac metode
immunohistochemiczng, mozna okre$li¢ wzgledng ilos¢ komorek B z ekspresja LC kappa

i lambda. Jesli wezet chtonny lub naciek chtonny w innej tkance jest odczynowy (zapalny) lub
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ma charakter tagodny, powinien zawiera¢ mieszaning komoérek kappa i lambda pozytywnych
(poliklonalna populacja limfocytow). Jezeli dominuje jeden rodzaj tancucha lekkiego,
to nalezy podejrzewaé, ze wszystkie komorki pochodza z klonalnej populacji. Moze to
wskazywa¢ na chorobe nowotworowa, taka jak chtoniak z limfocytow B. Lancuchy lekkie Ig
produkowane przez klonalne plazmocyty w szpiczaku plazmocytowym nazywane sg biatkiem
Bence'a-Jonesa [4]. W chorobach zapalnych wykazano, ze LC moga wiaza¢ si¢ z komoérkami
tucznymi, wykorzystujac ich zdolno$¢ do wigzania antygenu, a nastgpnie ulatwiajac ich
aktywacje. Aktywacja komorek tucznych powoduje uwalnianie mediatorow prozapalnych,
ktore przyczyniajg si¢ do rozwoju choroby zapalnej [53]. Wykorzystanie barwien
immunohistochemicznych wraz z oznaczeniem antygenu CDI138 pozwala na okreslenie
klonalno$ci populacji plazmocytdw u chorego z podejrzeniem dyskrazji. Niejednokrotnie
metoda histologiczna z IHC jest jedyna technikg pozwalajacg na potwierdzenie klonalnego

rozrostu plazmocytow, dlatego powinna by¢ rutynowo stosowana w diagnostyce.

1.6. Czynniki prognostyczne w szpiczaku plazmocytowym

Chorzy na szpiczaka plazmocytowego stanowig bardzo niejednorodng grupe¢ z bardzo
zréznicowanym przebiegiem procesu chorobowego i1 czasem przezycia (OS od <6 miesiecy
do >10 lat). Dla wigkszosci jest to progresywna inieuleczalna choroba, jednakze w dobie
nowych terapii rokowanie ulegto poprawie. Czes¢ chorych moze mie¢ przebieg indolentny,
nie zawsze wymagajacy prowadzenia terapii przeciwnowotworowej, osiggajac wieloletnie
okresy catkowitego przezycia. Olbrzymie znaczenie ma wyselekcjonowanie pacjentow,
u ktérych choroba ma przebieg bardziej agresywny, szybciej dochodzi do progresji
1 skrocenia catkowitego czasu przezycia. Poszukuje si¢ czynnikdw prognostycznych
stuzacych identyfikacji tej grupy pacjentow. Uwaza si¢, ze mogg oni odnies¢ korzys¢
z wezesniejszego  wilaczenia  leczenia oraz  bardziej agresywnego  postg¢powania
terapeutycznego. Za najwazniejsze zjawiska w patogenezie choroby oraz przyczyny progresji
wymienia si¢ zmiany genetyczne i molekularne. Warto rowniez podkresli¢c w patofizjologii
MM znaczenie mikrosrodowiska szpiku, bialek macierzy zewnatrzkomoérkowej, cytokin,
czynnikow wzrostu (np. IL6), a takze interakcji komoérek zrgbu szpiku z nowotworowymi
komodrkami plazmatycznymi [54, 55]. Olbrzymi wptyw na rokowanie u chorych ma wiek,
obecnos¢ chorob towarzyszacych, zly stan ogdélny oraz staba odpowiedZz na leczenie
indukujgce. Okreslenie minimalnej choroby resztkowej (MRD) za pomocg cytometrii

przeptywowej po leczeniu jest rowniez znaczacym parametrem, przewidujagcym czas wolny
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od progresji choroby oraz czas calkowitego przezycia, zwtaszcza u chorych poddawanych

autologicznemu przeszczepieniu szpiku [8]. Dotychczas w literaturze opisywanych jest wiele

czynnikdw niekorzystnego rokowania w szpiczaku plazmocytowym, ktore mozna podzieli¢

na kilka grup [2]:

A. Czynniki demograficzne oraz zwigzane z klinicznym zaawansowaniem choroby:
wiek >65 lat, III stadium kliniczne wg Duriego-Salmona lub ISS, zly stan ogo6lny przed
leczeniem oceniany na podstawie skali ECOG (ang. Eastern Cooperative Oncology
Group), niewydolno$¢ nerek, obecnos¢ klasy IgA tancucha cigzkiego immunoglobulin
oraz tancucha lekkiego lambda immunoglobulin

B. Histologiczne, wérod ktorych opisywane sg plazmoblastyczny i1 niedojrzaty typ rozrostu
oraz zajecie szpiku kostnego w postaci rozlanego nacieku, ktore zaobserwowaé mozna
u pacjentdow z zaawansowang, nowo rozpoznang chorobg lub czesto w przypadku
progresji

C. Biochemiczne: wysokie st¢zenie B-2-mikroglobuliny (B2M) w surowicy (>3 mg/l, po
uwzglednieniu niewydolno$ci nerek); wysokie st¢zenie wolnych tancuchow lekkich
(sFLC); podwyzszone stezenie LDH, IL6 w surowicy; stezenie CRP w surowicy >6 mg/I;
duze stgzenie rozpuszczalnej postaci CD56 (NCAM) w surowicy

D. Immunologiczne: niska ekspresja powierzchniowych receptorow CD49e (VLA-5)
1 CDl11a (LFA-1) komorek szpiczakowych; wysoka ekspresja antygenéw CD40 i CD28
na komorkach szpiczakowych; obnizenie liczby limfocytow CD4+ oraz zwigkszenie
liczby subpopulacji CD8+; obecnos¢ krazacych plazmocytow we krwi

Nie wszystkie z wymienionych parametrow sa wykorzystywane w codziennej
praktyce z uwagi na ograniczong dostgpnos¢. Jednakze wiele z nich jest stosowanych celem

oznaczenia stopnia zaawansowania klinicznego choroby.

1.6.1. Diagnostyka cytogenetyczna

Aktualnie przyjmuje si¢, ze najwazniejsze znaczenie patogenetyczne 1 rokownicze
maja zaburzenia cytogenetyczne. W tym celu wszyscy chorzy przy rozpoznaniu choroby
powinni mie¢ wykonane badanie metoda klasyczng oraz za pomoca badania fluorescencyjne;j
hybrydyzacji in situ. Zmiany w kariotypie sa wykrywane u blisko jednej trzeciej pacjentéw za
pomoca metody klasycznej, a u ponad 90% chorych za pomocg badania FISH. U chorych na
szpiczaka dochodzi do =zaburzen liczbowych oraz strukturalnych dotyczacych catych
chromosomow, trisomii, czgsciowych lub catkowitych delecji i translokacji. Do$¢ czesto
obserwuje si¢ ztozone zaburzenia cytogenetyczne, co koreluje z niekorzystnym rokowaniem.
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Typowy zestaw sond fuzyjnych Ilub rozdzielczych (wykorzystywanych w panelu
szpiczakowym) stosowany w laboratoriach diagnostyki cytogenetycznej pozwala na
okreslenie liczby kopii genéw TP53 1 DLEUI oraz obecno$¢ fuzji IGH/FGFR3, IGH/MAF i
IGH/CCNDI1. Najczesciej wystepujace translokacje chromosomowe dotycza genu dla
fancucha cigzkiego immunoglobulin (/GH) na chromosomie 14q32 i dotycza 55-70% os6b. U
blisko 40% pacjentdow chorujacych na szpiczaka plazmocytowego znaleziono siedem
onkogendow (wigkszo$¢ niehiperdiploidalna: CCNDI na 11ql3, MAF na 16q23,
FGFR3/NSD2 4p16.3, CCND3 na 6p21, MAFB na 20ql1, MAFA na 8q24 i CCND2 na
12p13) zaangazowanych w translokacje z chromosomem 14. Pozostata grupa chorych jest w
wigkszo$ci hiperdiploidalna z rzadko wystgpujacymi translokacjami dotyczacymi IGH
(zazwyczaj dodatkowe chromosomy 3, 5, 7, 9, 11, 15, 19, 21) [55]. Wspdtobecno$¢ trisomii
chromosomdéw nieparzystych w pewnym stopniu moze niwelowaé niekorzystne ryzyko
cytogenetyczne, wynikajace z obcigzenia delecjg 7P53 czy translokacjami: t(4;16) 1 t(4;20).
Translokacje dotyczace /GH oraz hiperdiploidia wydaja si¢ by¢ pierwotnym zjawiskiem w
genezie nowotworéw z komorek plazmatycznych, co wigze si¢ ze zwigkszong ekspresja
jednego z genow cykliny D. Stworzono klasyfikacje oparta na profilowaniu genetycznym
ekspresji genéw cykliny D w powiazaniu z nadekspresja onkogendéw zwigzanych z jedng z
siedmiu translokacji /GH. Dzigki odkryciu tych wczesnych zjawisk patogenetycznych w
szpiczaku i1 gammapatii monoklonalnej nie-IgM wyr6zniono chorych mogacych stanowié
odrebne grupy wymagajace zroznicowanego podejscia terapeutycznego z uwagi na przebieg
oraz rokowanie [56]. Monosomia oraz cz¢$ciowa delecja chromosomu 13(13q14) moze by¢
wykryta za pomocg metody FISH nawet u polowy chorych na MM. Aberracje te wystgpuja
czgsto juz na poczatku choroby, ale moga pojawic si¢ rowniez w przypadku progresji lub
nawrotu. Szczegolnie dotyczy to grupy pacjentéw z wystepowaniem t(11;14). Wsrdd innych
opisywanych zmian genetycznych, prowadzacych do autonomii guza, a wystepujacych
u pacjentéw ze szpiczakiem plazmocytowym, wymienia si¢ rearanzacje locus genu MYC
(blisko potowa guzow plazmatycznokomoérkowych). Zjawisko to moze by¢ przyczyna
progresji MGUS nie-IgM oraz w pdzniejszych stadiach szpiczaka [57]. Podobnie mutacje
aktywujace KRAS, NRAS lub BRAF (obecne nawet u 40% chorych) moga by¢ przyczyna
progresji gammapatii monoklonalnej do szpiczaka. Inne powtarzalne zmiany genetyczne,
bedace przyczyng postepu choroby, to wtérne translokacje /GH, delecje lub mutacje genu
TP53 (17p13), powielenia fragmentu krotkiego ramienia chromosomu 1 (1p21) lub/i delecje
fragmentu jego dlugiego ramienia (1g21), mutacje powodujace aktywacje szlaku NF-kappa B,
mutacje FGFR3 w guzach z t(4;14), inaktywacje genoéw supresorowych (np. RBI) oraz
zmiany epigentyczne prowadzace do metylacji DNA. Udowodniono, Zze populacja komorek
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nowotworowych moze sktadac si¢ z kilku klonéw, majacych heterogenne zmiany genetyczne,
niewystepujace na wszystkich komodrkach. Powyzsze zjawisko ma wplyw na decyzje
terapeutyczne, gdyz stosowane leki moga oddziatywa¢ na jeden Ilub kilka klonow
komorkowych, pozostawiajgc inny, bedacy podtozem progresji choroby [58, 59].

Z uwagi na rozw¢] badan nad znaczeniem zmian genetycznych w patogenezie
szpiczaka plazmocytowego rdézne osrodki badawcze rozszerzaja panel badan FISH
o dodatkowe aberracje, co ma szczegolne zastosowanie w badaniach klinicznych nad nowymi
terapiami. Dostepnos¢ tylko w wyspecjalizowanych jednostkach oraz koszty takiej
diagnostyki ograniczajg jej szerokie zastosowanie. IMWG okreslita minimalny oraz
rozszerzony panel sond, ktdory powinien by¢ zastosowany w diagnostyce szpiczaka

plazmocytowego (Tabela 4) [60].

Tabela 4. Konsensus rekomendacji dotyczacy badan cytogenetycznych w MM wg IMWG.
Badania cytogenetyczne metoda FISH

Panel minimum Panel rozszerzony Badania kliniczne
t(11;14) (q13;q932),
dell3, profilowanie ekspresji

okreslenie ploidalnosci, genow
zaburzenia chromosomu 1

t(4;14)(p16;q32),
t(14;16)(q32;923),
del(17p13)

W $lad za IMWG Polska Grupa Szpiczakowa w 2017 roku opublikowata algorytm
diagnostyczny rekomendowany w polskich osrodkach, ktéry pozwala na szybkie wykrycie
aberracji majacych najwigkszy wpltyw na postepowanie terapeutyczne (Suplement Rycina 9).
W pierwszym etapie badania blisko polowa chorych moze uzyska¢ koncowa ocen¢ ryzyka
cytogenetycznego, natomiast pozostali beda wymaga¢ kolejnych analiz. Drugi etap badania
pozwala okresli¢ partnera dla rearanzacji /GH (u ok. 20% chorych obecna jest rearanzacja
FGFR3). W etapie trzecim nalezy sprecyzowac grupe przypadkow z rearanzacjg MAF (ok. 5—
7%). Pozostali chorzy beda w wigkszos$ci przynaleze¢ do grupy o rokowaniu standardowym,
u ktorych wydaje si¢ celowe wykonanie rozszerzonego panelu badan [2].

Wielokrotnie podkresla si¢, ze jako$¢ badania zlezy od prawidlowego pobrania
materiatu do analizy, zastosowania wlasciwej techniki badania FISH oraz odpowiedniej
interpretacji wynikéw przez wyspecjalizowany personel. Miedzynarodowe grupy ekspertow,
w celu standaryzacji wynikow, okreslity kryteria dotyczace analizowanego materiatu, technik

badawczych oraz ustality wytyczne interpretacji rezultatow [2].
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1.6.2. Ocena zaawansowania — klasyfikacje prognostyczne.

W celu okres$lenia zaawansowania choroby oraz rokowania, zar6wno w praktyce
klinicznej, jak 1 w badaniach naukowych, stworzono klasyfikacje prognostyczne, opierajace
si¢ na parametrach klinicznych oraz laboratoryjnych. Od 1975 roku w ocenie stopnia
zaawansowania choroby stosowano klasyfikacj¢ wg Duriego i Salmona (DS), ktora
umozliwia ocen¢ masy nowotworu w oparciu o st¢zenia hemoglobiny, wapnia, biatka
monoklonalnego w surowicy oraz obecno$¢ zmian osteolitycznych w kosciach. Jednakze
w ostatnich latach jej zastosowanie ma coraz mniejsze znaczenie. Greipp 1 wsp. wprowadzili
prosta w uzyciu Miedzynarodowa Klasyfikacj¢ Prognostyczng (ISS). Skala ta opiera si¢ na

ocenie 2 parametrow: stezenia f-2-mikroglobuliny i albuminy w surowicy (Tabela 5) [61].

Tabela 5. Mi¢dzynarodowa klasyfikacja prognostyczna MM (ISS) [61].

Stadium Parametr

ISS1 B2M < 3,5 mg/l i albumina > 3,5 g/dl

ISS 2 B2M < 3,5 mg/l i albumina < 3,5 g/dl lub f2M 3,5-5,5 mg/l
ISS 3 B2M > 5,5 mg/l

Tabela 6. Zmodyfikowana migdzynarodowa klasyfikacja prognostyczna MM (R-ISS) [62].
Stadium Parametr

B2M < 3,5 mg/l i albumina > 3,5 g/dl

R-ISS 1
+ brak rearanzacji wysokiego ryzyka i LDH w normie
R-ISS 2 niespelniajacy kryteriow R-ISS 1 lub R-ISS 3
2M > 5,5 mg/l + [obecno$¢ del(17p) i/lub t(4;14) i/lub
R-ISS 3 P y P

t(14;16)] lub/i LDH powyzej normy

Uwzgledniajac diagnostyke genetyczng w 2015 roku wprowadzono Zmodyfikowang
Migdzynarodowa Klasyfikacje Prognostyczng (R-ISS). Poza dotychczas stosowanymi
parametrami w skali ISS, uwzglednia w grupie wysokiego ryzyka obecno$¢ co najmniej
jednej z 3 aberracji cytogenetycznych o niekorzystnym rokowaniu, zawartych w minimalnym
rekomendowanym panelu diagnostycznym (del(17p), t(4;14) i t(14;16)) i/lub podwyzszona
aktywno$¢ dehydrogenazy mleczanowej (LDH) (Tabela 6) [62]. Bioragc pod uwage dane
literaturowe, odsetek 5 letniego przezycia w stadium 2 wg R-ISS wynosi okoto 62%,aw 113

odpowiednio 82% 1 40%. Skala ta jest cennym narzedziem do oceny rokowania (czasu
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przezycia chorych), niezbednym w planowaniu leczenia oraz jego intensywnos$ci. Aktualnie
jest ona najczesciej uzywang klasyfikacja prognostyczng u pacjentéw ze szpiczakiem.

Analiza cytogenetyczna metoda FISH w plazmocytach pochodzacych ze szpiku
pozwala na stratyfikacje pacjentow do trzech grup ryzyka cytogenetycznego [duzego
(wysokie), posredniego 1 matego (standardowe)] wg klasyfikacji Intergroupe Francophone du
My¢éloma (IFM) i Mayo Clinic (mSMART) (Tabela 7) oraz zmodyfikowanej klasyfikacji na
podstawie pracy Rajkumara (Tabela 8). Za najwazniejsze czynniki ztego rokowania w ww.
klasyfikacjach uznaje si¢ obecnos¢ del(17p)/TP53, translokacji MAF (t(14;16) 1 t(14;20)),
del(1p) [63, 64]. Z kolei IMWG zaproponowalo klasyfikacje molekularno-cytogenetyczna,
w ktorej wyrozniono posta¢ hiperdiploidalng (lepiej rokujaca) oraz niehiperdiploidalna,
z obecnoscig translokacji dotyczacych genu /GH (agresywniejszy przebieg choroby) (Tabela
9) [65].

W badaniach naukowych znajduja réwniez zastosowanie stratyfikacje oparte na
metodzie analizy profilu ekspresji genow (GEP), okreslajace sygnatury molekularne
o wysokim ryzyku. Jednym z wazniejszych sktadnikéw tych wzoréw molekularnych jest
zwigkszona ekspresja gendw zwigzanych z proliferacja. Do najsilniejszych stosowanych skali
prognostycznych w grupie pacjentow ze szpiczakiem naleza UAMS-70, UAMS-17 oraz
EMC-92-gene siganture [55].

Tabela 7. Grupy ryzyka cytogenetycznego w szpiczaku plazmocytowym wg Intergroupe
Francophone du My¢loma (IFM) i Mayo Clinic (mSMART) [63].
Grupy ryzyka cytogenetycznego
Duze ryzyko (20%) Posrednie ryzyko (20%) Male ryzyko (60%)
OS: 3 lata OS: 4-5 lat 0OS:8-10 lat
niekorzystna sygnatura profilu | del(13) met. cytogenetyczng | t(11;14)
ekspresji genow (GEP)

del 17p hipodiploidia t(6;14)

t(14;16) t(4;14) hiperdiploidia

t(14;20) indeks znakowania inne zmiany genetyczne
plazmocytow

del(17p), t(14;16), t(14;20) 1 t(4;14) wykonane metodg FISH
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Tabela 8. Grupy ryzyka cytogenetycznego w szpiczaku plazmocytowym [64].

Grupy ryzyka Zmiany cytogenetyczne

Ryzyko standardowe trisomie
t(11;14)
t(6;14)

Ryzyko posrednie t(4;14)

powielenie 1q21

Ryzyko wysokie del(17p)
t(14;16)
t(14;20)
del(1p)

Obecnos¢ del(17p) wskazuje na wysokie ryzyko bez wzgledu na obecnos$¢ innych

odchylen cytogenetycznych; powielenie (1g21) (bez obecnosci innej anomalii wysokiego

ryzyka) jest rozwazane, jako ryzyko posrednie.

Tabela 9. Klasyfikacja molekularno-cytogenetyczna szpiczaka plazmocytowego wg IMWG.

Kategoria genetyczna
Hiperdiploidalny
Nie hiperdiploidalny
translokacje z cykling D1
t(11;14)(q13;q932),
t(6;14)(p25;932),
t(12;14)(p13;q32)
translokacje NSD2 (MMSET)
t(4;14)(p16;q32)
translokacje MAF
t(14;16)(q32;q923),
t(14;20)(q32;q11),
t(8;14)(q24;q32)

Niesklasyfikowane

% przypadkow

45%
40%
18%
16%
2%
<1%
15%

8%
5%
2%
1%
15%
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1.7. Diagnostyka obrazowa w szpiczaku plazmocytowym.

Wykonanie badan obrazowych u pacjentow z podejrzeniem szpiczaka
plazmocytowego stanowi nieodzowny element diagnostyki. Nalezy zastosowa¢ optymalne
metody pozwalajace na doktadne okreslenie obecnosci i ilo$ci zmian osteolitycznych celem
oszacowania stadium zaawansowania choroby. Wykrycie zmian kostnych nierzadko moze
by¢ pierwszym objawem choroby 1 stanowi czg¢sto wskazanie do rozpoczecia terapii.
Konwencjonalne zdjecia rentgenowskie calego koséca stanowig dobre narzedzie
diagnostyczne do badan przesiewowych, ukazujacych zmiany ubytkowe. Ich niska czuto$¢
oraz liczne ograniczenia wymusity konieczno§¢ wykorzystania nowych technik obrazowania.
Umozliwiajg one prawidlowo zakwalifikowa¢ chorych z postacig objawowa wg aktualnie
obowigzujacych kryteriow SLiM CRAB. Badania MR oraz PET-CT poza duzg wartoscig
diagnostyczng posiadaja rowniez znaczenie prognostyczne. Pozwalaja, dzigki zastosowaniu
metod kontrastowania, na wykazanie aktywnych zmian chorobowych oraz ich ocen¢ po
leczeniu. Gléwnym ograniczeniem ww. metod obrazowania jest brak dostgpnosci oraz
logistyka 1 technika wykonywania analiz. Badania trwaja stosunkowo dlugo i wymagaja
wspélpracy pacjenta oraz podania kontrastu, co czesto jest trudne u chorych
z dolegliwo$ciami boélowymi oraz niewydolno$cia nerek [66, 67]. W ostatnim czasie
popularnym badaniem diagnostycznym pozwalajagcym na ocen¢ kos$cca jest niskodawkowa
tomografia komputerowa pozwalajaca na trojwymiarowag ocen¢ zmian, pozwalajagc na
planowanie biopsji, radioterapii oraz zabiegdw ortopedycznych. Dodatkowymi zaletami
wyzej wymienionej techniki jest krotszy czas badania, latwo$¢ wykonania oraz brak
koniecznosci stosowania §rodkow kontrastujacych. Niskodawkowa tomografia komputerowa
jest lepsza metodg obrazowania niz konwencjonalne zdjecia rentgenowskie przy

poréwnywalnych poziomach narazenia na promieniowanie.

1.8. Leczenie szpiczaka plazmocytowego.

Rokowanie w szpiczaku plazmocytowym na przestrzeni lat ulegalo poprawie,
co w duzej mierze zawdzigcza si¢ nowoczesnym sposobom terapii. Pojawienie si¢ w ostatnich
latach wielu nowych lekéw zmienito charakter choroby oraz pozwolito na wydtuzenie
przezycia. Zar6wno $wiatowe jak i polskie towarzystwa naukowe rekomenduja rozpoczecie
leczenia u kazdego chorego z objawowym szpiczakiem (stwierdzenie objawéw SLiM CRAB)
[2, 68]. Sposdb leczenia powinno si¢ uzalezni¢ od stanu chorego 1 mozliwosci kwalifikacji do
autologicznego przeszczepiania komoérek krwiotworczych (autoSCT). Udowodniono, ze

zastosowanie duzych dawek melfalanu wspomaganego podaniem autoSCT przetamuje
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oporno$¢ plazmocytow oraz wydluza przezycie. Metoda ta powinna by¢ aplikowana u jak
najwigkszej liczby chorych, jednakze z uwagi na jej toksyczno$¢ zarezerwowana jest dla
mtodszych pacjentow w dobrym stanie ogdlnym. W zalezno$ci od kwalifikacji chorego do
autotransplantacji powinno si¢ rozpoczynac leczenie réoznymi schematami chemioterapii.
Wprowadzenie lekéw immunomodulujacych oraz inhibitoréw proteasomu do terapii
szpiczaka plazmocytowego istotnie wptynelo na przezycie chorych. Pacjenci niekwalifikujacy
si¢ do przeszczepienia szpiku powinni otrzymywaé schematy oparte na matych dawkach
melfalanu, talidomidzie/lenalidomidzie, bortezomibie. Zuwagi na brak refundacji
lenalidomidu w pierwszej linii leczenia w Polsce, sa to najczes$ciej schematy VMP
(bortezomib, melfalan, prednizon) i MPT (melfalan, prednizon, talidomid). Alternatywnie
mozna stosowa¢ w tej grupie chorych protokoly zarezerwowane dla mtodszych pacjentow
z odpowiednig redukcja dawek np. CTD (cyklofosfamid, talidomid, deksametazon), VCD
(bortezomib, cyklofosfamid, deksametazon), VTD (bortezomib, talidomid, deksametazon).
Dotaczenie bortezomibu do melfalanu oraz prednizolonu znamiennie wydtuzylo czas wolny
od progresji oraz przezycie [69]. Zastosowanie lenalidomidu wraz z deksametazonem jest
wygodng 1 skuteczng opcja dla starszych chorych, ale dostepng w Polsce jedynie dla chorych
z oporng 1inawrotowg chorobg [70]. Chorzy, uktéorych celem jest wykonanie
autotransplantacji, powinni otrzymywac leczenie w pierwszej linii sktadajace si¢ z trzech
lekéw wg jednego z nastepujacych protokotow: VTD, PAD (bortezomib, doksorubicyna,
deksamatazon), VCD lub w wyjatkowych przypadkach CTD. Dwa pierwsze uzyskatly
mozliwe, powinny by¢ leczeniem z wyboru [2]. Wybierajac schemat leczenia nalezy, poza
jego skutecznoscia, bra¢ pod uwagg profil toksycznosci. Dowiedziono, ze schematy oparte na
bortezomibie oraz talidomidzie obarczone s3 duzg neurotoksycznoscig. Powodujg
polineuropati¢ indukowang chemioterapig, ktéra bardzo obniza jako$¢ zycia chorych. Nie
zostato doktadnie ustalone, kiedy najlepiej nalezy wykonywaé¢ kondycjonowanie oraz
przeszczepienie komorek macierzystych. Zgodnie z rekomendacjami europejskimi
1 amerykanskimi, chorzy kwalifikujacy si¢ do autotransplantacji szpiku, powinni by¢ poddani
tej procedurze po otrzymaniu 4-6 cykli leczenia indukujacego, niezaleznie od uzyskanej
odpowiedzi. Coraz cze¢$ciej wyniki badan wskazuja na celowo$¢ przedtuzonej terapii,
stosowania leczenia konsolidujacego lub podtrzymujacego po autoSCT. Wybdr takiej terapii
powinien uwzglednia¢ jej toksyczno$¢ oraz odlegle skutki. Celem leczenia sa przede
wszystkim zmniejszenie objawow choroby, redukcja masy nowotworu w postaci nacieku
szpiku lub guza (plazmocytoma), obnizenie biatka monoklonalnego w surowicy i moczu.
Odpowiedz na leczenie ocenia si¢ wg kryteriow opublikowanych w 2014 roku przez IMWG
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[8]. Najtrudniejsza grup¢ stanowia chorzy z pierwotnie oporng chorobg, ktérzy powinni by¢
w miar¢ mozliwo$ci poddani autotransplantacji lub leczeni w ramach préb klinicznych.
Niestety, znaczna c¢zg$¢ chorych doswiadcza nawrotu choroby. Podobnie jak przy
rozpoznaniu, celem leczenia pozostaje poprawa jako$ci zycia, zmniejszenie objawOw oraz
wydtuzenie przezycia. Istnieje kilka alternatywnych schematow leczenia a podejscie powinno
by¢ zindywidualizowane. W nawrocie rekomenduje si¢ uzycie terapii opartej o nowe leki,
najlepiej w uktadzie wielolekowym, gdyz daje to szanse na zniwelowanie negatywnego
rokowania. Nieodtagczng czgScig terapii szpiczaka plazmocytowego jest radioterapia, ktéra
moze by¢ stosowana w poczatkowych, lokalnych stadiach choroby lub jako leczenie

paliatywne (objawowe) [2].
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2. CELE PRACY

Cel gléwny:

Okreslenie przydatnosci diagnostycznej 1 rokowniczej wybranych elementéw oceny
histologicznej szpiku i marker6w immunohistochemicznych w grupie chorych z nowo
rozpoznanym szpiczakiem plazmocytowym oraz w grupie z nawrotem/ progresj3

choroby.

Cele pomocnicze:

1.

Poréwnanie oceny histologicznej 1 immunohistochemicznej u pacjentdéw z nowo

rozpoznanym szpiczakiem plazmocytowym oraz nawrotem/progresja choroby.

Okreslenie znaczenia rokowniczego wybranych elementdw oceny histologicznej oraz
markeroOw immunohistochemicznych w grupie pacjentow z nowo rozpoznanym
szpiczakiem plazmocytowym w odniesieniu do czasu catkowitego przezycia, czasu
wolnego od progresji oraz uznanych czynnikdw prognostycznych w szpiczaku

plazmocytowym.

Analiza  znaczenia  wybranych  elementow  oceny  histologicznej oraz
immunohistochemicznej, jako wskaznikow dla uzyskania odpowiedzi klinicznej na
leczenie pierwszej linii w grupie chorych z nowo rozpoznanym szpiczakiem

plazmocytowym.
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3. MATERIAL IMETODY

3.1. Charakterystyka grupy badane;.

Wstepnej analizie poddano grupe 202 chorych z rozpoznaniem szpiczaka
plazmocytowego leczonych w Klinice Hematologii i Transplantacji Szpiku Uniwersytetu
Medycznego w Poznaniu w latach 2008-2016. Ostatecznie kryteria wlaczenia spetnita grupa
90 chorych — 47 kobiet 1 43 mezczyzn w wieku od 32 do 86 lat (mediana wieku w momencie
rozpoznania wynosita 60 lat). Analizie poddano trepanobioptaty pochodzace od chorych
Znowo rozpoznanym szpiczakiem plazmocytowym (56 chorych: 26 mezczyzn - mediana
wieku 63 lata oraz 30 kobiet -mediana wieku 63,5 lat) oraz w momencie nawrotu/progres;ji
choroby (34 chorych: 17 m¢zczyzn o medianie wieku 58 lat oraz 17 kobiet o medianie wieku
55 lat) (Tabela 10). Grupa byla reprezentatywna pod wzgledem klinicznym oraz
demograficznym. Gléwng przyczyne wylaczenia z badania stanowit brak dostgpnosci

materialu do analizy histologiczne;j.

Tabela 10. Struktura wieku i pici w badanych grupach.

Struktura Ogolem Przy rozpoznaniu Przy nawrocie/progresji
wieku i plci mezezyzni | kobiety mezezyzni kobiety

Liczba chorych (n) 90 26 30 17 17

mediana 60,0 63,0 63,5 58,0 55,0
wiek

min 32,0 32,0 48,0 45,0 42,0
(lata)

max 86,0 81,0 86,0 68,0 77,0

3.2. Kryteria wiaczenia i wytaczenia do udzialu w badaniu

Kryteria wlaczenia

A. chorzy z nowo rozpoznanym  szpiczakiem  plazmocytowym  lub
nawrotem/progresja choroby wg IMWG z 2014r., leczeni w Klinice Hematologii i
Transplantacji  Szpiku  Szpitala Klinicznego Przemienienia  Panskiego
Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu w latach 2008-2016

B. wiek>18r.z.

Kryteria wylaczenia

A. wspdtistnienie innej choroby nowotworowe;j
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B. diagnoza bialaczki plazmatycznokomorkowej
C. niedostgpno$¢ materialu do oceny histopatologicznej szpiku

D. nacieczenie szpiku w ocenie histopatologicznej <10%

3.3. Metodyka badan histologicznych i immnunohistochemicznych.

Analizie poddano materiat archiwalnych trepanobioptatow szpiku kostnego
pochodzacych z talerza kosci biodrowej, pobranych w trakcie standardowej diagnostyki
pacjentow ze szpiczakiem plazmocytowym. Analizowane trepanobioptaty byly
reprezentatywne pod wzgledem iloéci oraz jakoéci pozyskanego materiatu. Srednia dtugosé
analizowanych trepanobioptatow wynosita 14,1mm (zakres 9-28mm). Preparatyka oraz
barwienia zostalty wykonane w Zaktadzie Patologii Nowotwordéw Wielkopolskiego Centrum
Onkologii w Poznaniu (kierownik: prof. dr hab. n. med. Andrzej Marszatek).

Materiat tkankowy, bezposrednio po pobraniu, utrwalono w 10% buforowanej
formalinie o pH 7.4. Nastgpnie tkanke umieszczono w 10% kwasie mrowkowym na
24 godziny, po ktorych przeniesiono material do procesora tkankowego. Tak przygotowang
tkanke zatopiono w parafinie w temperaturze 60°C z zastosowaniem standardowych metod
histopatologicznych. Z otrzymanych w ten sposob, odpowiednio oznaczonych bloczkow
parafinowych, skrojono na mikrotomie skrawki o grubosci 4-5um, ktére natozono na szkietka
podstawowe adhezyjne 1 pozostawiono na 1 godzing w temperaturze 60°C.

Preparaty powstate ze skrawkow poddano podstawowym barwieniom histologicznym
hematosykling i1 eozyna oraz barwieniu histochemicznemu na obecnos¢ widkien
srebrochtonnych w aparacie BENCHMARK Special Stains Stainer Module firmy Ventana
Medical System /Roche Diagnostics. W celu oznaczenia cykliny D1 zastosowano krolicze
przeciwcialo firmy Roche anty-cyclina D1 (klon SP4-R). W badaniu zastosowano metode
immunohistochemiczng z uzyciem systemu ultraView Universal DAB Detection Kit firmy
Roche. Barwienie immunoperoksydazowe (IP) wykonano w aparacie BenchMark Ultra firmy
VentanaMedical System /Roche Diagnostics. W badaniach zastosowano metode IHC
zuzyciem systemu DAKO En VisionTM FLEX+. W skrawkach parafinowych odkrywano
antygeny w buforze Target Retrieval Solution, High pH firmy DAKO w aparacie PT-link
w temperaturze 97°C, 20 min. Markery CD56, CD138, CD117 oraz tancuchy lekkie lambda
1 kappa oznaczono za pomocg przeciwcial monoklonalnych RTU 1 poliklonalnych firmy
DAKO. W celu oznaczenia markerow uzyto mysich przeciwciatl: anty - CD56 (IR642), anty -
CD138( IR642) oraz kroliczych przeciwciat poliklonalnych stezonych przeciwko: CD117 kit
(A4502), tahcuchom lekkim lambda (A0193) i tancuchom lekkim kappa (A0191). W badaniu
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zastosowano metode IHC z uzyciem systemu DAKO En VisionTM FLEX. Barwienia IP
wykonano w aparacie Autostainer Link 48 firmy DAKO. W celu oznaczenia CD20 i p53
zastosowano mysie przeciwciata monoklonalne firmy DAKO: anty-CD20 (GA604) i anty-
p53 (GA616). W badaniu zastosowano metode immunohistochemiczng z uzyciem systemu
DAKO En VisionTM FLEX+. Barwienie IP wykonano w aparacie OMNIS firmy DAKO.
Nastepnie otrzymane preparaty z trepanobioptatéw poddano ocenie zgodnie
z zaleceniami International Council for Standardization in Hematology (ICSH) z 2008 roku
[71]. Oceng histologiczng oraz immunohistochemiczng wykonatl kazdorazowo prof. dr hab. n.
med. Mieczystaw Komarnicki. Do analizowanych parametréw histologicznych szpiku
nalezaty: odsetek nacieczenia szpiku na podstawie barwienia H+E (Rycina 2a) oraz barwienia
immunohistochemicznego na obecno$¢ antygenu CD138 (Rycina 2b), rodzaj nacieczenia
szpiku (wyrdzniono 3 rodzaje nacieku: rozlany/ skupiska komoérkowe/ srodmigzszowy), ocena
cytomorfologiczna typu rozrostu (z wyrdznieniem plazmoblastycznego 1 niedojrzatego). W
celu weryfikacji cytomorfologicznej kazdorazowo oceniono rozmaz szpiku z BA,
potwierdzajac rozpoznanie MM. Nasilenia wtdknienia opisano w skali czterostopniowej (MO-
M3) na podstawie preparatow barwionych srebrem. W celu okreslenia klonalno$ci oraz
wykazania aberantnego fenotypu komodrek szpiczakowych oceniono preparaty IHC
nastgpujacych antygenow: CD138, CD56, CD20, CD117, cyklina D1, biatko p53, tancuchy
lekkie kappa i lambda (Rycina 2c¢ i 2d). Analizowano obecno$¢ antygenow dla dwoch
wartosci progowych, przy ktérych wynik uznawano jako dodatni (oznaczano znakiem +) na
podstawie danych literaturowych, omowionych we wstepie niniejsze] pracy oraz

wynikajacych z wartosci $rednich w analizowanej grupie (Tabela 11).

Tabela 11. Procentowe wartosci progowe dla wyniku dodatniego poszczegdlnych antygenow
ocenianych w IHC.

% komorek dla wyniku dodatniego

Antygen Dane literaturowe* Wartosci srednie w badanej grupie

CD56 50 40

CD20 10 20

CD117 5 10

pS3 10 >0

cyklina D1 10 30

LC kappa/lambda proporcja komorek kappa[+]/ lambda[+] > 4:1 albo < 1:2

CD138 10

*[19-21, 27, 31, 38, 43, 44, 46, 51]
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Rycina 2. Naciek plazmocytéw w barwieniu histologicznym hematoksyling i eozyna (A),
dodatnie barwienia immunohistochemiczne na obecno$¢ CD138 (B), tancuchow lekkich
kappa (C) (oznaczone strzatkami) oraz ujemna reakcja na obecno$¢ tancuchéow lambda (D)

u chorego ze szpiczakiem plazmocytowym (powigkszenie 400x).

3.4. Dane kliniczne i laboratoryjne

Na potrzeby powyzszego badania dokonano analizy retrospektywnej dokumentacji
medycznej oraz parametrow laboratoryjnych. Wsrdd analizowanych danych klinicznych
znalazly si¢: data rozpoznania, rozpoczecia terapii, progresji choroby, ostatniej
obserwacji/zgonu, rodzaj zastosowanej terapii w pierwszej linii oraz odpowiedz na leczenie
indukujace. Okres obserwacji pacjentdow obejmowat czas od daty rozpoznania choroby do
daty zgonu lub ostatniej obserwacji (przyjeto umownie 30.03.2017r.). Lacznie mediana czasu
obserwacji w analizowanej grupie wynosita 49,6 (2-119,7) miesigcy. Wsrod chorych z nowo
rozpoznang chorobg mediana czasu obserwacji wyniosta 37,5 (2-98,4) miesigcy, a wsrod

grupy analizowanej w momencie progresji mediana wyniosta 85,1 (33,5-119,7) miesiecy.
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Efekty terapii zastosowanej w pierwszej linii leczenia szpiczaka plazmocytowego
oceniano za pomoca kryteriow odpowiedzi zgodnie z zaleceniami IMWG z 2014 roku, ktore
opublikowano rowniez w Zaleceniach Polskiej Grupy Szpiczakowej w 2017 roku (Suplement
Tabela 321 33) [2].

Wsrod analizowanych parametrow laboratoryjnych w  surowicy pacjentow
w momencie rozpoznania uwzgledniono klas¢ biatka monoklonalnego, typ tancucha lekkiego
immunoglobulin, stezenie albuminy, [-2-mikroglobuliny, kreatyniny oraz aktywno$¢
dehydrogenazy mleczanowej. Immunoelektroforez¢ biatlek wykonywano w Laboratorium nr 1
Szpitala Klinicznego Przemienienia Panskiego w Poznaniu, a pozostate badania laboratoryjne
wykonywano w Laboratorium nr 2 Sgzpitala Klinicznego Przemienienia Panskiego
w Poznaniu.

Do analizy wlaczono wyniki badan cytogenetycznych wykonanych zgodnie
z zaleceniami European Leukemianet w Pracowni Cytogenetycznej Laboratorium
Diagnostyki Hematologicznej Kliniki Hematologii i Transplantacji Szpiku Uniwersytetu
Medycznego w  Poznaniu. W ocenie uwzgledniono badania oznaczane metoda
fluorescencyjnej hybrydyzacji in situ (FISH) wykrywajace niekorzystnie rokujace aberracje
takie jak: t(4;14), t(14;16), del(17p) (panel minimum wg IMWG wykonano u 100% chorych
poddanych analizie).

Na podstawie analizy cytogenetycznej zakwalifikowano pacjentéw do grup ryzyka
cytogenetycznego wg klasyfikacji Intergroupe Francophone du Myéloma (IFM) i Mayo
Clinic (mSMART) oraz zmodyfikowanej klasyfikacji na podstawie pracy Rajkumara.

Pacjentow objetych badaniem oceniono zgodnie z kryteriami zawartymi w klasyfikacji
Durie-Salmon, ISS oraz R-ISS okreslajac stopien zaawansowania klinicznego choroby oraz
grupy ryzyka.

Znaczenia rokownicze ocenianych parametrow W trepanobioptatach  szpiku
wyznaczono poprzez analiz¢ zalezno$ci z wybranymi, uznanymi czynnikami rokowniczymi
w szpiczaku plazmocytowym, wyszczegolnionymi w Tabeli 12, a takze poprzez okre$lenie

czasu wolnego od progresji choroby oraz catkowitego przezycia.
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Tabela 12. Uznane czynniki rokownicze w szpiczaku plazmocytowym, w odniesieniu do
ktorych okreslano znaczenie parametréw histologicznych.
Czynnik prognostyczny
Aberracje cytogenetyczne w FISH | dell7p, t(14;16), t(4;14)
Grupy ryzyka cytogenetycznego klasyfikacja mSMART oraz wg Rajkumara
nasilenie widknienia
Cechy histologiczne: rodzaj nacieku
typ histologiczny rozrostu klonalnych plazmocytow
klasa biatka monoklonalnego
rodzaj tancucha lekkiego w IF surowicy
J stezenie albuminy
Parametry laboratoryjne 2 stezenie p2M
1 stezenie kreatyniny
1 aktywnosé LDH
Stopien zaawansowania wg klasyfikacji DS, ISS, R-ISS
wystapienie nawrotu po 1 linii leczenia

Dane kliniczne o o )
brak odpowiedzi na 1 lini¢ leczenia

3.5. Analiza statystyczna

W pierwszej kolejnosci przeprowadzono analize poréwnawczag pacjentow w dwoch
grupach, z nowo rozpoznang chorobg oraz w momencie nawrotu/progresji, pod wzgledem
danych klinicznych, laboratoryjnych oraz badanych parametréw histologicznych. Ponadto
przeprowadzono analiz¢ zaleznosci wybranych parametrow histologicznych oraz
immunohistochemicznych w grupie chorych z nowo rozpoznang chorobg, a uznanymi
czynnikami prognostycznymi. Analiz¢ zalezno$ci migdzy badanymi cechami w skali
nominalnej wykonano za pomoca testu niezaleznos$ci chi-kwadrat Pearsona, a dla grup z mala
liczebno$cig zastosowano doktadny test Fishera. Oceng¢ przezycia oraz czasu do progresji
choroby wykonano za pomocg krzywych Kaplana-Meiera, ktore nastgpnie poréwnano z
zastosowaniem testu Log-rank. Dodatkowo wyznaczono mediany czasu calkowitego
przezycia oraz czasu do progresji choroby (PFS) dla analizowanych grup. W celu
wyznaczenia czynnikow wptywajacych na OS oraz PFS zastosowano model regres;ji
proporcjonalnego hazardu Coxa. Dla uzyskanych wynikéw przedstawiono wspotczynnik

ryzyka (HR) z 95% przedzialem ufnosci (CI). Wszystkie testy byly oceniane na poziomie
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istotnosci, ktory wynosit p<0,05. Analiza statystyczna zostala wykonana za pomocg programu
STATA 15.1 (StataCorp LLC). Poprawno$¢ zastosowanych testow zweryfikowano w
Katedrze Zaktadzie Informatyki i Statystyki UM im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu —

konsultacja z dr Michatem Michalakiem.

Projekt badania otrzymat zgode Komisji Bioetycznej przy Uniwersytecie Medycznym

w Poznaniu (uchwata nr 54/17) (Suplement).
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4. WYNIKI

4.1. Analiza pordwnawcza grup z uwzglednieniem czasu wykonania trepanobiopsji:

W momencie rozpoznania choroby oraz przy nawrocie/progresji.

4.1.1. Analiza czgstosci wystgpowania odchylen laboratoryjnych

W badanej grupie dominowali chorzy z postacia wydzielajaca szpiczaka
plazmocytowego (z obecnoscig biatka M w surowicy) odpowiednio w klasie IgG (n=44), IgA
(n=24), IgM (n=1) oraz chorobg lekkiego tancucha (n=19). Metoda immunofiksacji
stwierdzono obecno$¢ tancucha lekkiego immunoglobulin kappa u 54 chorych, a tancuch
lambda u 34 chorych. W przypadku 2 pacjentdow nie stwierdzono obecnosci biatka M
wykrywanego w immunoelektroforezie biatek. Nie wykazano réznic w obu grupach pod
wzgledem obecnosci biatka monoklonalnego.

Obnizone st¢zenie albuminy obserwowano w momencie diagnozy u 31 (34,4%)
chorych, w tym 21 w grupie z nowo rozpoznang choroba i 11 przy nawrocie/progres;ji
choroby. Srednie stezenia albumin wynosito 36,66 g/l (zakres od 24,7-50 g/l), a mediana
37,15 g/l.

Podwyzszone stezenie [-2-mikroglobuliny (>3mg/l) stwierdzono u 38 (42,2%)
chorych, w tym 27 w grupie z nowo rozpoznang chorobg i 11 przy nawrocie/progres;ji.
Srednie stgzenie f2M wynosito 3,44 mg/l (zakres od 1,1-24.5 mg/l), a mediana 2,75mg/1.

Podwyzszone stezenie kreatyniny w surowicy w momencie diagnozy obserwowano
u 15 (16,7%) chorych. Srednie stezenie kreatyniny w badanej grupie wynosito 84 pmol/l
(zakres od 37-530 umol/l), mediana 104,3 umol/l.

Zwigkszong aktywnos$¢ dehydrogenazy mleczanowej (>234 U/l) obserwowano u 20
(20,2%) chorych, a u 3 chorych przekraczata ona dwukrotnos¢ gornej granicy normy.

Nie wykazano statystycznie znamiennych roéznic w zakresie czesto$ci wystgpowania

odchylen laboratoryjnych w badanych grupach (Tabela 13).
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Tabela 13. Analiza poréwnawcza czestosci wystepowania odchylen laboratoryjnych w grupie

Z NOWO rozpoznanym szpiczakiem oraz z nawrotem/progresja choroby.

Przy Przy nawrocie
Razem
rozpoznaniu /progresji
Parametr laboratoryjny
n=90 n=56 n=34
n % n % n % p
IgG 44 | 48,9 24 42,9 20 58,8
IgM 1 1,1 1 1,8 0 0
Klasa Ig IgA 24 | 26,6 17 30,4 7 20,6 0,542
LCD 19 | 21,1 12 21,4 7 20,6
NW 2 2,2 2 3,6 0 0
kappa 54 60 30 53,6 24 70,6
LC (IF) lambda 34 | 37,8 24 42,9 10 29,4 0,265
NW 2 2,2 2 3,6 0 0
Albumina | <35g/ 31 | 34,4 21 37,5 11 32,4 0,621
p2M >3,0mg/1 38 | 42,2 27 48,2 11 324 0,14
>gon* 20 | 22,2 15 27,8 5 14,7 0,154
LDH
>2 X ggn 3 33 2 3,7 1 2,9 1
Kreatynina | > 115pmol/l 15 16,7 9 16,1 6 17,7 0,846

*gon - gbrna granica normy

4.1.2. Analiza stopnia zaawansowania choroby wg klasyfikacji prognostycznych

(Durie-Salmon, ISS, R-ISS)

Uwzgledniajac klasyfikacje zaawansowania choroby wg Durie 1 Salmon (DS)
W momencie rozpoznania stwierdzono w obu analizowanych grupach dominacj¢ chorych
w stopniu zaawansowania IIIA (odpowiednio IA - 20, IB - 1, IIA - 4, [IB - 3, IIIA - 56 1 I1IB -
6 chorych). Nie wykazano znamiennych rdéznic statystycznych pomigdzy stopniem
zaawansowania choroby w obu grupach. Ocena na podstawie klasyfikacji prognostycznej ISS
wykazata w badanej populacji 39 chorych w stopniu 1, 36 w stopniu 2 oraz 15 w stopniu 3.
Po uwzglednieniu czynnikéw genetycznych (dell7p, t(4;14) 1 t(14;16)) oraz aktywno$¢
dehydrogenazy mleczanowej chorych poddano reklasyfikacji wg zmodyfikowanej

40



klasyfikacji prognostycznej R-ISS. W grupie chorych w stopniu 1, 2 oraz 3 wg R-ISS
znalazto si¢ odpowiednio 19, 62 oraz 9 pacjentow (Tabela 14). Wérod 62 chorych w 2 stopniu
zaawansowania wg R-ISS, znalazlo si¢ 20 chorych sklasyfikowanych wg ISS w stopniu 1
oraz 6 os6b w stopniu 3 (nie stwierdzono u nich zmian cytogenetycznych oraz podwyzszonej

aktywnosci LDH).

Tabela 14. Analiza poréwnawcza stopnia zaawansowania klinicznego choroby wg
klasyfikacji Durie-Salmon, ISS, R-ISS w grupie z nowo rozpoznanym szpiczakiem oraz

W grupie z nawrotem/progresja choroby.

Przy nawrocie/

Klasyfikacje Razem Przy rozpoznaniu .
progresji
Zaawansowania
n=90 n=56 n=34
klinicznego
n % n % n % p
1 39 43,3 23 41,1 16 47,1
ISS 2 36 40,0 21 37,5 15 44,1 0,325
3 15 16,7 12 214 3 8,8
1 19 21,1 8 14,3 11 32,3
R-ISS 2 62 68.9 41 73,2 21 61,8 0,114
3 9 10,0 7 12,5 2 5,9
1A 20 22,2 13 23,2 7 20,6
IB 1 1,1 1 1,8 0 0
ITA 4 4,4 3 5.4 1 2,9
DS 0,98
IIB 3 33 2 3,6 1 2,9
IITA 56 62,2 33 58,9 23 67,7
111B 6 6,7 4 7,1 2 5,9

4.1.3. Analiza wystgpowania zmian cytogenetycznych oraz klasyfikacji ryzyka

cytogenetycznego

Obecno$¢ aberracji cytogenetycznych przedstawiono w grupie badanej z uwzglednieniem
podzialu na pacjentéw z nowo rozpoznang oraz nawrotowa chorobg. Najczgsciej wystepujaca
aberracja chromosomowg byla obecno$¢ dell7p, ktérg stwierdzono u 23,3% (n=21)
pacjentow w tym 14 z grupy z nowo rozpoznanym szpiczakiem oraz 7 chorych poddanych

analizie w chwili nawrotu/progresji. U 10% (n=9) badanych wykryto obecnos¢ t(4;14), w tym
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7 chorych w momencie diagnozy. Obecnos¢ t(14;16) stwierdzono tylko u 3 chorych z nowo
rozpoznanym szpiczakiem (Tabela 15). Nie wykazano znamiennych statystycznie réznic w
stopniach ryzyka cytogenetycznego wg klasyfikacji mSMART i1 wg Rajkumara. Szczegoly

przedstawiono w Tabeli 15.

Tabela 15. Obecno$¢ zmian cytogenetycznych oznaczonych metoda FISH oraz podziat

pacjentéw ze wzgledu na grupy ryzyka cytogenetycznego.

Zmiany cytogenetyczne T Przy Przy nawrocie/
i grupy ryzyka rozpoznaniu progresji
cytogenetycznego n=90 n=56 n=34
Aberracje met. FISH n % n % n % p
dell7p 21 233 14,0 25,0 7 20,6 0,631
t(14;16) 3 3,3 3,0 5,4 0 0,0 0,287
t(4;14) 9 10,0 7,0 12,5 2 5.9 0,474
Klasyfikacja wg Rajkumara n % n % n % p
standardowe 58 | 644 36,0 64,3 22 64,7
posrednie 9 10,0 4,0 7,1 5 14,7 0,451
wysokie 23 25,6 16,0 28,6 7 20,6
Klasyfikacja mSMART n % n % n % p
standardowe 54 | 60,0 30 53,6 24 70,6
posrednie 12 133 9,0 16,1 3 8.8 0,318
wysokie 24 26,7 17,0 30,4 7 20,6

4.1.4. Analiza poréwnawcza wystgpowania wybranych elementow oceny

histologicznej oraz badanych markeré6w immunohistochemicznych.

4.14.1. Analiza wystgpowania nasilenia wtoknienia, rodzaju nacieku, typu

rozrostu oraz stopnia nacieczenia szpiku.

W ocenie histologicznej u chorych z nowo rozpoznang chorobg dominowal szpik
bogatokomorkowy. Stwierdzano go u 85,7% (48/56) chorych. W pozostatych przypadkach
stwierdzano szpik $redniokomoérkowy u 10,7% (6/56), a ubogokomoérkowy u 3,6% (2/56).
Podobne zaleznos$ci stwierdzano w grupie chorych analizowanych w momencie
nawrotu/progresji - szpik bogatokomoérkowy, $redniokomérkowy i ubogokomorkowy

wystepowat odpowiednio u 61,8% (21/34), 32,4% (11/34) 1 5,9% (2/34) chorych (Wykres 1).
42



Komorkowos¢ preparatu

90

85,7

80
70 61,8
60
50
40 32,4
30
20 10,7
10 3’6 i 5’9

0 ﬁ e ——

przy rozpoznaniu przy nawrocie/progresji

% 0sob

M bogatokomorkowy M sredniokomodrkowy M ubogokomorkowy

Wykres 1. Porownanie komoérkowos¢ preparatu pochodzacego od chorych w momencie

diagnozy oraz przy nawrocie/progresji MM.

Wibknienie szpiku (MF0) w momencie diagnozy stwierdzano u 58,9% (33/56), a przy
progresji u 61,8% (21/34) chorych. U pozostatych pacjentow stwierdzano witdknienie tylko
w stopniu MF1 1 MF2. W obu grupach nie zidentyfikowano chorych z najwyzszym stopniem
wtoknienia (MF3). Nie znaleziono znamiennych réznic w nasileniu widknienia szpiku w obu

grupach chorych (p=0,547) (Tabela 16 oraz Wykres 2).

Widknienie
AT 61,8
60 ’
50
0
040 32,1
@ 30 23,5
20 14,7
- 8,9
O - -
przy rozpoznaniu przy nawrocie/progresji

EMFO EMF1 MMF2 K MF3

Wykres 2. Ocena wystepowania wtoknienia okre§lanego w materiale trepanobioptycznym od

chorych z MM w grupie z nowo rozpoznang chorobg oraz przy nawrocie/progres;ji.
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Tabela 16. Ocena czesto$¢ wystepowania wybranych elementow oceny histologicznej szpiku
w 2 grupach: w momencie diagnozy oraz przy nawrocie/progresji MM.

Przy nawrocie/
Przy rozpoznaniu

Parametr histologiczny progresji
n=56 n=34
Wiloéknienie n % n % p
MFO0 33 58,9 21 61,8
MF1 18 32,1 8 23,5
0,547
MEF2 5 8,9 5 14,7
MF3 0 0,0 0 0,0
Rodzaj nacieku
rozlany 17 30,4 7 20,6
skupiska 26 46,4 14 41,9 0,281
$rodmigzszowy 13 23,2 13 38,2
Typ rozrostu
niedojrzaly, plazmoblastyczny 4 7,1 3 8,8 1
Stopien nacieczenia
<20% 6 10,7 9 26,5
20-50% 18 32,1 12 35,3 0,094
>50% 32 57,1 13 38,2

Odsetek nacieczenia szpiku przez plazmocyty oceniany byl w preparatach barwionych
na obecnos¢ antygenu CD138. Nacieczenie >50% stwierdzono w 57,1% (32/56) przypadkach
chorych znowo rozpoznanym MM, a w 38,2% (13/34) w grupie analizowanej przy
nawrocie/progresji. Nie stwierdzono znamiennych statystycznie réznic w odsetku nacieczenia
szpiku przez szpiczaka plazmocytowego w obu analizowanych grupach (p>0,094) (Tabela
16).

Rozlany naciek nowotworowy czgsciej obserwowano w trepanobioptatach pobranych
w momencie diagnozy choroby, niz w przypadku nawrotu/progresji (30,4% vs 20,6%).
Podobnie naciek $rodmigzszowy wystepowal czeSciej przy nawrocie/progresji choroby
(38,2% vs 23,2%). Roznice te jednak nie byly znamienne statystycznie (p<0,281) (Tabela 16
oraz Wykres 3).
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Wykres 3. Ocena wystepowania typu nacieku nowotworowego okreslanego w bioptatach

szpiku chorych z MM w grupie z nowo rozpoznang chorobg oraz przy nawrocie/progresji.

W obu grupach chorych, na podstawie oceny histologicznej preparatoéw barwionych
metoda H+E, stwierdzano podobng czestos¢ wystepowanie niedojrzalego lub

plazmoblastycznego typu rozrostu nowotworowego (Tabela 16).

4.1.4.2. Analiza wystepowania markeréw immunohistochemicznych.

Odsetki chorych z ekspresja poszczegdlnych antygendw na powierzchni plazmocytow,
analizowanych w preparatach immunohistochemicznych dla dwoch przyjetych wartosci
progowych (Tabela 11), nie rdéznily si¢ znamiennie mig¢dzy analizowanymi grupami
(poszczegolne wyniki przedstawiono w Tabeli 17 oraz na Wykresie 4). Nie zaobserwowano
rowniez znamiennych réznic w odsetkach o0s0b z wspdlwystgpowaniem wybranych
antygenow immunohistochemicznych w obu analizowanych grupach pacjentow ze

szpiczakiem plazmocytowym (Tabela 18).
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Tabela 17. Odsetek chorych z ekspresja poszczegdlnych antygendw réznicowania

komorkowego oraz wybranych biatek w momencie diagnozy oraz przy nawrocie/progres;ji

choroby.
Antygen IHC Przy rozpoznaniu  Przy nawrocie/progresji
(% komorek dla wyniku n=56 n=34
dodatniego) n % n % p
CD56+ (>40%) 16 28,6 10 29,4 0,932
CD56+ (>50%) 14 25,0 9 26,5 0,877
CD20+ (>10%) 15 26,8 7 20,6 0,507
CD20+ (>20%) 9 16,1 4 11,8 0,573
p53+ (>0) 5 8,9 4 11,8 0,725
p53+ (=10%) 2 3,6 2 5,9 0,631
CD117+ (>5%) 16 28,6 8 23,5 0,6
CD117+ (>10%) 12 21,4 7 20,6 0,925
cyklina D1 (>10%) 37 66,1 24 70,6 0,657
cyklina D1 (>30%) 26 46,4 15 44,1 0,831
kappa (przewaga) 32 57,1 24 70,6 0,202
lambda (przewaga) 24 429 10 29,4 0,202

(+) - obecnos¢ danego antygenu na komoérkach

Odsetek chorych z ekspresja poszczegdinych
antygendow w populacji pacjentow z MM
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Wykres 4. Odsetek chorych z ekspresja poszczegdlnych antygendow roéznicowania
komoérkowego oraz wybranych biatek w momencie diagnozy oraz przy nawrocie/progresji

MM.
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Tabela 18. Odsetek chorych z wspotwystepowaniem poszczegolnych antygenow

immunohistochemicznych w momencie diagnozy oraz przy nawrocie/progresji MM.

Wspolwystepowanie Przy rozpoznaniu Przy nawr(.).cie/
antygenow IHC progresji
(% komorek dla wyniku n=56 n=34

dodatniego) n % n % p
CDI117-(=5%) CD56— (=50%) 28 50,0 20 58,8 0,416
CD117-(=10%) CD56— (>40%) 31 55,4 20 58,8 0,748
CD56—- (=50%) p53+ (>0) 3 54 1 2,9 1
CD56— (=40%) p53+ (>0) 3 5,4 1 2,9 1
CDI117+ (=5%) CD1+ (=10%) 12 21,4 6 17,7 0,664
CDI117+ (210%) CD1+ (=30%) 6 10,7 4 11,8 1
CDI117-(=5%) p53+ (>0) 4 7,1 4 11,8 0,47
CDI117-(=10%) p53+ (>0) 4 7,1 4 11,8 0,47
CD117- (=5%) lambda+ 20 35,7 7 20,6 0,129
CDI117-(=10%) lambda+ 20 35,7 7 20,6 0,129
CD117+ (=5%) lambda+ 4 7,1 3 8,8 1
CDI117+ (=10%) lambda+ 4 7,1 3 8,8 1
CD117- (=5%) kappa+ 24 42,9 20 58,8 0,142
CD117- (=10%) kappa+ 20 35,7 19 55,9 0,061
CD117+ (=5%) kappa+ 12 21,4 5 14,7 0,43
CDI117+ (=10%) kappa+ 8 14,3 4 11,8 1
CD56— (>40%) lambda+ 17 30,4 9 26,5 0,693
CD56— (=50%) lambda+ 17 30,4 9 26,5 0,693
CD56+ (>40%) lambda+ 7 12,5 1 2,9 0,25
CD56+ (=50%) lambda+ 7 12,5 1 2,9 0,25
CD56- (=50%) kappa+ 23 41,1 15 44,1 0,777
CD56- (>40%) kappa+ 25 44,6 16 47,1 0,823
CD56+ (=50%) cyklina D1+ (=10%) 7 12,5 7 20,6 0,305
CD56+ (>40%) cyklina D1+ (>30%) 6 10,7 6 17,7 0,348

(+) obecno$¢ danego antygenu na komoérkach; (-) brak antygenu na komoérkach
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4.2. Znaczenie rokownicze wybranych elementow oceny histologicznej oraz badanych
markeréw immunohistochemicznych w bioptatach szpiku w grupie pacjentéw z nowo

rozpoznanym szpiczakiem plazmocytowym.

4.2.1. Znaczenie rokownicze w  odniesieniu do uznanych czynnikéw

prognostycznych w szpiczaku plazmocytowym.

W  celu okre§lenia  znaczenia  rokowniczego  ocenianych  parametrow
w trepanobioptatach  szpiku  przeprowadzono jednoczynnikowag analize zaleznosci
z wybranymi, uznanymi czynnikami rokowniczymi w szpiczaku plazmocytowym (Tabela

12).

4.2.1.1.  Znaczenie nasilenia wtoknienia, rodzaju nacieku, typu rozrostu, stopnia

nacieczenia w szpiku kostnym.

Zaobserwowano zwigzek pomiedzy nasileniem widknienia oraz rodzajem nacieku
nowotworowego. W grupie 0s6b z rozlanym naciekiem nowotworowym 70,6% (12/17)
chorych miato widknienie co najmniej w stopniu MF1, natomiast bylo ono nieobecne

u wszystkich chorych z naciekiem §rodmigzszowym (p=0,001) (Tabela 19).

Tabela 19. Nasilenie wtoknienia a rodzaj nacieku nowotworowego.

Rodzaj nacieku
Wiloknienie, a rodzaj

rozlany skupiska Srodmiazszowy
nacieku
n % n % n % p
MFO0 5 294 | 15 57,7 13 100
MF1 9 52,9 9 34,6 0 0
Nasilenie wloknienia 0,001
MF2 3 17,7 2 7,7 0
MF3 - - - - - -

Wykazano zwigzek pomiedzy rodzajem nacieku, a stopniem zaawansowania wg
klasyfikacji Durie-Salmon. Trzeci stopien zaawansowania stwierdzano u 94,1% (16/17)
chorych z rozlanym naciekiem nowotworowym, w przeciwienstwie do chorych z naciekiem
srédmigzszowym, gdzie dominowat stopien pierwszy (53,8% pacjentéw) (p=0,006).

W analizowanej grupie u 21,4% (3/14) chorych z dell7p zaobserwowano niedojrzaty

1 plazmoblastyczny typ rozrostu. W grupie osob bez dell7p ten typ rozrostu wystepowat tylko
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u 2,3% (1/42) chorych. Stwierdzono zwigzek miedzy obecnoscig dell7p w badaniu FISH
arodzajem histologicznym rozrostu w szpiku kostnym (p=0,044). Wsrdéd chorych ze
stwierdzong obecnoscig t(4;14) u 28,6% (2/7) chorych zaobserwowano niedojrzaty
1 plazmoblastyczny typ rozrostu, ktory obserwowano tylko u 4,1% (2/47) osob bez t(4;14).
Potwierdzono istotng statystycznie korelacje¢ pomiedzy t(4;14) a niedojrzalym
1 plazmoblastycznym typem rozrostu (p=0,049).

Wsrod chorych, u ktérych stwierdzano <50% plazmocytdw w szpiku, widknienie nie
wystepowato u 83,3% (20/24) chorych. Przy nacieczeniu szpiku >50% stwierdzono
wloknienie w stopniu MF1 w 50% (16/32) przypadkow oraz w stopniu MF2 w 9,4% (3/32).
Wykazano istotng statystycznie zalezno$¢ wielko$ci nacieku przez szpiczaka inasileniem
wloknienia (p=0,006). U os6éb z rozlanym naciekiem odsetek nacieczenia szpiku >50%
stwierdzono u 94,1% (16/17) chorych. W przypadku, gdy dominowat naciek srédmiazszowy,
odsetek plazmocytow <50% szpiku obserwowano u 76,8% (10/13) pacjentow. Wykazano
znamienny zwigzek pomig¢dzy rodzajem histologicznym nacieku a odsetkiem nacieczenia

przez plazmocyty (p=0,001) (Tabela 20).

Tabela 20. Zalezno$¢ wielkosci nacieku przez plazmocyty a rodzajem histologicznym

nacieku i nasileniem wldknienia

Wielko$¢ nacieku Odsetek nacieczenia szpiku
a rodzaj nacieku <20% 20-50% >50%
i nasilenie wloknienia n % n % n % p
rozlany 0 0 1 5,9 16 94,1
Rodzaj
skupiska 3 11,5 10 38,5 13 50 0,001
nacieku
Srodmigzszowy 3 23,1 7 53,9 3 23,1
MF0 5 15,1 15 45,5 13 39,4
Nasilenie = MF1 1 5,6 1 5,6 16 88,9
0,006
wloknienia | MF2 0 0 2 40 3 60
MF3 - - - - - -

Nie wykazano korelacji pomiedzy nasileniem witoknienia, rodzajem nacieku, typem
rozrostu, stopniem nacieczenia w szpiku kostnym a pozostalymi analizowanymi, uznanymi

czynnikami rokowniczymi w szpiczaku plazmocytowym.
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4.2.1.2. Znaczenie ekspresji markerow immunohistochemicznych (CD56,
CD20, p53, CDI117, cyklina DI, tancuch lekki immunoglobulin
kappa/lambda).

Analizujac ekspresje antygenéw powierzchniowych na plazmocytach stwierdzono
zwigzek wystepowania wysokiej ekspresji CD56 (=50%) z czgstsza obecnoscia niekorzystnie
rokujacej t(4;14) (p=0,046). Ponadto zaobserwowano, ze wsrod chorych z wysoka ekspresja
cykliny D1, nie wystepowata t(4;14) (p=0,012) (Tabela 21).

Tabela 21. Analiza zalezno$ci ekspresji CD56 i Cykliny D1 z obecnos$cia niekorzystnie

rokujacej t(4;14) w grupie pacjentdw z nowo rozpoznanym MM.

Ekspresja CD56 cyklina D1
CD56 i cyklina D1 dodatni ujemny dodatni ujemny
a t(4;14) (>50%) (<50%) (>30%) (<30%)
t(4;14) n % n % p n % n % p
dodatnia 4 | 28,6 3 7,1 0 0 7 1233
0,046 0,012
ujemna 10 71,4 | 39 | 929 26 | 100 | 23 | 76,7

Analiza ekspresji CD20 wykazata u chorych z podwyzszong obecnos$cia tego antygenu
(>20%) statystycznie czgséciej zajecie szpiku przez rozlany naciek nowotworowy (p=0,026).
Istotnie czg$ciej stwierdzano u nich roéwniez wioknienie szpiku, ktére zaobserwowano
u 88,9% (8/9 chorych) (p=0,004). Wszyscy chorzy z podwyzszong ekspresja antygenu CD20

mieli prawidtowe stezenie albuminy w surowicy (p=0,019) (Tabela 22).

Tabela 22. Analiza zalezno$ci pomiedzy ekspresja antygenu CD20 a wtdknieniem, rodzajem
nacieku oraz stezeniem albumin w grupie chorych z nowo rozpoznanym szpiczakiem.

CD20 + (=20%) CD20 - (<20%)
Ekspresja CD20 a wybrane parametry

n % n % p

brak 1 11,1 32 68,1

Wiéknienie 0,004
obecne 8 88,9 15 31,9
Rodzaj rozlany 6 66,7 11 23,4

: : 0,026
nacieku skupiska/srédmiazszowy 3 33,3 36 76,6
<35g/dl 0 0 21 44,7

Albumina 0,019
>35g/dl 9 100 26 55,3
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Ekspresja biatka p53 w analizowanej populacji chorych na MM wystepowata u 10%
(9/90) pacjentow, w tym 8,9% (5/56) z nowo rozpoznang choroba. Zaobserwowano zwigzek

pomigdzy ekspresja p53 i nasileniem wtoknienia (p=0,025) (Tabela 23).

Tabela 23. Analiza zalezno$ci pomiedzy ekspresja pS3 a wioknieniem w grupie chorych

Z NOWO rozpoznanym szpiczakiem plazmocytowym.

pS3 + pS3 -
Ekspresja p53 a wloknienie
n % n % p
brak 1 20 32 62,8
Wiloknienie 0,025
obecne 4 80 19 37,2

Rodzaj tancucha lekkiego immunoglobulin obecny na powierzchni klonalnych
plazmocytéw w analizowanej grupie korelowal ze stezeniem B-2-mikroglobuliny, ktore bylo
znamiennie cze¢$ciej podwyzszone u chorych lambda dodatnich (p=0,017). Chorzy ci czg¢sciej
nie uzyskiwali odpowiedzi na leczenie indukujace (p=0,009). Takze czeséciej wystepowat
u nich nawrét po 1 linii leczenia, w porownaniu z chorymi z rozrostem kappa plazmocytow
(66,7% vs 28,1%) (p=0,006). Chorzy z obecnos$cig rozrostu lambda posiadali wyzszy stopien
zaawansowania choroby wg klasyfikacji ISS, niz chorzy kappa dodatni (p=0,04) (Tabela 24).

Tabela 24. Analiza zalezno$ci pomiedzy ekspresja tancucha lekkiego na powierzchni
klonalnych plazmocytow a podwyzszonym stezeniem P2M, odsetkiem odpowiedzi na
leczenie indukujace, czesto$cia nawrotu po leczeniu 1 linii oraz zaawansowaniem wg

klasyfikacji ISS w grupie chorych z nowo rozpoznanym szpiczakiem.

Ekspresja lancucha lekkiego kappa lambda
a wybrane parametry n % n % p
>3,0mg/1 11 34,4 16 66,7
p2M 0,017
<3,0mg/1 21 65,6 8 33,3
Odpowiedz na tak 27 84,4 12 52,2
0,009
1 lini¢ leczenia nie 5 15,6 11 47,8
Obecnos¢ nawrotu tak 9 28,1 14 66,7
0,006
po 1 linii leczenia nie 23 71,9 7 33,3
ISS1 17 53,1 6 25
ISS ISS2 8 25 13 54,2 0,04
ISS3 7 21,9 5 20,8
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4.2.2. Czynniki wptywajace na czas catkowitego przezycia w grupie chorych z nowo

rozpoznanym szpiczakiem plazmocytowym.

W grupie chorych z nowo rozpoznang chorobg mediana czasu catkowitego przezycia
wyniosta 37,5 miesigcy (min-max: 2-98,4 miesigca). Metodg jednowariantowg wykazano
statystycznie znamienny, niekorzystny wptyw na catkowite przezycie w tej grupie dla takich
parametrow jak: obnizone st¢zenie albumin <35g/l, podwyzszone st¢zenie [-2-
mikroglobuliny, kreatyniny, wyzszy stopien zaawansowania wg klasyfikacji DS, trzeci
stopien wg klasyfikacji ISS 1 R-ISS oraz brak odpowiedzi na zastosowane leczenia

pierwszoliniowe (Tabela 25).

Tabela 25. Jednowariantowa analiza wplywu wybranych czynnikow na czas calkowitego
przezycia w grupie chorych z nowo rozpoznanym szpiczakiem plazmocytowym.
Znaczenie prognostyczne wzgledem OS

w grupie chorych z nowo rozpoznanym MM Yetiana R esace) P
dell7p tak vs nie 44,1 vs NO 0,644
t(14;16) tak vs nie NO vs 59,4 0,285
t(4;14) tak vs nie 42,3 vs NO 0,111
ryzyko cytogenetyczne wg Rajkumara:

standardowe vs posrednie vs wysokie NOvs 128 vsad] 0199
Ryzyko cytogenetyczne wg mSMART:

standardowe vs posrednie vs wysokie NOvs45,0vs a1 0337
tancuch lekki w IF: lambda vs kappa i NW 42,3 vs NO 0,119
albumina <35g/1 vs >35g/1 42,3 vs NO 0,009
B2M >3,0 mg/1 vs <3,0mg/I 45,6 vs NO 0,004
LDH >ggn (234U/1) vs norma 59,4 vs NO 0,552
LDH >2xggn (468U/1) vs norma 2,2 vs NO 0,269
Kreatynina > 115 pmol/l vs <115 umol/l 12,8 vs NO 0,001
ISST1ISS2vsISS 3 NO vs 13,4 0,005
R-ISS 11 R-ISS2 vs R-ISS 3 NO vs 10,8 0,003
DS IA, IB, ITIA vs IIB vs IIIA vs I1IB NO vs 3,6 vs 59,4 vs 4,1 0,0001
nawr6t po 1 linii leczenia: tak vs nie 44,1 vs NO 0,304
uzyskanie CR po 1 linii: tak vs nie NO vs 59,4 0,103
odpowiedz na 1 lini¢: SD-CR vs PD NO vs 42,3 0,031

NO - mediana nieosiggnigta
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W grupie z obecnoscig dell7p oraz t(4;14), z podwyzszong aktywnoscia LDH
osiggnigto mediang OS w przeciwienstwie do grupy osob bez tych zaburzen. W analizowane;j
grupie chorych obserwowano tendencje skrocenia mediany OS wraz ze wzrostem ryzyka
cytogenetycznego wg klasyfikacjii mSMART oraz Rajkumara. Nie miato to jednak
znamiennosci statystycznej

W ocenie histologicznej szpikoéw pochodzacych od chorych w momencie diagnozy
MM wykazano statystycznie znamienny zwigzek pomig¢dzy rodzajem tancucha lekkiego
immunoglobuliny, wykrywanego metoda IHC na powierzchni plazmocytow, a czasem
catkowitego przezycia (p=0,049) (Rycina 3). Pacjenci z klonalnym rozrostem plazmocytow

kappa nie osiggneli mediany OS, ktora wynosita 42,3 miesigca dla chorych lambda dodatnich.

OS w zaleznosci od ekspresji taricucha lekkiego immunoglobulin

1.00
N
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Rycina 3. Analiza Kaplan—Meier czasu catkowitego przezycia (OS) w grupie z nowo
rozpoznanym MM w zalezno$ci od obecnosci tancucha lekkiego immunoglobulin na

plazmocytach (p = 0,049).

0S dla chorych z plazmocytami o fenotypie CD117- kappa+ OS dla chorych z plazmocytami o fenotypie CD56- kappa+
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Rycina 4. Analiza Kaplan—Meier czasu catkowitego przezycia (OS) w grupie chorych z nowo
rozpoznanym MM w  zaleznosci od obecno$ci plazmocytow o  fenotypie

CD117- kappa+ (p = 0,005) (A) oraz CD56— kappa+ (p = 0,008) (B).
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Ponadto wykazano, ze chorzy posiadajacy komorki charakteryzujace si¢ fenotypem
CD117- kappa+ (p= 0,005) oraz CD56— kappa+ (p=0,008) mieli statystycznie dtuzsze okresy
catkowitego przezycia (Rycina 4). Nie wykazano zwigzku pozostatych parametrow

histologicznych i immunohistochemicznych a czasem catkowitego przezycia (Tabela 26).

Tabela 26. Jednowariantowa analiza wplywu wldknienia, typu nacieku, rozrostu, stopnia
nacieczenia oraz markerow IHC na czas catkowitego przezycia w grupie chorych z nowo

rozpoznanym szpiczakiem plazmocytowym.

Znaczenie prognostyczne wzgledem OS Mediana OS

w grupie chorych z nowo rozpoznanym MM (miesiace) P
Elementy oceny histologicznej

wléknienie MFO vs MF1 vs MF2 NO vs NO vs 59,4 0,587

typ nacieku rozlany vs skupiska i srddmigzszowy 44,1 vs NO 0,204

typ rozrostu: niedojrzaty, plazmoblastyczny

vs dojrzaly i posredni 423 Vs NO 0317

stopien nacieczenia >50% vs <50% 59,4 vs NO 0,086
Antygeny IHC

CD56 >40% vs <40% 44,1 vs NO 0,167

CD56 >50% vs <50% 44,1 vs NO 0,529

CD20 >10% vs <10% 59,4 vs NO 0,776

CD20 >20% vs <10% NO 0,897

p53 >0 vs p53- NO vs 59,4 0,435

p53 >210% vs <10% 7,0 vs NO 0,308

CD117 =25% vs <5% 41,0 vs NO 0,29

CD117 =210% vs <10% 28,0 vs NO 0,125

cyklina D1 >10% vs <10% NO vs 45,6 0,216

cyklina D1 >30% vs <30% NO vs 59,4 0,679

lambda vs kappa 42,3 vs NO 0,049
Koekspresja wybranych antygenéw IHC

CD117-kappa+: tak vs nie NO vs 42,3 0,005

CD56- kappa+: tak vs nie NO vs 44,1 0,008

W celu wyznaczenia czynnikoéw ryzyka wptywajacych na czas catkowitego przezycia
wykonano analize¢ w oparciu o model regresji proporcjonalnego hazardu Coxa. Wykazano, ze

histologicznym czynnikiem ryzyka, znamiennie wplywajacym na skrocenie przezycia
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(2,4 krotnie), byta obecno$¢ w preparatach histologicznych klonalnych plazmocytow lambda.
Ponadto wykazano, ze stwierdzenie obecnos$ci plazmocytow o fenotypie CD117- kappa+ oraz
CD56- kappa+ bylo czynnikiem wplywajacym na wydtuzenie przezycia. W badanej grupie
potwierdzono, ze stezenie albuminy <35g/l, B-2-mikroglobuliny >3,0 mg/l, kreatyniny >115
umol/l, trzeci stopien zaawansowania wg DS, ISS 1 R-ISS, brak odpowiedzi na pierwszg lini¢

leczenia sg czynnikami niekorzystnego rokowania co do przezycia (Tabela 27).

Tabela 27. Regresja proporcjonalnego hazardu Coxa dla czasu catkowitego przezycia
w grupie chorych z nowo rozpoznanym szpiczakiem plazmocytowym.

Regresja proporcjonalnego hazardu Coxa dla OS

Czynnik p HR 95% CI
albumina <35g/1 0,014 3,19 1,27 8,008
p2ZM >3,0 mg/l 0,008 3,659 1,393 9,608
kreatynina >115 pmol/l 0,0009 6,02 2,335 | 15,519
ISS 3 0,003 5428 | 1,757 16,766
R-ISS 3 0,025 11,35 1,357 | 94,928
Durie-Salmon IIIA 1 I1IB 0,0004 9,84 1,2 7,99
Uzyskanie odpowiedzi na 1 lini¢ leczenia 0,038 0,391 0,161 0,95

Antygeny na powierzchni plazmocytow
lambda 0,047 2,402 | 0,975 5,92
CD117- kappa+ 0,01 0,254 0,089 0,717
CD56- kappa+ 0,014 0242 | 0,078 0,748

4.2.3. Czynniki wptywajace na czas wolny od progresji choroby w grupie chorych z

nowo rozpoznanym szpiczakiem plazmocytowym.

W grupie chorych z nowo rozpoznanym szpiczakiem plazmocytowym wykazano, iz
czynnikami wplywajacymi znamiennie na skrocenie czasu wolnego od progresji choroby
byly: obecnos¢ t(4;14), obecnos¢ tancucha lekkiego lambda w surowicy wykrywanego
metoda immunofiksacji oraz brak odpowiedzi na 1 lini¢ leczenia. Ponadto obserwowano
trend, (bez znamienno$ci statystycznej), wskazujacy na to, ze obecnos¢ dell7p, t(14;16),
stezenie albuminy <35g/l, podwyzszone stezenie B-2-mikroglobulina >3,0 mg/l, podwyzszona
aktywnos¢ LDH wigzaly si¢ z krotszym PFS. Zauwazono rowniez, ze wraz z wyzszym
stopniem zaawansowania wg klasyfikacji ISS 1 R-ISS mediany czasu wolnego od progres;ji

ulegaty skroceniu (Tabela 28).
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Tabela 28. Jednowariantowa analiza wptywu wybranych czynnikow na czas wolny od

progresji choroby (PFS) w grupie chorych z nowo rozpoznanym szpiczakiem

plazmocytowym
Znaczenie prognostyczne wzgledem PFS
w grupie chorych z nowo rozpoznanym MM MEHEm IS ES e P
dell7p tak vs nie 15,5vs 18 0,888
t(14;16) tak vs nie 13,8 vs 18 0,661
t(4;14) tak vs nie 6,3 vs 18,1 0,048
ryzyko cytogenetyczne wg Rajkumara:
standardowe vs posrednie vs wysokie 229vs 0.3 vs 13,8 032
zyko cytogenetyczne wg mSMART:
:ali]dard::)veg Vs pZéredniegvs wysokie 218V 9.2vs 15,5 0,009
tancuch lekki w IF: lambda vs kappa vs NW 8vs 29,1 vs 15,5 0,0004
albumina <35g/I vs >35g/1 11,2 vs 27,8 0,149
B2M >3,0 mg/l vs <3,0mg/l 11,2 vs 27,2 0,076
LDH >ggn* (234U/1) vs norma 19,1 vs 18 0,619
LDH >2xggn (468U/1) vs norma 8,9 vs 18,1 0,507
Kreatynina >115 umol/l vs <115 pmol/l 6,3 vs 18 0,142
ISS 1 vs ISS 2 vs ISS 3 27,8 vs 15vs 11,2 0,105
R-ISS 1 vs R-ISS 2 vs R-ISS 3 14,9 vs 18,0 vs 11,2 0,082
DS IA vs IB i 1A vs IIB vs IIIA vs 11IB 19,1vs NO vs 1,6 vs 18,1 vs 6,3 | 0,252
uzyskanie CR po 1 linii: tak vs nie 33vs 154 0,244
odpowiedz na 1 lini¢: SD-CR vs PD 27.8vs 5 0,0001

*ggn — gorna granica normy

Analiza czasu wolnego od progresji choroby wykazata istotnie statystyczny zwiagzek
pomigdzy obecnoscig klonalnych plazmocytow lambda A4 preparatach
immunohistochemicznych a krétszymi okresami przezycia wolnego od progresji (p=0,0001)
(Rycina 5). Mediana PFS dla chorych lambda dodatnich wyniosta 8 miesi¢cy vs 28 miesiecy
dla kappa dodatnich. Dodatkowo wykazano, ze obecno$¢ fenotypu CDI117- lambda+
(p=0,001) oraz CD56— Imabda+ (p=0,0006) wigzata si¢ z krotszym PFS. Przeciwnie,
u pacjentow z plazmocytami o fenotypie CD117- kappa+ (p=0,0003) oraz CD56— kappa+
(p=0,0057), mediany PFS byly dluzsze (Rycina 6). Dla pozostalych, analizowanych

koekspresji antygenow nie wykazano znamiennosci statystyczne;.
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PFS w zaleznosci od ekspresji taricucha lekkiego immunoglobulin
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Rycina 5. Analiza Kaplan—Meier czasu wolnego od progresji (PFS) w grupie chorych z nowo

rozpoznanym MM w zalezno$ci od tancucha lekkiego immunoglobulin na plazmocytach (p =

0,0001).
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Rycina 6. Analiza Kaplan—Meier czasu wolnego od progresji (PFS) w grupie chorych z nowo

rozpoznanym MM w

zalezno$ci  od

obecnosci

plazmocytéw z  fenotypem:

CD117- kappa+ (p=0,0003) (A), CD117- lambda+ (p=0,001) (B), CD56— kappa+ (p=0,0057)

(C) oraz CD56— lambda+ (p=0,0006) (D).
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Ponadto zaobserwowano tendencje do krotszego PFS u chorych z zaawansowanym

wtoknieniem (MF2) w poréwnaniu z pacjentami, u ktorych wtoknienie nie wystgpowato lub

byto niewielkiego stopnia (MF1) - mediany dla PFS odpowiednio 8,9 vs 19,1 i 18 miesigcy.

Mediany PFS byly réwniez krotsze w przypadku rozlanego nacieku oraz niedojrzalego

1 plazmoblastycznego rozrostu, jednakze roéznice te nie byty istotne statystycznie (Tabela 29).

Tabela 29. Jednowariantowa analiza wplywu wtoknienia, typu nacieku, typu rozrostu oraz

wielko$ci nacieku nowotworowego na czas wolny od progresji choroby w grupie chorych

Z nowo rozpoznanym MM.
Znaczenie prognostyczne wzgledem PFS
w grupie chorych z nowo rozpoznanym MM
Elementy oceny histologicznej
wloknienie MFO vs MF1 vs MF2
typ nacieku rozlany vs skupiska vs srodmiazszowy
typ rozrostu: niedojrzaty, plazmoblastyczny
vs dojrzatly 1 posredni
stopien nacieczenia >50% vs 20-50% vs <20%
Antygeny IHC
CD56 >40% vs <40%
CD56 >50% vs <50%
CD20 >10% vs <10%
CD20 >20% vs <10%
p53 >0 vs ujemne p53
pS53 >10% vs <10%
CDI117 =25% vs <5%
CD117 210% vs <10%
cyklina D1 >10% vs <10%
cyklina D1 >30% vs <30%
lambda vs kappa
Koekspresja wybranych antygenéw IHC
CD117- lambda+: tak vs nie
CD117- kappa+: tak vs nie
CD56- lambda+: tak vs nie
CD56- kappa+: tak vs nie

Mediana PFS

(miesigce)

19,1 vs 18 vs 8,9
8vs 27,8 vs 15

5,7vs 18

13,8 vs 19,1 vs 27,8

13,8 vs 18,1
13,8 vs 18,1
15vs 18
229 vs 15,5
32,1 vs 15,5
3,4vs 18
18,1 vs 15,5
18,1 vs 18
18 vs 15
15,4 vs 18
8 vs 28

8vs 27,8
29,1 vs 8,6
8 vs 27,8
29,1 vs 8,9

0,69
0,38

0,258

0,45

0,851
0,838
0,793
0,678
0,805
0,232
0,325
0,296
0,933
0,826
0,0001

0,001
0,0003
0,0006

0,0057
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Stosujgc model regresji proporcjonalnego hazardu Coxa potwierdzono w grupie
chorych z nowo rozpoznanym szpiczakiem plazmocytowym, ze t(4;14), 3 stopien wg ISS, R-
ISS oraz brak odpowiedzi na 1 lini¢ leczenia sa czynnikami ryzyka, wplywajacymi na czas
wolny od progresji choroby. Na podstawie oceny histologicznej z IHC wykazano, ze
czynnikami ryzyka wplywajacymi niekorzystnie na PFS w badanej grupie, sa obecnos¢
klonalnego rozrostu plazmocytow lambda oraz wystgpowanie plazmocytéw o fenotypie

CD117- lambda+ oraz CD56— lambda+ (Tabela 30).

Tabela 30. Regresja proporcjonalnego hazardu Coxa dla czasu wolnego od progresji choroby

w grupie chorych z nowo rozpoznanym szpiczakiem plazmocytowym.

Regresja proporcjonalnego hazardu Coxa dla PFS

czynnik p HR 95% CI
t(4;14) 0,046 2,4 0,976 5975
ISS 3 0,041 2,444 1,037 5,757
R-ISS 3 0,032 3,779 1,117 12,78
Uzyskanie odpowiedzi na 1 linig 0,0007 0,267 0,131 0,542

Antygeny na powierzchni plazmocytow
lambda 0,0002 4,315 1,962 9,491
CD117- lambda+ 0,002 3376 | 1,572 7,249
CD117-kappa+ 0,001 0,238 0,104 0,547
CD56— lambda-+ 0,001 3442 | 1,629 7,273
CD56- kappa+ 0,007 0,394 | 0,199 0,778

4.3. Analiza znaczenia wybranych elementow oceny histologicznej oraz badanych
markeré6w immunohistochemicznych jako wskaznika dla uzyskania odpowiedzi

klinicznej na leczenie pierwszej linii.

W grupie chorych z nowo rozpoznanym MM catkowity odsetek odpowiedzi na
leczenie 1 linii wynosit 69,1% (38/56 chorych). Podziat z uwzglednieniem rodzaju uzyskane;j
odpowiedzi na leczenie przedstawiono na Rycinie 7. Wykazano, ze uzyskanie odpowiedzi na
leczenie byto czynnikiem korzystnie wplywajacym na czas catkowitego przezycia (p=0,038,

HR 0,391 95%C1 0,161-0,95).
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Odsetek odpowiedzi na na leczenie 1 linii
w grupie chorych z noworozpoznanym
szpiczakiem

1,8%

29,1%

7,3%

32,7%

EPD ECR EMVGPR HPR ESD

Rycina 7. Odsetek odpowiedzi na 1 lini¢ leczenia z uwzglednieniem rodzaju uzyskanej

odpowiedzi.

W analizowanej grupie pacjentdw z nowo rozpoznang chorobg u 30,4% (17/56)
chorych prowadzono leczenie z wykorzystaniem inhibitora proteasomu (bortezomib - B),
u 60,7% (34/56) chorych lekéw immunomodulujacych (IMIDs) (talidomid lub lenalidomid),
au7,1% (4/56) chorych stosowano inne schematy oparte na melfalanie,
glikokortykosteroidach, winkrystynie oraz doxorubicynie — MP, VAD). Jeden pacjent nie
wymagat wiaczenia terapii (Rycina 8). W kolejnych etapach leczenia 39,2% (22/56) chorych

zostato poddanych autotransplantacji szpiku kostnego.

1 linia leczenia w grupie chorych
zZ noworozpoznanym szpiczakiem

71% 1,8%

M bez leczenia | bortezomib

M [eki immunomodulujagce Minne

Rycina 8. Podziat z uwzglgdnieniem terapii zastosowanej w 1 linii leczenia w grupie chorych

Z NOWO rozpoznanym szpiczakiem plazmocytowym.
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W grupie chorych leczonych bortezomibem wykazano istotng zalezno$¢ pomiedzy
wysoka ekspresja antygenu CD20 a brakiem odpowiedzi na leczenie indukujace (75%
chorych miato progresje choroby po leczeniu pierwszej linii; p=0,022). W grupie chorych
zrozrostem klonalnym lambda ORR na leczenie bortezomibem wynosit 70% vs 36,3%

w grupie leczonych za pomocg IMIDs (Tabela 31).

Tabela 31. Odsetek catkowitych odpowiedzi na leczenie indukujace w grupie chorych

z rozrostem klonalnym lambda.

ORR dla chorych lambda+
Rodzaj leczenia Ogodltem n % p
bortezomib n=10 7 70
0,005
IMIDs n=11 4 36,4

Nie zaobserwowano zwigzku pomigdzy pozostatymi parametrami w ocenie
histologicznej i immunohistochemicznej szpiku a uzyskaniem odpowiedzi na leczenie
bortezomibem.

Wsrod pacjentow leczonych w 1 linii za pomoca lekéw immunomodulujacych
wykazano statystycznie znamienny zwigzek odpowiedzi na leczenie z rodzajem tancucha
lekkiego na klonalnych plazmocytach. Odpowiedz na leczenie uzyskato 86,9% (20/23)
chorych z dodatnim tancuchem kappa vs 36,4% (4/11) z dodatnim taficuchem lambda
(p=0,005). Ponadto chorzy, u ktorych stwierdzono obecno$¢ plazmocytow CD117- lambda+
rzadziej odpowiadali na leczenie w poroéwnaniu z chorymi o fenotypie CD117+ lambda+,
CD117- kappa+ oraz CD117+ kappa+ (ORR odpowiednio 33,3% (3/9) vs 50% (1/2) 1 82,5%
(16/19) 1 100% (4.4); p=0,009). Podobnie chorzy z plazmocytami o fenotypie CD56—
lambda+ rzadziej uzyskiwali odpowiedz na leczenie w poréwnaniu z chorymi CD56+
lambda+, CD56— kappa+ oraz CD56+ kappat+ (ORR 28,6% (2/7) vs 50% (2/4) i 81,5%
(15/17) oraz 83,3 (5/6) ; p=0,014). Z innych czynnikéw majacych negatywny wplyw na
uzyskanie odpowiedzi na leczenie indukujace IMIDs byla obecnos¢ t(4;14) (ORR 25% vs
76,7%; p=0,033). Zaobserwowano trend zaleznosci wystepowania rozlanego nacieku oraz
nacieku >50% komorek z mniejszym odsetkiem odpowiedzi na leczenie indukujace, jednak
nie wykazano istotnosci statystycznej dla tych parametrow (ORR dla rozlanego nacieku vs
srédmiazszowy 1 skupiska odpowiednio 45,4% vs 83% p=0,072; ORR dla nacieku >50% vs
<50% komorek odpowiednio 57% vs 83,3% p=0,185).
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5. DYSKUSJA

Szpiczak plazmocytowy jest choroba z grupy dyskrazji plazmocytowych o heterogennym
charakterze. Manifestacja objawdéw jest bardzo zroznicowana 1 moze dotyczy¢ zaburzen
w morfologii krwi, gospodarki elektrolitowej, funkcji nerek czy destrukcji kostnej. Podstawa
rozpoznania pozostaje wykazanie klonalnego rozrostu plazmocytow w biopsji tkankowej lub
szpiku kostnym. Ocena trepanobioptatow jest metoda o ugruntowanym znaczeniu, stosowang
od lat w diagnostyce hematologicznej. Wraz z oceng cytologiczng, cytometryczng oraz
cytogenetyczng stanowi integralng czg¢s¢ procesu diagnostycznego chordb rozrostowych uktadu
krwiotworczego. Pomimo rozwoju nowoczesnych technik, opartych na badaniu
immunofenotypowym oraz molekularnym, niejednokrotnie trepanobiopsja decyduje

0 rozpoznaniu choroby.

Podstawowg zaleta oceny histologicznej szpiku jest unikalna mozliwos$¢ okreslenia takich
parametrow jak komorkowos$¢, architektonika szpiku w utkaniu kostnym, nasilenie wldknienia
czy angiogeneza. Parametry te sg czesto niemozliwe do oceny przy uzyciu innych technik.
Ponadto w chorobach limfoproliferacyjnych, z uwagi na charakter choroby oraz rodzaj nacieku,
ocena tylko za pomoca cytologii lub cytometrii przeptywowej jest czesto niewystarczajaca
1 wymaga potwierdzenia w badaniu bioptatow. Nalezy wzig¢ pod uwage fakt, iz w tej grupie
chorob naciek nierzadko wystepuje w postaci skupisk, co utrudnia wiarygodng ocen¢ na
podstawie BA. W niniejszej pracy naciek komorek szpiczakowych w postaci skupisk
obserwowano u znaczacego odsetka chorych (46,4% w grupie w momencie rozpoznania oraz
u4l1,2% w czasie nawrotu/progresji choroby). Zjawisko to moze by¢ jedng z przyczyn
dyskrepancji w uzyskiwanych wynikach odsetka nacieczenia szpiku, ktory w dobie aktualnie
obowigzujacych zalecen pozostaje kluczowy dla rozpoznania szpiczaka plazmocytowego.
Dodatkowa zaleta oceny histologicznej jest mozliwo$¢ zastosowania barwien
immunohistochemicznych zwigkszajacych czulo$¢ oraz specyficzno$¢ tej techniki. Wsrod
innych atutdow mozna wymieni¢ trwato$¢ materiatu, co pozwala na archiwizowanie bioptatow
oraz mozliwo$¢ wykonania dodatkowych analiz w razie koniecznos$ci. Dzigki rozwojowi
techniki dostgpne s3 réwniez metody molekularne oraz cytogenetyczne, pozwalajace na
wykrywanie specyficznych zaburzen genetycznych w archiwalnych bioptatach, co jest
aktualnie szeroko stosowane w diagnostyce chtoniakow o wysokim stopniu ztosliwosci.

Ocena histologiczna trepanobioptatoéw posiada réwniez stabe strony, wsrdd ktérych
nalezy wymieni¢ przede wszystkim do$¢ diugi czas do uzyskania wynikow (zwigzany
z preparatyka oraz technikami barwienia). Dodatkowo jest to metoda w duzej mierze zalezna
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od umiejetnosci  oraz doswiadczenia oceniajgcego  patologa, obarczona pewnag
subiektywnos$cig oceny. Ponadto warto$¢ diagnostyczna czesto uzalezniona jest od ilo$ci oraz
jakosci pobranego materialu. Czulo$¢ tej metody zwigksza si¢ z wraz z wielkoscig bioptatu
oraz liczba ocenianych preparatow wykonanych z jednego bloczka parafinowego. Nalezy
rowniez wzig¢ pod uwage, ze w przeciwienstwie do badania immunofenotypowego
w cytometrii przeptywowej, nie mozna metoda immunohistochemiczng okresli¢ kilku
antygendow na jednej komorce. Istnieje jednak mozliwos¢ wykonania barwien podwdjnych
z zastosowaniem dwoch roznych przeciwcial, co znajduje zastosowanie w oznaczeniu
antygenu proliferacyjnego Ki67 w komorkach nowotworowych np. w chioniakach. Ocena
taka jest mozliwa tylko wtedy, gdy jeden z oznaczanych antygenow jest markerem jadrowym,
a drugi wystepuje na powierzchni komorki. Ely i wsp. wykonali analiz¢ znaczenie Ki67
w plazmocytach CD138+ u chorych na szpiczaka przy uzyciu barwien bispecyficznych.
Wykazali, ze metoda ta jest przydatna w okresleniu grupy wysokiego ryzyka i przewidywaniu
rokowania [72]. Istnieja jednak pewne trudnosci z interpretacja uzyskanych obrazéw, a cena

wykonania takich oznaczen jest dwukrotnie wyzsza.

Ocena odsetka nacieczenia szpiku przez klonalne plazmocyty wg aktualnie
obowigzujacych zalecen wg IMWG wydaje si¢ by¢ kluczowa dla rozpoznania objawowe;j
choroby[1]. Od 2014 roku do rozpoznania MM wymagane jest stwierdzenie co najmniej 10%
nacieku w szpiku lub klonalnego rozrostu w guzie pozaszpikowym. Ponadto wyst¢powanie
powyzej 60% klonalnych plazmocytow stanowi obecnie wskazanie do rozpoczgcia terapii,
pomimo braku innych objawéw definiujacych chorobe. Al-Quran i wsp. opublikowali prace
porownujaca 3 metody oceny nacieczenia szpiku: rozmazy barwione metoda Wright-Giemsa,
preparaty z trepanobiopsji barwione hematoksyling 1 eozyng oraz barwienia
immunohistochemiczne na obecno$¢ antygenu CD138. W wigkszosci analizowanych
przypadkéw ocena IHC antygenu CD138 wykazata wigkszy odsetek nacieczenia przez
plazmocyty niz w rozmazach szpiku czy preparatach H+E. U 30 na 79 badanych
obserwowano znaczne réznice w ocenie odsetka nacieczenia szpiku, a w 16 najwigksze
nacieczenie wykazano za pomocg barwienia immunohistochemicznego na obecno$¢ CD138
[19]. W cytowanej pracy ocena preparatow barwionych anty-CD138 ujawniata nie tylko
wigkszy odsetek plazmocytéw niz dwie pozostate metody, ale rowniez charakteryzowata si¢
wiekszg zgodnoscig w ocenie pomiedzy patologami. Podobng obserwacj¢ potwierdzili takze
inni autorzy [21]. Lee 1 wsp. wsrdd 77 chorych z naciekiem <10% w biopsji aspiracyjnej
szpiku wykazali nacieczenie >10% w badaniu histologicznym z barwieniem CD138 w 75%
analizowanych przypadkow [73]. W analizie cytometrycznej dochodzi rowniez do
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niedoszacowania odsetka plazmocytow. Tran 1 wsp., w retrospektywnej analizie poréwnujace]
czuto$¢ wszystkich trzech metod wykazali, iz 10% naciek plazmocytarny w ocenie
cytomofologicznej odpowiadal 3,5% klonalnych plazmocytéw w badaniu FC [74]. Za
przyczyny dyskrepancji w otrzymywanych wynikach podaje si¢ m.in. nieoptymalng aspiracje
i/lub rozcienczenie szpiku krwig obwodowa w kolejno pobieranych prébkach z biopsji
aspiracyjnej. Patologiczne plazmocyty nieproporcjonalnie czgéciej ulegaja zjawiskom
hemodylucji w pordwnaniu z innymi komoérkami szpiku jak np. blasty. Jako etiologi¢ tego
zjawiska wymienia si¢ roéwniez fakt czestego wystepowanie zmian ogniskowych
1 nierbwnomiernego rozmieszczenia komorek szpiczakowych w  pltynnym  szpiku,
w porownaniu z wycinkami kostnymi. W literaturze dyskutuje si¢ takze wplyw innych
wlasciwosci fizycznych i biologicznych komorek szpiczakowych na wyniki cytometrii
przeptywowej [4, 9]. Przeprowadzona analiza wtasna potwierdza przydatno$¢ zastosowania
oceny histologicznej oraz barwienia na obecnos$¢ antygenu CD138 w ocenie odsetka
nacieczenia szpiku. Niejednokrotnie wstgpna ocena na podstawie preparatow H+E
wskazywala na mniejszy stopien nacieczenia w poréwnaniu z barwieniem CDI138.
W niniejszej pracy, z uwagi na jej retrospektywny charakter, nie uwzgledniono analizy
cytometrycznej szpiku, gdyz zostata ona wykonana u niewielu chorych (rutynowe
zastosowanie badania immunofenotypowego komoérek szpiczakowych wprowadzono po 2015

roku).

Barwienie na obecno$¢ CD138, w przeciwienstwie do pozostatych metod, pozwala na
ocen¢ matych skupisk komoérek nowotworowych oraz guzkowego nacieku, réwniez
w przypadkach, w ktorych odsetek nacieczenia szpiku nie jest wysoki. Jest ono szczeg6lnie
przydatne w diagnostyce pacjentow po terapii z ubogokomorkowym szpikiem oraz pozwala
unikng¢ bledow w ocenie rezydualnego lub nawrotowego nacieku nowotworowego [19, 75].
Wiasna analiza porownawcza potwierdzila, ze bioptaty pochodzace od chorych w momencie
diagnozy charakteryzowaty si¢ wyzszym odsetkiem nacieczenia szpiku, niz w grupie
pacjentdow w momencie nawrotu/progresji choroby (<20% plazmocytéw stwierdzano u 26,5%
0sOb z nawrotem/progresja MM vs 10,7% chorych z nowo rozpoznanym MM). Dodatkowo
oszacowanie nacieku komoérek plazmatycznych w preparatach barwionych H+E oraz
odrdznienie ich od innych komoérek hematopoetycznych moze by¢ problematyczne, z uwagi
na nierzadko wystepujacy naciek $rodmigzszowy. Czgsto$¢ wystepowania tego rodzaju
nacieku w badanej populacji wynosita 28,9%, a w podgrupie analizowanej w momencie
nawrotu/progresji choroby bylo to az 38,2% chorych. W przypadkach tych ocena barwienia
na obecnos¢ CD138 byta szczegblnie przydatna. Istniejg jednak wyjatki, kiedy barwienie IHC
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na CD138 nie pozwala na lepsze oszacowanie nacieku. Ttumaczy si¢ to brakiem typowego,
dobrze widocznego barwienia btonowego i Golgie’go dla komorek plazmatycznych oraz
wystepowaniem tzw. wzoru ziarnistego. Niedoszacowanie odsetka nacieczenia moze rowniez
wynika¢ z obecnosci duzej ilosci plazmoblastow, ktore sa komorkami CDI138 ujemnymi.
Przypadki te wymagaja analizy mikroskopowej na duzym powigkszeniu oraz wykazania
klonalno$ci tancuchéw lekkich immunoglobulin k lub A [4].

Odsetek nacieczenia szpiku przez plazmocyty ma nie tylko znaczenie diagnostyczne,
ale réwniez jest czynnikiem prognostycznym. Rajkumar 1 wsp. wykazali, ze chorzy
z wyzszym odsetkiem nacieczenia szpiku mieli statystycznie krétsze catkowite przezycia oraz
okresy wolne od progresji choroby. Autorzy podkreslaja, Zze niezaleznie od metody
oznaczenia (aspirat, biopsja czy indeks znakowania plazmocytow /PCLI/), najwyzszy odsetek
plazmocytéw w szpiku ma warto$¢ prognostyczna, co do przezycia oraz uzyskania
odpowiedzi na leczenie [76]. W przeprowadzonym przez mnie badaniu stwierdzono zwigzek
wielkosci nacieku z szeroko dyskutowanymi w literaturze niekorzystnymi histologicznie
czynnikami  rokowniczymi, takimi jak wystepowanie rozlanego nacieku oraz
zaawansowanego wioknienia [18, 77]. Wykazano, ze wraz ze wzrostem odsetka nacieczenia
szpiku obserwowano wigksze nasilenie widknienia oraz czestsze wystepowanie rozlanego
typu rozrostu komoérek nowotworowych. W badanej populacji chorych z nowo rozpoznanym
szpiczakiem plazmocytowym u ponad 94% pacjentdow z rozlanym rodzajem rozrostu
stwierdzono masywny naciek z komoérek CD138+ stanowigcych >50% komorek szpiku.
Bioptaty z naciekiem $rodmigzszowym oraz w postaci skupisk cechowaty sie nizszym
odsetkiem nacieczenia (naciek <50% komorek stwierdzano odpowiednio u 76,7% oraz 50%).
Ponadto chorzy z rozlanym rodzajem nacieku nowotworowego w szpiku czeSciej mieli
wyzszy stopien zaawansowania choroby wg klasyfikacji DS w momencie rozpoznania (94,1%
osob bylo w III stopniu zaawansowania). Natomiast wsrdd chorych z naciekiem
$rédmigzszowym ponad potowa byla w stopniu I wg DS. Analiza krzywych przezycia
Kaplana-Meiera wykazala, ze chorzy z odsetkiem nacieczenia >50% oraz rozlanym
naciekiem z komorek plazmatycznych osiagneli mediane przezycia (OS odpowiednio 59,4
144,1 miesigcy) w przeciwienstwie do chorych z nizszym odsetkiem nacieczenia oraz
pozostalymi rodzajami rozrostu nowotworowego. Jednakze regresja logistyczna dla rodzaju
nacieku 1 odsetka nacieczenia szpiku nie potwierdzita ich niekorzystnego znaczenia
rokowniczego w odniesieniu do czasu catkowitego przezycia opisywanego w literaturze m.in.

przez Lee i wsp [73].

65



Negatywne znaczenie plazmoblastycznego typu rozrostu jako niezaleznego czynnika
prognostycznego w momencie diagnozy jest znane od lat [12]. Podobnie dla chorych
z pierwotnie opornym i nawrotowym szpiczakiem plazmocytowym po autotransplantacji jest
on ztym czynnikiem rokowniczym. Chorzy z plazmoblastycznym typem rozrostu znamiennie
czesciej posiadaja klonalne zaburzenia cytogenetyczne (73% vs 31%), a calkowite przezycie
oraz czas wolny od progresji choroby jest u nich krotszy w poréwnaniu z pacjentami
z pozostatymi typami histologicznymi (5 vs 24 miesigce dla OS oraz 4 vs 12 miesigcy dla
PFS) [78]. W badaniach wtasnych rowniez potwierdzono czestsze wystepowanie klonalnych,
negatywnie rokujacych aberracji cytogenetycznych w grupie z plazmoblastycznym typem
rozrostu. W analizowanej populacji nowo zdiagnozowanych chorych u 21,4% z dell7p
zaobserwowano niedojrzaty i plazmoblastyczny rozrost, ktory byt obecny tylko u 2,3% os6b
bez dell7p. Podobng zaleznos$¢ wykazano dla t(4;14) - u 28,57% pacjentdw z tg translokacja
zaobserwowano niedojrzaty 1 plazmoblastyczny typ rozrostu w pordwnaniu do 4% osob bez
t(4;14). Mediana OS dla chorych z niedojrzatym typem rozrostu w badanej populacji
wyniosta 5,4 miesigcy w poréwnaniu z 18 miesigcami w przypadku pozostatych chorych,

jednakze z uwagi na zbyt malg liczebnos$¢ grupy nie uzyskano znamiennosci statystyczne;.

Badanie histologiczne szpiku jest jedyna technika laboratoryjng shuzaca do oceny
wloknienia. Parametr ten jest szeroko dyskutowany w literaturze w kontekscie wielu chorob
hematologicznych, ale jego kliniczne znaczenie nie jest do konca ugruntowane. Najwigce]
danych literaturowych dotyczy nowotworéw mieloproliferacyjnych, w tym pierwotnego
zwloknienia szpiku. Postuluje si¢, iz narastanie widknienia ma zwigzek z czasem trwania oraz
nasileniem choroby, co zostalo najlepiej poznane w odniesieniu do czerwienicy prawdziwej
oraz nadptytkowosci samoistnej. Kryteria diagnostyczne WHO z 2016 roku tych jednostek
chorobowych uwzgledniajg nasilenie widknienia okreslone na podstawie oceny histologiczne;j
[55]. W literaturze dyskutuje si¢ miedzy innymi zwigzek liczby megakariocytow
a pojawianiem si¢ wldknienia w odpowiedzi na wydzielane przez nie cytokiny. Przyktadem
moze by¢ ostra biataczka megakariocytowa, w ktorej wloknienie szpiku jest cechg
charakterystyczng, wystepujaca znacznie rzadziej w innych podtypach biataczek.
Powstawanie widkien retikulinowych i1 kolagenowych jest wynikiem nie tylko oddziatywan
miedzykomorkowych, ale takze skomplikowanych reakcji cytokinowych zachodzacych
w mikro$rodowisku guza. Temat widknienia jest rowniez istotny w odniesieniu do chorych na
szpiczaka plazmocytowego. Badania wilasne wykazaly, ze 41% os6b juz w momencie
diagnozy miato stwierdzone widknienie (MF1 u 32,1% oraz MF2 u 8,9% chorych). Przy
nawrocie/progresji choroby bylo ono obecne u 38,2% pacjentow i mialo wicksze nasilenie
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(MF1 u 23,5%, MF2 u 14,7% chorych). Dane te koresponduja z dostgpnymi w literaturze,
gdzie widknienie stwierdzano w 20-38% przypadkow. Nieproporcjonalnie czgsto szpiczak
z zaawansowanym zwloknieniem szpiku produkuje tylko tancuchy lekkie immunoglobulin,
a choroba ma agresywniejszy przebieg. Dodatkowo pojawianie si¢ nadmiaru wtdkien koreluje
z wystepowaniem rozlanego nacieku przez plazmocyty [4, 18, 79]. Analiza wlasna znaczenia
wtoknienia w populacji pacjentdw z nowo rozpoznanym szpiczakiem wykazala znamienny
zwigzek z rodzajem nacieku nowotworowego. Ws$rod chorych z naciekiem rozlanym
wloknienie wystgpowato az u 70,59% osob w przeciwienstwie do chorych z zajeciem
srodmigzszowym, u ktorych wildknienia nie stwierdzano. Podobnie jak w literaturze
wykazano istotng korelacje nasilenia wioknienia z wielko$cig nacieku ocenianego na
podstawie obecnosci antygenu CD138. Wsrdd chorych z odsetkiem nacieczenia szpiku <50%
komorek widknienie nie wystepowatlo w 83,3%, natomiast w grupie z naciekiem >50% bylto
ono stwierdzone w stopniu MF1 1 MF2 odpowiednio w 50% 1 9,4% przypadkow.
Hallgrimsdottir i wsp. udowodnili na blisko 600 przypadkach, ze pacjenci, u ktorych byto
wtoknienie, mieli znaczaco gorszy OS w pordéwnaniu z grupa bez widknienia (OS
odpowiednio 4,4 vs 5 lat). Srednie przezycie chorych z MF1 wynosito 4,5 roku, natomiast
w grupie z wyzszym stopniem wioknienia byty to 3 lata [18]. Podobne obserwacje opisali
réwniez inni autorzy [79]. Analiza przezycia w badaniach wlasnych nie wykazata istotnych
statystycznie roznic w grupie z nowo rozpoznanym szpiczakiem w zaleznosci od nasilenia
wldknienia stwierdzanego w szpiku. Jednakze mediana catkowitego przezycia zostata
osiggnieta tylko wsrdd chorych z najbardziej nasilonym witdknieniem (w stopniu MF2)
1 wynosita 59,4 miesi¢cy. Podobnie w tej grupie czas wolny od progresji byt znamiennie
krotszy (8,9 miesigcy) w poroOwnaniu z pacjentami, u ktorych wtoknienie nie wystepowato

(19,1 miesigcy) lub byto niewielkiego stopnia (MF1) (18 miesigcy).

Dotychczas wigkszo$¢ badan okreslajacych fenotyp komoérek nowotworowych oparty
jest na danych pochodzacych z cytometrii przeplywowej, stanowigcej podstawowa
1integralng czg$¢ procesu diagnostycznego schorzen hematologicznych, w tym szpiczaka
plazmocytowego. Pomimo, iz FC jest stosowana od lat, dopiero w ostatnich latach zyskata
rekomendacje do rutynowego stosowania w MM. Badania wlasne nie uwzgledniaja oceny
cytometrycznej szpiku z uwagi na wprowadzenie jej do standardowej diagnostyki szpiczaka
dopiero w 2015 roku. Wieloparametrowa FC pozwala na okreslenie liczby 1 charakteru
komoérek nowotworowych raczej poprzez wyznaczenie aberrantnego fenotypu komorek
szpiczakowych niz restrykcji tancucha lekkiego immunoglobulin. Cechy fenotypowe
komorek szpiczakowych roznig si¢ w zalezno$ci od diagnozy, stopnia zaawansowania

67



choroby, ale takze stosowanych terapii. Do najczg¢sciej uzywanych markerow
powierzchniowych pozwalajacych réznicowa¢ komorki zdrowe od nowotworowych
plazmocytéw zaliczono: CD138, CD38, CD45, CD56, CD19, cytoplazmatyczne tancuchy
lekkie immunoglobulin kappa ilambda. Ws$rdéd markerow uzywanych do okreslenia
aberrantnego fenotypu, majacych znaczenie w roznicowaniu komoérek nowotworowych
wymienia si¢ CD20, CD117, CD27, CD28, CD81, CD200. U pacjentéw poddawanych
terapiom anty CD38 i CD138, w celu oznaczenia plazmocytow, badane jest zastosowanie
dodatkowych markerow takich jak: CD54, CD229, CD319 i VS38c. Niestety, panele
diagnostyczne wciagz roéznig si¢ pomigdzy osrodkami, a dodatkowo heterogennos¢ ekspresji
antygendw utrudnia standaryzacj¢ tej metody w rutynowym uzyciu. Nowotworowe komorki
plazmatyczne w FC maja monotypowa ekspresj¢ immunoglobulin cytoplazmatycznych
1zazwyczaj brak Ig powierzchniowych. Typowo posiadajg ekspresje CD38 i CDI138
o sygnale jasniejszym niz normalne plazmocyty. Ekspresja CD45 oraz CD19 na komorkach
szpiczaka jest w przeciwienstwie do normalnych plazmocytow ujemna (brak CD45 i CD19
stwierdza si¢ odpowiednio u 80% 1 96% chorych na MM). Z podobng czg¢stoscig nie wykrywa
si¢ obecno$ci CD27 1 CD81 lub ekspresja tych antygendow jest niewysoka. W 90%
przypadkéw na komoérkach szpiczakowych pojawia si¢ zroznicowana ekspresja antygenow
nieobecnych na normalnych plazmocytach. Naleza do nich CD56 (60-80% przypadkow),
CD200 (60-75%), CD28 (okoto 40%), CD117 (20-35%), CD20 (10-20%), CD52 (8-14%),
CD10 oraz antygeny mieloidalne 1 monocytarne (wystepuja rzadko) [55]. W literaturze
dyskutuje si¢ rokownicze znaczenie wybranych antygenow komodrkowych, ale takze
specyficznych wzoréw ekspresji antygendw na nowotworowych plazmocytach. Przyktadowo,
pacjenci z ekspresja: CD19, CD28, CD200 i brakiem ekspresji CD45 i CD117 oraz chorzy
z obnizong ekspresja CD27 charakteryzowali si¢ gorszym rokowaniem i krotszym czasem
catkowitego przezycia [80-82]. Jednakze analizy wielowariantowe nie wykazaty niezaleznego
znaczenia rokowniczego dla zadnego z wymienionych markerow.

Niewatpliwym atutem FC jest mozliwo$¢ analizy duzej liczby komorek i szansa
wykrycia nawet pojedynczej komorki nowotworowej wsrod 10 000 prawidtowych. Dlatego
cytometria jest dobrym narzedziem do wykrywania matej populacji komoérek nowotworowych
oraz monitorowania choroby resztkowej (ang. Minimal Residual Diesease /MRD/) [74].
Udowodniono, iz uzyskanie catkowitej remisji (w badaniu immunofenotypowym) przewiduje
wydtuzone przezycie w grupie mtodszych chorych poddawanych intensywnej terapii oraz
w grupie osob starszych leczonych ,,nowymi terapiami”. Stabymi punktami rutynowego
uzycia FC w monitorowaniu MRD jest brak jej standaryzacji oraz potrzeba wysoko
wyspecjalizowanego personelu wykonujacego badanie [83]. W pracy analizujacej ocene
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choroby resztkowej w ponad 30 amerykanskich osrodkach stwierdzono, iz cechy
charakteryzujace atypowe, nowotworowe plazmocyty roéznity si¢ w zalezno$ci od instytucji,
a czutos¢ metody do oceny MRD byta w zakresie od 0,0005% do 0,02%. W celu identyfikacji
charakteru plazmocytow opisywano zastosowanie wielu markeréw powierzchniowych,
a ustalenie jednego panelu przeciwciat trwato wiele lat. Dopiero w 2016 roku IMWG
opublikowalo metody oceny MRD oraz okre$lito role jej monitorowania w rokowaniu
1 terapii chorych na MM. Prace opublikowane m.in. przez Rawstron i San Miguel wskazuja na
negatywne znaczenie dodatniej choroby resztkowej w szpiku chorych poddanych
autotransplantacji komorek krwiotwérczych. Brak MRD w 100 dobie po transplantacji
korelowat z dtuzszym PFS i OS oraz byl rownie istotny, jak fakt uzyskania konwencjonalnej
remisji catkowitej. Podobnie Hiszpanska Grupa Szpiczakowa potwierdzila, ze MRD jest
jednym z najwazniejszych czynnikow przewidujacych rezultaty terapii z zastosowaniem
autotransplantacji. Najlepszym predyktorem nawrotu choroby, po uzyskaniu remisji w 100
dobie po autoSCT, byla dodatnia choroba resztkowa w 4 parametrowej cytometrii
przeptywowej oraz wyj$ciowa obecno$¢ zmian cytogenetycznych zlego rokowania w badaniu
FISH [84, 85]. Potwierdza to $cisty zwigzek biologii choroby i glebokosci odpowiedzi na
leczenie w przewidywaniu dlugoterminowych rezultatéw oraz identyfikacji chorych
narazonych na szybka wznowe i krotsze przezycie. Podnosi si¢ rowniez fakt, ze ujemna MRD
w szpiku moze znamiennie wptywaé na poprawe PFS w grupie nowo zdiagnozowanych
chorych poddanych transplantacji, niezaleznie od zmian cytogenetycznych lub uzyskania
catkowitej odpowiedzi. Ponadto potwierdzono, ze wczesna wznowa po uzyskaniu CR w tej
grupie chorych wigze si¢ z bardzo ztym rokowaniem [8]. Stad istnieje potrzeba zastosowania
zaawansowanych technik, pozwalajacych na monitorowanie MRD, jako miernika glebokosci

odpowiedzi na terapig.

Znaczenie oceny histologicznej znamiennie wzrasta w momencie zastosowania
barwien immunohistochemicznych. Rozszerzone barwienie IHC jest szczeg6lnie przydatne
w rozréznieniu  stabo  zroznicowanego szpiczaka od chioniaka lub  przerzutow
nowotworowych guzow litych do szpiku, w ktérych moze by¢ réwniez obecna ekspresja
CDI138. Ekspresja tego markera w nisko zrdéznicowanych nowotworach powinna by¢
rozszerzona o rdéwnoczesng ocen¢ barwien na obecno$¢ tancuchow lekkich kappa i lambda
oraz innych specyficznych antygendéw komorek plazmatycznych. [4].

Dotychczas powstalo wiele analiz dotyczacych poszczegolnych markeréw IHC na
komorkach szpiczakowych. Jednak niewiele prac dostgpnych w literaturze prezentuje tak
szeroki, jak w badaniach wlasnych, panel oznaczen immunohistochemicznych na materiale
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pobranym podczas trepanobiopsji u chorych na szpiczaka plazmocytowego. W celu
wykazania aberrantnego fenotypu plazmocytow oraz poszukiwania czynnikow
prognostycznych wykonano oznaczenia na obecno$¢ CD138, CD56, CD20, p53, CDI117,
cykliny D1, tancuchow lekkich kappa 1 lambda, ktore omoéwiono we wstepie niniejszej pracy.
Obecnos¢ danego markera stwierdzano na podstawie progowego odsetka komorek z dodatnig
ekspresja danego markera wg danych z literatury [27, 31, 38, 44, 51]. Na podstawie analizy
badanej populacji wyznaczono dodatkowe progi procentowe dla poszczegodlnych antygendow
bedace srednimi odsetkami procentowymi (Tabela 11). W pracy okreslono czgstos¢ ekspresji
poszczegdlnych antygendéw oraz roéznych zestawien antygenowych w dwodch grupach
chorych: w momencie diagnozy oraz nawrotu/progresji. Czgsto$¢ ekspresji poszczegdlnych
antygendw na plazmocytach nie odbiegata od raportowanych w literaturze w obu grupach
chorych [55]. Niezaleznie od etapu choroby, w ktorym wykonano zabieg trepanobiopsji,
bioptaty szpiku nie réznity si¢ znamiennie w zakresie ekspresji poszczegdlnych markerow
immunohistochemicznych. Poza niezaprzeczalng warto$ciag diagnostyczng aberrantnego
fenotypu plazmocytéw dyskutuje si¢ szeroko w literaturze rol¢ prognostyczng
poszczegbdlnych antygenoéw na powierzchni komorek. W badaniach wtasnych, na podstawie
trepanobioptatow szpiku w grupie chorych w momencie diagnozy MM, przeprowadzono
analiz¢ znaczenia rokowniczego poszczegélnych markerow IHC w odniesieniu do uznanych
czynnikow prognostycznych (omoéwionych we wstepie). W badanej grupie potwierdzono, ze
czynnikami niekorzystnie wpltywajacymi na czas catkowitego przezycia sg: stezenie albuminy
<35g/1, B-2-mikroglobuliny >3,0 mg/I, kreatyniny >115 umol/l, trzeci stopien zaawansowania
wg Durie-Salmon, ISS i1 R-ISS, a takze brak odpowiedzi na pierwsza lini¢ leczenia s3.
Ponadto czynnikami wptywajacymi znamiennie na skrdcenie czasu wolnego od progres;ji
choroby byty: obecnos¢ t(4;14), trzeci stopien wg ISS, R-ISS oraz brak odpowiedzi na

pierwszg lini¢ leczenia.

W badaniach wlasnych ekspresj¢ CD56 >50% komorek posiadato 25% chorych
z nowo rozpoznanym MM oraz 26,5% chorych w momencie progresji. Dane te r6znig si¢ od
dostepnych w literaturze, gdzie czesto$¢ ekspresji tego antygenu okresla si¢ na 60-80% [25,
86]. Roznica ta wynika prawdopodobnie z przyjetego wysokiego progu (50% komorek
CD56+) dla wyniku dodatniego (w przypadku progu >10% komorek, przyjmowanego
w niektorych doniesieniach, obecnos¢ CDS56 stwierdzano u 52% badanych). Wigkszos¢
dostepnych publikacji dotyczacych znaczenia tego markera opiera si¢ na badaniach
cytometrycznych, a nie immunohistochemicznych. Wykazuja one, ze chorzy z brakiem
ekspresji CD56 w FC cze$ciej mieli lokalizacje pozaszpikowa, podwyzszone biatko Bence’a-
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Jonesa, niewydolnos$¢ nerek oraz agresywniejszy przebieg choroby, a w konsekwencji krotszy
OS w poréwnaniu z grupag CD56 pozytywna [87]. Z kolei badanie wykonane metodami
immunohistochemicznymi na skrawkach parafinowych nie wykazalo znaczenia
prognostycznego, pomimo podobnej czestosci wystepowania tego antygenu, jak w cytometrii
przeptywowej [88].

Istniejg sprzeczne dane dotyczace zwigzku ekspresji tego markera z genetycznymi
czynnikami rokowniczymi jak t(11;14) i t(4;14) [27, 86]. Badacze podaja, ze rownoczesny
brak ekspresji CD56 oraz CD117 wigzat si¢ z krotszym OS [89]. W pracy wilasnej
stwierdzono zwigzek wystepowania wysokiej ekspresji CD56 (=50%) z czestsza obecnosciag
niekorzystnie rokujacej t(4;14), jednak obecno$¢ antygenu CD56 nie byla czynnikiem
wplywajacym na OS i1 PFS. Nie potwierdzono rowniez, aby chorzy CD56— i CD117-
charakteryzowali si¢ krétszym przezyciem. Stwierdzono natomiast, ze parametrem
pozytywnie wplywajacym na dtugos¢ catkowitego przezycia oraz czasu wolnego od progresji

byta obecno$¢ rozrostu plazmocytéw o fenotypie CD56— kappa+.

Obecnos¢ antygenu c-KIT (CD117) opisuje sie¢ w 20-35% przypadkoéw szpiczaka
plazmocytowego, co potwierdzaja badania wlasne (obecny u 28,6% chorych znowo
zdiagnozowanym szpiczakiem oraz u 23,5% u chorych z nawrotem/progresja choroby).
Bataille i wsp. w 2008 roku opisali ekspresj¢ CD117 u 30% (36/122) chorych z MGUS oraz u
27% (169/617) chorych z MM. Obecnos¢ CD117 u pacjentow z MGUS byla znaczaco
wyZsza w poroOwnaniu z obecno$cig tego antygenu u chorych ze szpiczakiem. Autorzy
zwracaja uwage, ze obecnos¢ CD117 moze by¢ jednym z markeréw majacych wpltyw na
progresje MGUS w objawowego MM. Wykazali oni bowiem, ze utrata CD117 na komoérkach
wigzata si¢ z progresja choroby [90]. Opisano réwniez lepsze rokowanie wsrdd pacjentow ze
zwickszong ekspresja antygenu CDI117 [86]. Sugeruje si¢, ze ekspresja CD117 na
monoklonalnych plazmocytach zmienia ich docelowe miejsce w szpiku kostnym i moze
nakierowywac¢ je do nisz prekursorowych neutrofili, gdzie CD117 dziata jako czasteczka
kotwiczgca. Taka redystrybucja monoklonalnych komorek plazmatycznych w szpiku kostnym
moze przyczyni¢ si¢ do wigkszego utrzymywania homeostatycznej roli resztkowych,
prawidlowych plazmocytow 1 bardziej ograniczonego ich rozprzestrzeniania si¢
w gammapatiach monoklonalnych CD117(+) [91].

W badaniach wtasnych nie obserwowano rdéznic pomiedzy grupg CDI117+
a CD117- w zakresie parametréw klinicznych i laboratoryjnych, takich jak: typ biatka M,
stezenie albumin, f2M, aktywnos$¢ LDH, stopien zaawansowania choroby, odpowiedZ na
leczenie pierwszoliniowe oraz PFS i OS, co bylo opisywane juz przez Kraj i wsp. [92]. Inne
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analizy dotyczace chorych z nowo rozpoznanym szpiczakiem plazmocytowym wykazaty
statystycznie gorsze rokowanie oraz krotszy OS w grupie bez ekspresji zarowno CD56 oraz
CD117. Niska ekspresja obu antygenow moze prowadzi¢ do rozprzestrzeniania komorek
plazmatycznych,  progresji  choroby,  wigkszego  zaawansowania  klinicznego,
a w konsekwencji niekorzystnego rokowania. Ponadto autorzy opisuja zwigzek pomiedzy
zaburzeniami cytogenetycznymi wysokiego ryzyka a brakiem ekspresji CD117 na
plazmocytach [89, 93]. Powyzszych obserwacji nie potwierdzono w badaniach wtasnych.
Wykazano natomiast, ze obecno$¢ rozrostu plazmocytow CD117- kappa+ bylo czynnikiem
korzystnie wptywajacym na OS oraz PFS w grupie chorych z nowo rozpoznanym
szpiczakiem plazmocytowym. Ponadto w przypadkach chorych z rozrostem CD117-
lambda+ rokowanie, dotyczace czasu przezycia wolnego od progresji choroby, byto

znamiennie gorsze, ale nie wptywato na catkowite przezycie.

Ekspresje antygenu CD20 opisuje si¢ u okoto 20-30% chorych na szpiczaka
plazmocytowego [11, 25, 31, 94]. W badaniach wilasnych, za pomocg immunohistochemii,
stwierdzono obecnos¢ CD20 w >10% komoérek u 26,8% chorych z grupy znowo
rozpoznanym szpiczakiem oraz u 20,6% chorych w momencie nawrotu/progresji choroby.

Znaczenie CD20 u chorych na szpiczaka nie jest do konca poznane, a dane
literaturowe §wiadcza o znacznej heterogennos$ci tej grupy. W niniejszej pracy
zaobserwowano, ze u chorych z podwyzszona ekspresja CD20 (>20% komorek) statystycznie
czgsciej wystepowat rozlany naciek nowotworowy (66,7%) oraz wtoknienie szpiku (88,9%),
ktére uznane s3 za niekorzystnie rokujace cechy histologiczne. Co ciekawe, wszyscy chorzy
zwysoka ekspresja CD20 (w >20% komoérek) mieli prawidlowe stezenie albuminy
w surowicy. W analizie przezycia nie bylo réznicy w odniesieniu do OS oraz PFS pomiedzy
grupa chorych CD20+ i CD20- w badanej populacji. Robillard i wsp. opisali wystgpowanie
antygenu CD20 w 12/66 przypadkdéw pacjentéw z MM. Wykazali oni rowniez, ze w 83%
(10/12 przypadkow) ekspresja CD20 wigzata si¢ z wspdtwystepowaniem t(11;14), ktéra jest
uznana za korzystny lub neutralny czynnik rokowniczy. Ponadto pacjenci CD20+,
w porownaniu z CD20-, czgéciej posiadali komodrki o morfologii malych, dojrzatych
plazmocytéw (58% vs 7%), ktorych obecno$¢ jest cechg $wiadczaca o niskim stopniu
ztosliwosci [11]. W analizie wlasnej wsrdd 22 chorych CD20+ w >10% komorek, oznaczenie
FISH w kierunku t(11;14) wykonano u 11 z nich (50%). Obecno$¢ t(11;14) stwierdzono
u27,7% chorych (3/11). Ekspresja CD20, w tych przypadkach, byla obecna w >30%
komorek. Quinn i wsp wykazali, ze chorzy na szpiczaka CD20+ stanowig heterogenna grupe.
Wyrdznili w niej populacje ze wspotistniejacg ekspresja cykliny D2, ktora charakteryzowata
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si¢ agresywniejszym przebiegiem, pozostajagcym jednak bez wplywu na OS. Autorzy
zaobserwowali takze, ze komorki szpiczakowe CD20+ wystepowatly najczesciej 63%
w postaci rozlanego nacieku [95]. Zalezno$¢ ta potwierdzono w badaniach wiasnych.
Zwigkszona obecno$¢ antygenu CD20 wraz z brakiem ekspresji CD56 jest czesciej
obserwowana na plazmocytach w biataczce plazmatycznokomorkowej, ktérej rokowanie jest
szczegblnie  niekorzystne  [96]. W  pracy  wlasnej  rozpoznanie  biataczki
plazmatycznokomorkowej stanowito kryterium wytaczenia, dlatego przeprowadzenie takiej
analizy bylo niemozliwe.

Antygen CD20 jest potencjalnym celem terapeutycznym, a przeciwciala
monoklonalne anty-CD20 sg stosowane w terapii chtoniakéw od lat. Dlatego temat obecnosci
CD20 na komorkach szpiczaka jest dyskutowany w wielu pracach. Jednak dotychczasowe
dane literaturowe dotyczace immunoterapii anty-CD20 wskazujga na jej ograniczong
skuteczno$¢ u chorych na szpiczaka plazmocytowego. Istnieje kilka teorii ttumaczacych staby
efekt terapeutyczny (polimorfizm w receptorze FGFR3, nieadekwatne dawkowanie,
zaburzona aktywno$¢ cytotoksyczna zalezna od przeciwcial oraz od komplementu), a za
najbardziej prawdopodobny przyjmuje si¢ heterogenno$¢ oraz stosunkowo niska ekspresje
antygenu CD20 na powierzchni komorek szpiczakowych. [30, 33]. Probowano stosowac
rituximab jako leczenie podtrzymujace po autotransplantacji, jednak liczba pacjentoéw byla
zbyt niska, zeby wyciagnaé ostateczne wnioski. Dodatkowo zastosowanie tego leczenia
wigzato si¢ z nieoczekiwanie wysokim odsetkiem wczesnych nawrotow [97]. Istniejg jednak
prace méwigce o znaczacej skutecznosci rituximabu, jesli byl stosowany w potaczeniu ze
standardowg chemioterapig [98]. W niniejszej pracy trzech chorych z wysoka ekspresja CD20
byto leczonych za pomoca rituximabu, uzyskujac dobra, jednakze krotkotrwala odpowiedz.
Ponadto zaobserwowano, ze chorzy z wysoka ekspresjag CD20 nie uzyskiwali odpowiedzi na
leczenie indukujace za pomocg bortezomibu (u 75% tych pacjentow stwierdzono progresje

choroby po leczeniu pierwszej linii). Podobng zalezno$¢ opisali juz Kong i wsp. [99].

Translokacje dotyczace /GH na chromosomie 14 oraz hiperdiploidia sg wczesnymi
zdarzeniami w patogenezie nowotworow z komorek plazmatycznych 1 wigzg si¢ ze
zwigkszong ekspresja jednego z genow kodujacych cykling D (CCNDI na chromosomie
11q133, CCND2 na 12p13 oraz CCND3 6p21). Na podstawie rodzaju translokacji oraz
ekspresji cykliny D powstala klasyfikacja nowotworow z komorek plazmatycznych
wyrdzniajagca grupy majace pewne wspdlne cechy charakterystyczne oraz wymagajace
réznego podejScia terapeutycznego. Najczesciej wystepujaca translokacja w tej populacji jest
t(11;14), obecna u 15-20%, ktorej obecnos¢ przyczynia si¢ do nadekspresji cykliny DI.
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Chorzy posiadajacy te aberracje cytogenetyczng naleza do grupy standardowego ryzyka wg
mSMART i Rajkumara [63, 64]. Cykling D1 w ocenie immunohistochemicznej dotychczas
opisywano u 17-50% chorych na szpiczaka plazmocytowego, a jej obecno$¢ wigzata si¢
z korzystnym rokowaniem [100]. Réznice w opisywanym odsetku ekspresji cykliny D1 przez
roznych autoréw moga wynika¢ z czasu wykonywanej analizy (w momencie diagnozy lub
progresji/nawrotu choroby), warto$ci procentowego punktu odcigcia dla wyniku dodatniego,
a takze czuto$ci uzywanych technik histologicznych. W pracy wlasnej ekspresje cykliny D1
w >10% komorek stwierdzono u 66,1% w grupie znowo rozpoznanym szpiczakiem oraz
u 70,6% w momencie progresji. Odsetki te sa nieco wyzsze niz w cytowanej wczesniej
literaturze, jednak koresponduja z badaniem Padhi i wsp. [43].

Cze$¢ przeprowadzonych dotychczas badan wykazata zwigzek ekspresji cykliny D1
z czynnikami ztego rokowania (zaawansowany stopien kliniczny, histologiczny, zwigkszona
aktywno$¢ proliferacyjna, uposledzona funkcja nerek, podwyzszone stezenie [3-2-
mikroglobuliny) [42, 101, 102]. Przeciwnie, inne opublikowane prace ujawniaty jej bardziej
korzystny wpltyw na przebieg choroby, dtuzsze okresy remisji oraz catkowitego przezycia [44,
103]. Przeprowadzona przez Soverini i wsp. analiza 74 nowo zdiagnozowanych chorych
wykazata, iz w grupie z t(11; 14) oraz trisomig chromosomu 11, statystycznie czesciej
wystepowata nadekspresja cykliny D1. Chorzy ci mieli dtuzsze okresy remisji choroby (41 vs
26 miesiecy) oraz przezycie wolne od zdarzen (EFS) (33 vs 24 miesiagce) [103]. W oceniane;j
populacji wlasnej nie wykazano zwigzku ekspresji cykliny D1 z czynnikami kliniczno-
patologicznymi oraz jej wptywu na OS i PFS. Podobne obserwacje raportowali inni autorzy
[51]. Analizujagc zaburzenia cytogenetyczne zaobserwowano, ze u wszystkich pacjentow
z obecnoscia t(4;14) nie wystepowata ekspresja cykliny D1 w szpiku, w przeciwienstwie do
chorych z t(11;14), u ktorych w 100% byta ona wysoka (>40% komorek). Ocena ta jest
jednak niepelna z uwagi na retrospektywny charakter pracy (t(11;14) metodag FISH zostata
oceniona tylko u 49% chorych).

Nie wszystkie doniesienia dotyczace neutralnego lub korzystnego znaczenia
prognostycznego cykliny D1 w nowotworach sg jednak zgodne. Inni autorzy wykazali, ze jej
obecnos¢ moze zmniejszaé ekspresje APO-1 (CD95), prowadzac do zwigkszonej opornosci
komorki na chemioterapeutyki, moze tez chroni¢ ja przed apoptoza, a tym samym wptywaé
na krotszy OS oraz wickszg czestos¢ przerzutdéw nowotworowych [104, 105]. Dlatego
zasadne jest prowadzenie dalszych badan, ktore pozwolg na okreslenie znaczenia cykliny D1
u chorych na szpiczaka.

W analizowanej populacji pacjentdéw ekspresj¢ biatka p53 w szpiku stwierdzono
u 5 chorych w momencie diagnozy (8,9%) oraz u 4 (11,8%) w momencie progresji choroby.
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W obu podgrupach tylko po 2 osoby posiadaty ekspresje¢ p53 w >10% komorek. Dane te sg
zgodne z dotychczas raportowanymi w literaturze [51, 106]. Z kolei Sheth 1 wsp. podaje, ze
w przypadkach lokalizacji choroby poza szpikiem kostnym ekspresja biatka p53 jest znacznie
wyzsza (75% vs 8%) [107].

Akumulacja biatka p53 jest wynikiem delecji lub mutacji zachodzacych w genie
TP53, dlatego w celu okreslenia znaczenia tego markera histologicznego badano korelacje
z wynikami uzyskiwanymi za pomocg badan genetycznych. Podaje si¢, ze ekspresja p53
w komorkach szpiku u chorych na inne nowotwory hematologiczne, w poréwnaniu z analizg
molekularng mutacji genu 7P53, wykazuje 96% zbieznos¢ [108]. Podobnie wysokg zaleznos¢
uzyskano poréwnujac jadrowa ekspresje biatka p53 z czesto$cig hemizygotycznej del(17p)
(wykrywanej za pomoca metody FISH) w analizie 105 chorych z nowo rozpoznanym
szpiczakiem. W pracy tej 77% chorych z del(17p) posiadalo rowniez ekspresje jadrowa p53,
a 83% przypadkow z immunoreaktywnym biatkiem p53 miato stwierdzong hemizygotyczna
del(17p). Ponadto wykazano, ze chorzy z wykrywalnym za pomocg badan IHC biatkiem p53
mieli znacznie krétsze OS w poroéwnaniu z grupa kontrolng. Dlatego autorzy twierdza, ze
oznaczenie immunohistochemiczne biatka p53 mozna uzna¢ za czute narzedzie diagnostyczne
w wykrywaniu mutacji genu 7P53 oraz jako marker prognostyczny w szpiczaku
plazmocytowym [49]. W pracy dotyczacej roli mutacji 7P53 w patogenezie przewleklej
bialaczki limfocytowej autorzy podkreslaja, ze poza mutacjami w samym genie, istniejg
alternatywne mechanizmy powodujace nadekspresje biatka pS3 (zmiennos¢ MDM2, mutacje
ATM, hipermetylacja promotora genu 7P53, polimorfizm rodziny promotorow BCL-2), dajace
falszywie pozytywne wyniki. Dodatkowo nie kazda mutacja w genie 7P53 powoduje
produkcje zmienionego biatka p53, a przeciwciala stosowane w immunohistochemii moga
wykry¢ jedynie niektore jego izoformy [109]. W badaniach wlasnych zaobserwowano, ze
wsrod chorych z obecnoscig biatka p53 w IHC tylko u 33,3% stwierdzono del(17p) w badaniu
FISH, a u 14,3% chorych z del(17p) wystepowata ekspresja biatka p53.

Z danych dostepnych w literaturze wynika, ze obecno$¢ delecji genu 7P53 1 ekspresji
biatka p53 wigze si¢ jednoznacznie z krétszym czasem przezycia oraz agresywniejszym
przebiegiem choroby [46-49]. Podobnie Neri 1 wsp. juz w 1999 roku wykazali zwigzek
obecno$§¢ mutacji 7P53 z bardziej ztosliwszymi postaciami szpiczaka oraz gorszym
rokowaniem [110]. Czgstsze wystepowanie del(17p) stwierdzono u chorych na szpiczaka
z chorobg zlokalizowang pozaszpikowo, zajeciem centralnego ukladu nerwowego oraz
biataczka plazmatycznokomorkows, u ktorych rokowanie jest szczegdlnie niekorzystne [111-
113]. Wykazanie ekspresji biatka p53 wigzato si¢ ze skroceniem OS i1 PFS u chorych z nowo
rozpoznanym MM leczonych schematami chemioterapii zwierajacymi talidomid oraz u
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chorych z opornym i nawrotowym MM, u ktérych stosowano lenalidomid [106]. Dawson
1 wsp. opisali ekspresj¢ p53, jako jeden z czynnikdéw negatywnie rokujacych odpowiedz na
leczenie bortezomibem u chorych z oporng i nawrotowg chorobg, niemajacym jednak wplywu
na OS w tej grupie [114]. Analiza przezycia w pracy witasnej wykazata, ze chorzy z nowo
rozpoznang chorobg 1 biatkiem p53 w >10% komorek mieli krotszy OS, niz pozostali chorzy
(mediana OS 7 miesi¢cy vs nieosiggnigta). Podobng zalezno$¢ zaobserwowano w tej grupie
dla PFS, ktore byto znaczaco krotsze (mediana PFS 3,4 vs 18 miesiecy). Jednak z uwagi na
zbyt mata liczbe chorych z ekspresja pS3 wyniki te nie osiggnely znamiennosci statystyczne;.
W pracy wlasnej wykazano, ze u chorych z nadekspresjg biatka p53 znamiennie
czgsciej obserwowano widknienie w szpiku (80% vs 37,2% bez ekspresji p53). Nie
znaleziono w literaturze danych dotyczacych analizy zwigzku wtoknienia szpiku z ekspresja
p53 u pacjentow ze szpiczakiem plazmocytowym. Zalezno$¢ tg badano jednak w grupie
chorych na zesp6t mielodysplastyczny z towarzyszacym wildknieniem szpiku, gdzie

nadekspresja p53 byta niezaleznym, negatywnie rokujacym czynnikiem [115]

Monoklonalne tancuchy lekkie immunoglobulin, wykrywane za pomocg barwien
immunohistochemicznych, sg obecne w cytoplazmie komoérek szpiczakowych w okoto 85%
przypadkéw. W okoto 15% nie mozna stwierdzi¢ obecno$ci zadnego z lancuchow, co
sugeruje, ze immunoglobuliny nie sg produkowane (szpiczak nieprodukujacy). Zastosowanie
metody immunoperoksydazowej w diagnostyce histopatologicznej szpiku w kierunku
gammapatii monoklonalnych umozliwito réznicowanie choréb =z grupy dyskrazji
plazmocytowych. W normalnym szpiku oraz w reaktywnych odczynach plazmocytowych
widoczny jest wzor poliklonalnych kappa i lambda plazmocytéw, z niewielka przewaga
fancucha kappa. W przypadku szpiczaka, plazmocyty posiadajg monoklonalny wzor ekspres;ji,
co wyroznia go od pozostatych jednostek z grupy dyskrazji. Oznaczony ta technikg tancuch
lekki immunoglobulin korelowat z rodzajem LC obecnego w surowicy pacjentdw, a co
wigcej, stosunek LC kappa/lambda korelowal z rozpoznaniem klinicznym. Nie wykazano
zwiazku pomiedzy stezeniem biatka monoklonalnego w surowicy oraz liczby plazmocytow
w szpiku kostnym, a stosunkiem tancuchow lekkich. Najwyzszy stosunek LC byt obecny
w szpiczaku plazmocytowym i rdznit si¢ znamiennie od chorych z MGUS. Wysoki stosunek
tancuchéw lekkich pozwala na réznicowanie chorych z MM, MGUS, uszkodzeniem
narzgdowym wtorym do gammapatii monoklonalnej w przebiegu makroglobulinemii,
amyloidozy czy wtornej do gammapatii niewydolnos$ci nerek [116].

Praca Shustik 1 wsp., analizujagca 94 pacjentow z chorobg tancucha lekkiego (LCD),
wykazala znamiennie krotsze przezycie w grupie chorych z fancuchem lekkim lambda
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(mediana OS odpowiednio dla chorych lambda i1 kappa wynosita 10 1 30 miesi¢cy). Nizszy
odsetek pacjentow z choroba kappa-LCD (15,7%), niz pacjentow z lambda-LCD (42,2%)
zmart w ciggu pierwszych 6 miesigcy od rozpoznania. Jednak autorzy nie obserwowali, Zeby
krétsze przezycie pacjentow z lambda-LCD wynikato ze zwigkszonej cz¢stosci wystgpowania
innych uznanych czynnikéw rokowniczych (np. niedokrwisto$¢, hiperkalcemia, azotemia,
hipoalbuminemia, nasilenie zmian osteolitycznych lub bialkomocz), czgstosci wystgpowania
amyloidozy, klinicznego zaawansowania choroby w momencie rozpoznania lub odpowiedzi
na leczenie [117]. Pozniejsze badania potwierdzity, ze obecnos$¢ rozrostu z tancuchem lekkim
lambda jest niezaleznym, negatywnie rokujagcym czynnikiem w szpiczaku plazmocytowym
[2]. Udowodniono, ze zaburzony stosunek tancuchow lekkich w surowicy jest niezaleznym
czynnikiem ryzyka progresji SMM do peloobjawowego szpiczaka oraz negatywnym
czynnikiem prognostycznym dla chorych z nowo zdiagnozowanym MM [118, 119].
Stwierdzenie ekspresji tancucha lambda wigzato si¢ z predyspozycja do pozaszpikowej
lokalizacji choroby oraz gwaltownie postgpujaca niewydolnoscig nerek [120, 121].
Niewydolno$¢ nerek byta réwniez czestsza w grupie chorych ze szpiczakiem plazmocytowym
lambda, u ktorych stwierdzano szpikowe depozyty amyloidu [122]. Opisano, ze u chorych ze
szpiczakiem IgD (ok. 2% przypadkow) wspotwystepuje tancuch lekki lambda u 82%. Na
podstawie wzoru elektroforezy bialek zauwazono podobienstwo szpiczaka plazmocytowego
IgD oraz lambda-LCD. Rokowanie w obu ww. grupach jest niekorzystne [123].
Wigkszos¢ dostepnej literatury na temat znaczenia rodzaju tancuchow lekkich
w szpiczaku plazmocytowym opiera si¢ na analizie immunofiksacji biatek surowicy.
Przeprowadzona analiza wlasna 56 chorych z nowo rozpoznanym MM, opierajaca si¢ na
ocenie immunohistochemicznej ekspresji tancucha lekkiego, wykazata korelacje rozrostu
lambda z czestszym wystepowaniem podwyzszonego stezenia B-2-mikroglobuliny, a takze
wickszym zaawansowaniem choroby w momencie rozpoznania wg klasyfikacji ISS.
W poréwnaniu z chorymi z rozrostem kappa pacjenci z rozrostem lambda rzadziej uzyskiwali
odpowiedZ na leczenie pierwszej linii, a nawrdt choroby wystepowal u nich znamiennie
czesciej. Przeprowadzona analiza krzywych Kaplan-Meier wykazata, ze posiadanie rozrostu
plazmocytéw lambda bylo czynnikiem negatywnie wptywajacym na OS i PFS. Dodatkowo
korelacja pozostatych antygenow plazmocytarnych, ktorych znaczenie omoéwiono wczesniej,
z rodzajem tancucha lekkiego pozwolita na wyszczegolnienie kolejnych czynnikéw
rokowniczych. W przypadku wspotwystepowania rozrostu CD117- kappa+ oraz CD56—
kappa+ ryzyko progresji oraz zgonu byto mniejsze, niz w przypadku chorych z pozostatymi
uktadami ekspresji tych antygenow. Natomiast krotszy czas do progresji choroby (mediana
PFS 8 vs 27,8 miesigcy) stwierdzano w grupie CD117— lambda+ oraz CD56— lambda+.
77



Pomimo wielu prac dotyczacych znaczenia rokowniczego poszczegolnych antygenow
w szpiczaku plazmocytowym, wedlug dostgpnej wiedzy, znaczenie zaprezentowanych

koekspresji antygenowych nie byto dotychczas raportowane w pismiennictwie.

Zarébwno w literaturze jak 1 w badaniach wlasnych wykazano, ze uzyskanie
odpowiedzi na pierwsza lini¢ leczenia jest korzystnym czynnikiem rokowniczym,
w odniesieniu do czasu catkowitego przezycia. Harousseau i wsp. opisali, ze uzyskanie VGPR
przed i1 po autotransplantacji szpiku wptywato pozytywnie na PFS i OS, w grupie chorych
wysokiego ryzyka, leczonych w pierwszej linii za pomocg bortezomibu [124]. W badaniach
wlasnych w grupie chorych z nowo rozpoznanym szpiczakiem ORR wyniést 69,1%.
W analizowanej grupie 30,4% badanych otrzymato w pierwszej linii schemat oparty na
bortezomibie, ktory jest aktualnie lekiem rekomendowanym dla wszystkich chorych
niezaleznie czy kwalifikujg si¢ do autotransplantacji. Stosunkowo niski odsetek pacjentow
leczonych B wynika z faktu, ze lek ten jest w Polsce refundowany w katalogu chemioterapii
dopiero od roku 2015, a grupa obejmowata pacjentdéw z lat 2008-2016.

Sposréd analizowanych parametrow histologicznych 1 immunohistochemicznych
zaobserwowano, ze ORR znamiennie roznit si¢ w zaleznosci od rodzaju tancucha lekkiego na
plazmocytach, w grupie chorych leczonych na bazie lekdw immunomodulujacych. Pacjenci
zrozrostem lambda mieli w tej populacji znamiennie nizszy odsetek odpowiedzi
W porownaniu z chorymi z rozrostem kappa. Juz w 1979 roku Cornell 1 wsp. opublikowali
prace moéwiagca o réznicy w odpowiedzi na leczenie protokotami opartymi na melfalanie,
prednizonie, carmustynie i testosteronie 68 chorych, w zaleznos$ci od typu biatka Bence’a-
Jonesa w moczu. Wykazali oni, ze odsetek dobrych odpowiedzi na leczenie w grupie
wydzielajacej] w moczu biatko kappa wynosit 43%, w poréwnaniu z 13% z biatkiem typu
lambda. Podobnie catkowite przezycie chorych w grupie wydzielajacej biatko kappa byto
znamiennie dhluzsze (mediana OS wynosita 31 vs 12 miesigcy) [125]. Wprowadzenie
talidomidu zdecydowanie poprawilo przezycie chorych na szpiczaka plazmocytowego.
W 2011 roku opublikowano metaanaliz¢ na 1685 starszych, nieleczonych dotychczas
chorych, poréwnujaca skutecznos¢ schematu MP z MPT. Wykazata ona przedtuzenie PFS,
OS o 6,6 miesigcy oraz lepszy odsetek odpowiedzi w przypadku dotaczenia talidomidu [126].
Morgan 1 wsp. w badaniu MRC Myeloma IX wykazali, Zze zastosowanie leczenia
indukujacego z talidomidem w schemacie CTD skutkowal wyzszym odsetkiem odpowiedzi
[127]. Wyzszy ORR na leczenie talidomidem wigzat si¢ mi¢dzy innymi z wystgpowaniem
fancucha lekkiego kappa, co rowniez potwierdzaja badania wilasne [128]. Analiza
wspotwystgpowania réznych antygendw na plazmocytach wykazata, Ze chorzy ze

78



stwierdzonym rozrostem plazmocytow CDI117— lambda+ oraz CD56— lambda+
charakteryzowali si¢ najnizszym  odsetkiem odpowiedzi na leczenie lekami
immunomodulujgcymi, w porOéwnaniu z pacjentami posiadajagcymi pozostate uktady tych
antygenow. Wczesniej raportowano nizsze ORR oraz gorsze rokowanie u chorych bez
ekspresji CD56 1 CD117, jednakze nie badano znaczenia w potaczeniu z rodzajem tancucha
lekkiego [89, 93]. W niniejszej pracy zaobserwowano, ze zmiany cytogenetyczne wysokiego
ryzyka réwniez wiaza si¢ z nizszym odsetkiem odpowiedzi na leczenie pierwszoliniowe.
Chorzy z t(4;14) leczeni na bazie lekow immunomodulujacych w analizowanej grupie mieli
nizszy ORR, niz chorzy bez tej aberracji. Roznic w odpowiedzi na leczenie, w zaleznosci od
wspomnianych parametréw, nie obserwowano w grupie chorych leczonych bortezomibem,
ktérego wprowadzenie do terapii szpiczaka plazmocytowego znamiennie wptynelo na
rokowanie chorych, zwlaszcza tych o wysokim ryzyku cytogenetycznym. Wykazano, ze
zastosowanie tego leku poprawito rokowanie w grupie chorych z t(4;14) [129, 130].
W badaniu wlasnym nie obserwowano réznic w odsetku odpowiedzi na leczenie
bortezomibem w zalezno$ci od niekorzystnego profilu cytogenetycznego oraz rodzaju
fancucha lekkiego. Zdecydowana wigkszos¢ chorych w tej grupie byla leczona za pomoca,
rekomendowanego aktualnie, trojlekowego schematu VTD (bortezomib/talidomid/
deksametazon). Wykazano wyzszo$§¢ zastosowania schematu VTD nad TD (talidomid/
deksametazon) lub VBMCP/VBAD/B (winkrystyna, BCNU, melfalan, cyklofosfamid,
prednizon/winkrystyna, BCNU, doxorubicyna, deksametazon/ bortezomib) w grupie chorych
na szpiczaka < 65 roku zycia kwalifikujgcych si¢ do autotransplantacji [131]. Chorzy leczeni
za pomocg VTD mieli dtuzsze okresy wolne od progresji choroby w pordwnaniu z leczonymi
za pomoca TD, jednakze pigcioletni OS nie rdznit si¢ znamiennie w obu grupach. Tréjlekowy
schemat statystycznie czesciej pozwalat na uzyskanie catkowitej odpowiedzi, a jego ponowne
wlaczenie w momencie nawrotu przynosito takze korzy$¢ [132]. Rowniez w grupie oséb
starszych, niekwalifikujacych si¢ do przeszczepienia, dolaczenie bortezomibu do melfalanu
i prednizonu wydluzato PFS oraz OS [69]. Uwzgledniajac powyzsze fakty, zastosowanie
bortezomibu wydaje si¢ zasadne szczegdlnie w grupie pacjentdéw wysokiego ryzyka, w tym

z rozrostem klonalnym plazmocytow lambda.

Podsumowujac mozna stwierdzi¢, ze ocena histologiczna trepanobioptatoéw szpiku
uchorych na MM jest wcigz waznym 1 aktualnym narzedziem diagnostycznym.
Niejednokrotnie jest ona badaniem decydujacym o rozpoznaniu, zwlaszcza gdy obecne sg
dyskrepancje pomiedzy innymi metodami stluzacymi do oceny szpiku. Dzigki zastosowaniu
immunohistochemii stanowi rowniez dobre narzedzie do monitorowania choroby. Dostarcza
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ona wielu waznych informacji majacych przetozenie na postepowanie terapeutyczne oraz
pozwala juz na etapie biopsji diagnostycznej okresli¢ czynniki rokownicze. Dodatkowo jej
niewatpliwym atutem jest szeroka dostgpno$¢ oraz stosunkowo niewysoka cena. Majac na
uwadze rowniez ograniczenia zwigzane z tg technikg, nalezy stwierdzi¢, ze stanowi ona

integralng czegscig procesu diagnostycznego chorych na szpiczaka plazmocytowego.
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6. WNIOSKI

1.

Ocena histologiczna wraz z badaniami immunohistochemicznymi jest uzytecznym
narzedziem diagnostycznym i rokowniczym u chorych na szpiczaka plazmocytowego.
Niezaleznie od etapu choroby (nowo rozpoznana lub nawrdt/progresja) ocena
histologiczna bioptatow szpiku nie roézni si¢ w odniesieniu do analizowanych
parametrow.
Diagnostyczna biopsja szpiku pozwala na okreslenie czynnikow prognostycznych:
A. Niekorzystnym czynnikiem rokowniczym jest rozrost plazmocytow
z ekspresja tancucha lambda oraz plazmoblastyczny i niedojrzaty typ rozrostu
nowotworowego.
B. Korzystnym czynnikiem prognostycznym jest obecno$¢ plazmocytow
o fenotypie CD117- kappa+ oraz CD56— kappa+.
Obecnos¢ rozrostu plazmocytow z ekspresja fancucha lambda jest czynnikiem
negatywnie wplywajacym na uzyskanie odpowiedzi na leczenie indukujace lekami
immunomodulujagcymi. W tej grupie chorych szczeg6lnie korzystne jest zastosowanie
bortezomibu w pierwszej linii leczenia. Wystepowanie ekspresji antygenu CD20>20%
komoérek wigze si¢ natomiast z mniejszym odsetkiem odpowiedzi na leczenie

bortezomibem.
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7. STRESZCZENIE

Szpiczak plazmocytowy (ang. multiple myeloma /MM/) nalezy do choréb z grupy
dyskrazji plazmocytowych. Stanowi w Polsce trzeci pod wzgledem liczby nowych
zachorowan nowotwor uktadu limfoidalnego u oséb dorostych. Wg zaktualizowanych w 2014
roku kryteridw, rozpoznanie opiera si¢ na stwierdzeniu klonalnego nacieku patologicznych
plazmocytéw w biopsji tkankowej lub szpiku kostnym (przynajmniej 10% komorek) oraz
obecnosci minimum jednego z objawdéw definiujagcych szpiczaka. Do metod oceny
nowotworowego charakteru plazmocytéw naleza badania immunohistochemiczne (IHC),
immunofenotypowe i cytogenetyczne. Ocena klonalnosci polega na wykazaniu zaburzonej
proporcji plazmocytéw kappa do lambda na podstawie badania ITHC trepanobioptatow oraz
wykazaniu aberrantnego fenotypu plazmocytéw. Pomimo wzrostu znaczenia w ostatnich
latach cytometrii przeptywowej (FC), badanie histologiczne szpiku pozostaje podstawowa
metoda oceny odsetka nacieczenia, widknienia oraz rodzaju nacieku nowotworowego.
Zastosowanie rozszerzonego panelu przeciwciat IHC, pozawala na dokladniejsza analiz¢
zajecia szpiku oraz wyrdznienie czynnikOw rokowniczych juz na etapie diagnostycznej
trepanobiopsji.

Celem pracy bylo okreslenie przydatnos$ci diagnostycznej wybranych elementow
oceny histologicznej szpiku i markeréw immunohistochemicznych w grupie chorych z nowo
rozpoznanym MM oraz z nawrotem/progresja choroby, a takze wyznaczenie histologicznych
czynnikéw prognostycznych w trepanobioptatach nowo zdiagnozowanych pacjentow. Grupeg
badang stanowilo 90 chorych z rozpoznaniem szpiczaka plazmocytowego leczonych w
Klinice Hematologii i Transplantacji Szpiku Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu w latach
2008-2016 (47 kobiet 1 43 m¢zczyzn w wieku od 32 do 86 lat (mediana wieku w momencie
rozpoznania wynosita 60 lat)). Analizie poddano archiwalne trepanobioptaty pochodzace od
chorych z nowo rozpoznanym MM (56 chorych) oraz w momencie nawrotu/progresji choroby
(34 chorych). Preparatyka oraz barwienia trepanobioptatow zostaly wykonane metodami
standaryzowanymi w Zaktadzie Patologii Nowotworéw Wielkopolskiego Centrum Onkologii
w Poznaniu, a nast¢gpnie poddane ocenie zgodnie z zaleceniami International Council for
Standardization in Hematology z 2008r. Do analizowanych parametrow histologicznych
szpiku nalezaly: odsetek, rodzaj i typ histologiczny nacieczenia oraz nasilenie wioknienia. W
celu okreslenia klonalnosci oraz wykazania aberrantnego fenotypu komorek szpiczakowych
oceniono preparaty IHC nastepujacych antygenow: CD138, CD56, CD20, CD117, cyklina
DI, biatko p53, fancuchy lekkie kappa i lambda. Dodatkowo w pracy uwzgledniono dane
kliniczne (data rozpoznania, rozpoczgcia terapii, progresji choroby, ostatniej
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obserwacji/zgonu, rodzaj zastosowanej terapii w pierwszej linii oraz odpowiedz na leczenie
indukujace), laboratoryjne (klasa bialka monoklonalnego, typ tancucha lekkiego
immunoglobulin, st¢Zenie albumin, aktywno$¢ dehydrogenazy mleczanowej, st¢zenie B-2-
mikroglobuliny (B2M), kreatyniny) oraz zaburzenia cytogenetyczne. Mediana czasu
obserwacji wynosita 49,6 (2-119,7) miesigcy. W pierwszym etapie przeprowadzono oceng
porownawcza pacjentOow z nowo rozpoznang chorobg oraz w momencie nawrotu/progresji
pod wzgledem danych klinicznych, laboratoryjnych oraz badanych parametrow
histologicznych. Nastepnie, w celu okreslenia znaczenia prognostycznego, wykonano analize
statystyczng zaleznosci cech histologicznych zuznanymi czynnikami rokowniczymi, za
pomocg testu niezalezno$ci chi-kwadrat Pearsona oraz doktadnego testu Fishera. Ocene
przezycia (OS) oraz czasu do progresji choroby (PFS) wykonano za pomocg krzywych
Kaplana-Meiera, ktore nastgpnie poréwnano z zastosowaniem testu Log-rank. Do
wyznaczenia czynnikow wptywajagcych na OS oraz PFS zastosowano model regresji
proporcjonalnego hazardu Coxa z okresleniem wspotczynnika ryzyka (HR) z 95%
przedzialem ufnosci (CI). Wszystkie testy byly oceniane na poziomie istotnosci, ktory
wynosit p<0,05.

Komoérkowos¢ szpiku byta wyzsza w grupie nowo zdiagnozowanych chorych niz
w przypadku nawrotu lub progresji. Nie wykazano znamiennych statystycznie roznic
w zakresie odsetka nacieczenia, rodzaju i typu histologicznego rozrostu, nasilenia wtdknienia
oraz czestosci ekspresji poszczegdlnych markerow immunohistochemicznych (p>0,05).

Analizujac grupe 56 chorych z nowo zdiagnozowanym MM zaobserwowano zwigzek
pomiedzy rodzajem nacieku nowotworowego, a nasileniem wloknienia i1 stopniem
zaawansowania wg klasyfikacji Durie-Salmon. U chorych z rozlanym naciekiem
nowotworowym czesciej stwierdzano wioknienie szpiku (p=0,001) oraz wyzszy stopien
zaawansowania (p=0,006). Wsrod chorych z niekorzystnie rokujacymi aberracjami
cytogenetycznymi (del(17p) i t(4;14)) czgsciej wstgpowal niedojrzaly i plazmoblastyczny typ
rozrostu nowotworowego. Wraz ze wzrastajagcym odsetkiem nacieczenia szpiku stwierdzano
czestsze wystepowanie rozlanego rodzaju nacieku (p=0,001) oraz wicksze nasilenie
wildknienia (p=0,006). Analizujac znaczenie poszczegdlnych markerow IHC stwierdzono, ze
obecnos¢ wysokiej ekspresji CD56 (>50% komorek) korelowala z wystgpowaniem t(4;14)
(p=0,046), aekspresja CD20 (>20% komorek) z rozlanym naciekiem nowotworowym
(p=0,026). Widknienie szpiku bylo czesciej stwierdzane w grupie pacjentOw z obecnoscig
antygenu CD20 (>20%) (p=0,004) oraz biatka p53 (p=0,025). Wystepowanie lancucha
lekkiego lambda immunoglobulin na powierzchni klonalnych plazmocytow wigzato sie¢
z podwyzszonym stezeniem B2M (p=0,017), wyZzszym stopniem zaawansowania wg
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klasyfikacji ISS (p=0,04), brakiem odpowiedzi na leczenie indukujace (p=0,009), a takze
czgstszym wystgpowaniem nawrotu po pierwszej linii leczenia (p=0,006).

Histologicznym czynnikiem ryzyka wptywajacym na skrocenie OS, byla obecnosé
rozrostu plazmocytow lambda (HR 2,4; 95% CI 0,96-5,92; p=0,047). Pacjenci lambda+
osiggneli mediang przezycia (42,3 miesiecy) w przeciwienstwie do chorych kappa+.
Stwierdzenie plazmocytow o fenotypie CD117— kappa+ oraz CD56— kappa+ wigzato si¢
z wydhuzeniem przezycia (odpowiednio HR 0,25; 95% CI 0,09-0,72; p=0,01 oraz HR 0,24;
95% CI 0,08-0,75; p=0,014). Jako immunohistochemiczne czynniki ryzyka, niekorzystnie
wptywajace na PFS w badanej grupie, okres§lono obecno$¢ klonalnego rozrostu plazmocytow
lambda+ (HR 4,32; 95% CI 1,9-9,5; p=0,0002) oraz wystepowanie plazmocytéw o fenotypie
CD117- lambda+ (HR 3,37; 95% CI 1,57-7,24; p=0,002) oraz CD56— lambda+ (HR 3,44;
95% CI 1,63-7,27; p=0,001).

W analizowanej grupie chorych z nowo rozpoznanym MM catkowity odsetek
odpowiedzi (ORR) na leczenie pierwszej linii wynosit 69,1% (38/56 chorych) i byt
czynnikiem korzystnie wpltywajacym na OS (HR 0,39; 95% CI 0,16-0,95; p=0,038). Ponadto
wykazano, ze obecnos¢ rozrostu plazmocytow z ekspresja tancucha lambda byto czynnikiem
negatywnie wplywajagcym na uzyskanie odpowiedzi na leczenie indukujace lekami
immunomodulujagcymi (ORR 36,4% vs 86,9% dla chorych kappa; p=0,005). Najnizszym
odsetkiem odpowiedzi na leki immunomodulujace cechowali si¢ chorzy z rozrostem
plazmocytéw CDI117- lambda+ (p=0,009) oraz CD56— lambda+ (p=0,014). Powyzszych
zaleznosci nie obserwowano w przypadku leczenia bortezomibem (B). Wykazano natomiast,
ze chorzy z podwyzszong ekspresja CD20 statystycznie rzadziej uzyskuja odpowiedZz na
leczenie B (p=0,022)

Na podstawie przeprowadzonych analiz, potwierdzono przydatno$¢ diagnostyczng
1 prognostyczng oceny histologicznej z immunohistochemig u chorych na szpiczaka
plazmocytowego. Juz na etapie diagnostycznej biopsji mozna wyrdzni¢ czynniki rokownicze,
zwigzane z przebiegiem choroby. Do najwazniejszych parametrow histologicznych
niekorzystnie wplywajacych na czas catkowitego przezycia oraz czas wolny od progresji
choroby nalezy obecno$¢ rozrostu plazmocytow lambda. Dodatkowo wykazano, ze w grupie
chorych z rozrostem lambda szczegodlnie korzystne wydaje si¢ zastosowanie bortezomibu

w pierwszej linii leczenia.
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8. SUMMARY

Multiple myeloma / MM / is a disease in the group of plasma cells neoplasms. It is
the third cancer of the lymphoid tissue in adults in Poland according to a number of new
cases. According to the criteria updated in 2014, the diagnosis is based on the presence of
clonal infiltration of pathological plasma cells in a tissue biopsy or bone marrow (at least 10%
of cells) and the presence of minimum one of the symptoms that defines myeloma. The
methods for assessing the neoplastic character of plasma cells include immunohistochemistry
(IHC), immunophenotyping and cytogenetic tests. The evaluation of clonal character is based
on the presence of the disturbed proportion of kappa to lambda cells based on the IHC study
of trephine biopsies and the aberrant phenotype of plasma cells. Despite the increase in the
importance of flow cytometry (FC) in recent years, histological examination of the bone
marrow remains the basic method to assess the percentage of infiltration, fibrosis and the
pattern of neoplastic infiltration. In addition, the use of the extended panel of IHC antibodies
allows a more accurate analysis of bone marrow involvement and distinguishing of prognostic
factors already at the diagnostic biopsy.

The aim of the study was to determine the diagnostic usefulness of selected elements
of the histological evaluation of bone marrow and immunohistochemical markers in the group
of patients with a newly diagnosed and refractory/relapsed MM, as well as the determination
of histological prognostic factors in trephine biopsies of a newly diagnosed patients. The
evaluation included 90 patients diagnosed with multiple myeloma treated in the Department
of Hematology and Bone Marrow Transplantation of the Poznan University of Medical
Sciences in 2008-2016 (47 women and 43 men aged 32 to 86 years (the median age at the
time of diagnosis was 60 years)). An archival trephine biopsies from patients with newly
diagnosed (56 patients) and refractory/relapsed (34 patients) MM were prepared and stained
by standard methods in the Cancer Pathology Department of the Grand Poland Cancer Center
in Poznan. The microscopic evaluation was made according to the recommendations of
International Council for Standardization in Hematology from 2008. The histological
parameters of the bone marrow were analyzed for the percentage of plasmocytes, distribution
pattern and type of infiltration and fibrosis. The following stains were evaluated: CD138,
CD56, CD20, CD117, cyclin D1, p53 protein, kappa and lambda light chains to determine the
clonality and to reveal the aberrant phenotype of myeloma cells. In addition, the analysis
included clinical data (date of diagnosis, initiation of therapy, disease progression, last
observation/death, the type of first line therapy and response to induction therapy), laboratory
(monoclonal protein class, immunoglobulin light chain type, albumin, B-2-microglobulin
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(B2M) and creatinine concentration, lactate dehydrogenase activity) and cytogenetic
aberrations. The median observation time was 49.6 (2-119.7) months. In the first part,
a comparative analysis of patients with a newly diagnosed and refractory/relapsed disease was
performed in terms of clinical, laboratory and histological parameters. Afterwards, to
determine the prognostic value, a statistical analysis of the association between histological
features and well defined prognostic factors was performed using the Pearson chi-square
independence test and Fisher's exact test. The assessment of survival (OS) and time to disease
progression (PFS) were made using Kaplan-Meier curves, which were then compared using
the Log-rank test. To determine the factors affecting the OS and PFS, the Cox proportional
hazard regression model was used with the determination of the hazard ratio (HR) with a 95%
confidence interval (CI). All tests were evaluated at the significance level, which was p <0.05.

The bone marrow cellularity was higher in the group of newly diagnosed patients
than in the cases of refractory/relapsed disease. There were no statistically significant
differences in the percentage of infiltration, the distribution pattern and the histological type
of infiltration, fibrosis stage and the frequency of immunohistochemical markers expression
(p> 0.05).

Analyzing a group of 56 patients with a newly diagnosed MM, an association
between the type of neoplastic infiltration and the severity of fibrosis, as well as the Durie-
Salmon stage was observed. In patients with diffuse neoplastic infiltration, bone marrow
fibrosis (p = 0.001) and the higher stage of disease were more common (p = 0.006). Among
patients with unfavorable cytogenetic aberrations (del (17p) and t(4;14)), immature and
plasmoblastic type of tumor infiltration was more frequent. With the increasing percentage of
bone marrow involvement, the occurrence of diffuse pattern of infiltration (p = 0.001) and
higher stage of fibrosis (p = 0.006) were observed more often. The analysis of significance of
IHC markers revealed that the presence of high expression of CD56 (=50% of cells)
correlated with the occurrence of t(4;14) (p = 0.046). Moreover, CD20 expression (>20% of
cells) was connected with the diffuse pattern of tumor infiltration (p = 0.026). The bone
marrow fibrosis was more frequently observed in the group of patients with expression of
CD20 (=20% cells) (p = 0.004) and p53 (p = 0.025). The occurrence of the lambda
immunoglobulin light chain on the clonal plasmocytes was associated with an elevated f2M
concentration (p = 0.017), a higher ISS stage (p = 0.04), the lack of response to induction
therapy (p = 0.009), and more frequent relapse after the first line of treatment (p = 0.006).

A histological risk factor affecting OS shortening was the presence of lambda
plasmocyte infiltration (HR 2.4, 95% CI 0.96-5.92, p = 0.047). Lambda positive patients
achieved median survival (42.3 months) in contrast to kappa positive ones. Whereas, the
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finding of plasmacytes with the CD117- kappat+ and CD56- kappa+ phenotype was
associated with longer survival (HR 0.25, 95% CI 0.09-0.72, p = 0.01 and HR 0.24, 95% CI
0.08-0.75, p = 0.014, respectively). The presence of clonal lambda infiltration (HR 4.32, 95%
CI 1.9-9.5, p = 0.0002), as well as the presence of plasmocytes with the CD117- lambda+
(HR 3.37, 95% CI 1.57-7.24, p = 0.002) and CD56- lambda+ phenotype (HR 3.44, 95% CI
1.63-7.27, p = 0.001) were determined as the immunohistochemical risk factors affecting PFS
in the study group.

In the group of patients with a newly diagnosed MM, the overall response rate
(ORR) to the first line treatment was 69.1% (38/56 patients), and was a factor favorably
affecting OS (HR 0.39; 95% CI 0.16-0, 95, p = 0.038). In addition, it was demonstrated that
the presence of tumor cells expressing the lambda chain was a factor negatively affecting the
response to induction therapy with immunomodulatory drugs (ORR 36.4% vs. 86.9% for
kappa patients, p = 0.005). The lowest percentage of responses to immunomodulatory agents
was found in patients with CD117- lambda+ (p = 0.009) and CD56— lambda+ (p = 0.014)
tumor cells phenotype. The above correlations were not observed in the group treated with
bortezomib (B). It has been shown, however, that patients with elevated CD20 expression
receive a response to B treatment (p = 0.022) statistically less frequently.

Based on the performed analyzes, the diagnostic and prognostic usefulness of
histological assessment with immunohistochemistry in patients with MM was confirmed. At
the diagnostic biopsy, the prognostic factors related to the course of the disease can be
specified. The most important histological parameter adversely affecting the overall survival
and the progression free survival is the presence of lambda positive plasmocytes infiltration.
Moreover, bortezomib has been shown to be particularly useful in the first line treatment in

the group of patients with lambda clonal plasma cells.
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9. SUPLEMENT

A. Badanie podstawowe FISH z minimalnym zestawem sond DNA

ETAP |
Réwnolegle oznaczenie:
1. Statusu genu TP53 (17p13)
2. Statusu genu IGH (14¢32)

e e ...1\

Obecna delecja TP53 Dowolny status TP53 Brak delecji TF53
Brak rearanzacji IGH Obecna rearanzacja IGH Brak rearanzacji IGH

[ Koniec badania A. ] [ Koniec badania A. ]

Dalsza analiza
ETAPII
Oznaczenie statusu genu FGFR3
[t(4:14)]

Wynik badania

el

[ Obecna fuzja z FGFR3 ] [ Brak fuzji z FGFR3 J

Koniec balania A

Dalsza analiza
ETAP Il
Oznaczenie statusu genu MAF *
[t{14;16)]

Wynik badania
[ Obecna fuzja z MAF* '] [ Brak fuzji z MAF *
[ Koniec badania A. ] [ Koniec badania A" ]

* MAF — uzywane synonimy: MAFC, c-MAF

" w razie potrzeby mazliwe wykenanie badania rozszerzonego, rozszerzonego, dla zidentyfikowania partnera IGH
w translokacji

B. Badanie rozszerzone FISH z optymalnym zestawem sond DNA (uzupetnie:

Kariotyp)
Etap | Etap Il (opcjonalnie)

é;danie FISH w kierunku cceh @na analiza KARIOTYPU z \

1. delecja TP53 = del(17)(p13) uwzglednieniem cech:

2. rearanzacja IGH 1. del(17){p13)

3. fuzja IGH-FGFR3 = t(4;14) 2. aberracje 14932 (rozne translokacje)

4. fuzja IGH-MAF = 1(14;18) 3. aberracje chromosomu 1 (1p/1q)

5. fuzja IGH-MAFB =1(14,20) 4. delecja/monosomia chromosomu 13

6. status 1p/1q (powielenie 1921) 5. kariotyp prawidlowy

7. fuzja IGH-CCND1 =1(11;14) 6. trisomie chromosomow nieparzystych

8. rearanzacja MYC (8g24) 7. kariotyp hypodiploidalny

9. delecja DLEUT = del(13)(q14)

10.liczba kopii chromosomoéw
\ nieparzystych (8§, 9, 15) / \ /

Rycina 9. Algorytm diagnostyczny zaburzen cytogenetycznych wg PGSZ [2].
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Tabela 32. Kryteria odpowiedzi na leczenie wg IMWG dla postaci szpiczaka z obecnos$cia

biatka monoklonalnego [2].

Remisja calkowita
(CR, complete

ujemna immunofiksacja w surowicy i moczu (2x),
< 5% plazmocytéw w szpiku (nie wymagane powtarzanie

remisja calkowita
(sCR; stringent CR)

remission) biopsji szpiku)
catkowite zniknigcie guzow plazmocytoma w tkankach
migkkich
Rygorystyczna prawidlowy wspotczynnik FLC

nieobecnos¢ klonalnych komoérek w szpiku badana
immunofluorescencjag  lub immunohistochemicznie
(klonalnos¢: proporcja komorek kappa[+]/ lambda[+] > 4:1
albo < 1:2, ocena min. 100 plazmocytow)

Bardzo dobra
remisja czeSciowa
(VGPR; very good
partial remission)

bialko M  wykrywalne w surowicy 1 moczu
immunofiksacja, ale niewidoczne w elektroforezie lub 90%
redukcji biatka M w surowicy

biatko M w moczu <100 mg/24 h

Remisja cze¢Sciowa
(PR; partial
reemission)

50% redukcji biatka M w surowicy

>90% redukcji biatka M w moczu 24-h, lub ponizej <200
mg/24-h

jezeli przy rozpoznaniu byty obecne guzy plazmocytoma w
tk. migkkich, dodatkowo do w/w kryteriow wymaga si¢ >
50% redukcji ich rozmiaru

Stabilizacja choroby
(SD; stable disease)

nie spetnione kryteria CR, VGPR, PR lub progresji choroby
(PD)

Progresja choroby
(PD; progressive
disease) — obecnos¢
przynajmniej jednego
w porownaniu do
najlepszej
odpowiedzi:

25% wzrostu biatka M w surowicy, pod warunkiem, Ze
absolutny wzrost wynosi, co najmniej 0,5g/dl

jezeli biatko M nie spadto ponizej 5 g/dl, PD definiuje
wzrost o > 1 g/dl

>25% wzrostu biatkka M w moczu dobowym pod
warunkiem, ze absolutny wzrost wynosi powyzej >200
mg/24 h

gdy brak mierzalnego biatka M w surowicy i moczu: >
25% wzrostu roznicy stezen pomigdzy klonalnym
tancuchem w FLC a tancuchem nieklonalnym (warto$¢
absolutna wzrostu minimum > 10 mg/dl)

25% wzrostu odsetka plazmocytow w szpiku (absolutny %
wzrostu > 10%)

nowe zmiany kostne lub plazmocytoma w tk. migkkich,
albo udokumentowane powigkszenie rozmiaru zmian
kostnych lub w tk. Mi¢kkich

hiperkalcemia (skorygowany Ca2+ w surowicy >11,5
mg/dl lub 2,65 mmol/l) jednoznacznie zwigzana
z proliferacja
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Tabela 33. Definicje odpowiedzi na leczenie wg IMWG dla choroby tancuchow lekkich [2].

Remisja calkowita
(CR; complete
remission):

prawidtowy wspoétczynnik FLC 0,26-1,65

< 5% plazmocytow w szpiku (biopsja 1x)

catkowite zniknig¢cie guzow plazmocytoma w tkankach
migkkich

Bardzo dobra
remisja czeSciowa
(VGPR; very good
partial remission):

>90% zmniejszenie réznicy stezen pomiedzy klonalnym
tancuchem w FLC, a fancuchem nieklonalnym

< 5% plazmocytow w szpiku (biopsja 1x)

catkowite zniknigcie guzéw plazmocytoma w tkankach.
migkkich

Remisja czeSciowa
(PR; partial
remission):

> 50% zmniejszenie rdznicy stezen pomig¢dzy klonalnym
tahcuchem w FLC, a tancuchem nieklonalnym

redukcja > 50% rozmiaru guzéw plazmocytoma
w tkankach migkkich
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Zgoda Komisji Bioetycznej przy Uniwersytecie Medycznym w Poznaniu

UNIWERSYTET MEDYCZNY IM. KAROLA MARCINKOWSKIEGO W POZNANIU

KOMISJA BIOETYCZNA PRZY UNIWERSYTECIE MEDYCZNYM
IM. KAROLA MARCINKOWSKIEGO W POZNANIU

Collegium Maius tel. (+48 61) 854 62 51
ul. Fredry 10 ) fax. (+48 61) 854 61 07
61-701Poznan www.bioetyka.ump.edu.pl

Uchwata nr 54/17

Na podstawie preepisiw Ustawy z dnia 5 grudnia 1996 r. o zawodach lekarzn i lekarza dentysty (Dz. U. 2001, Nr 277, poz. 1634 2 poin. zm.); Rozporzgdzenia Ministra Zdrowia i Opieki
Spufecymj zdnia 11 maja 1999r. w sprawie szczegdlowych zasad powelywania i finansowania oraz trybu dzialania komisji bioetyeznych (Dz. U. Nr 47, poz 480); Ustawy z dnia 6
wraesnia 2001r. Prawo farmaceutyczne (Dz U. 2008 Nr 45, poz. 271 z péin. zm.); Rozporzqdzenin Ministra Finanséw z dnia 30 kwietnia 2004r. w sprawie obowigzkowego
ubezpieczenia odpowiedzialnosci cywilnej h{m‘mm i Sponsora (l)z U. 2004 nr 101, poz. 1034  pdin. zm.); Rozperzgdzenia Ministra Finansdw ¢ dnia 18 maja 2005r. zmieniajyce

ie w spravwie obowi Sci cywilnej baducza i sponsora (Dz. U. Nr 101, poz. 845); Rozporzgdzenia Ministra Zdrowia z dnia 30 kwietnia
2004r. w sprawie sposobu pi in badan klini 2 ndziatem ich (Dz. U. 2004 Nr 104, poz. 1108); Rozporzgdzenia Ministra Zdrowin z dnia 30 kwietnia 2004r. w
sprawie cigihiego 4 dzialania flrmluk.'u leczniczego (Dz. U. Nr 104, poz. 1197); Rozporzydzenic Ministra Zdrowia 2 dnia 15 hr!npmfa' 2010 r.
w spranvie wzordw wni w zwigzkie 7 i éci aplat za Foienie wnioskow oraz sy z ia badania klini
(Dz U. 2010r. nr 222 poz. 1453 T poin. om.); bshm y z dnia 20 mfl}a 2.’!!{!: o w)rubmh medycznych (Dz. U. 2010r. nr 107 poz 679, z péin. zm.); Rozpnmpizgma Ministra Finansdw z
dniu 6 paidzicrnika 2010 r. w sprawie cywilnej sponsora i haducza Klinicznego w owigzhu z prowadzeniem badunia klinicznego

syrabdw (Dz. U. 2016, Nr 194 poz. 1290); Ustawa z dnia 18 marca 2011 r. - Ursgdsie Rejestracji Produktiw Lecaniczych, Wyrobiw Medycznych i Produktiw Biobdjczych (D2 U. 2011
nr 82 poz. 451);. Raqmruﬂfacmc Ministra Zdrowia 7 dnia 2 maju 2001 2r. w .\,lnlwu' I)ubrq Prakiyki Klinicznej (Dz U. 2012, poz. 4#9) anparquf“emf Ministra Zdrowia z dnia 2 maja
2012r. w sprawie wzordw dokumentow prrediladanych w Dvigzku 7 bads wm produktie leczni oraz w sprawie wysokosci i sposobu wiszezania oplat 2 dotenic
wniosku o rozpoczgcie badania klinicznega (Dz U. 2012, Nr 0 poz. 491); w eparciu o Deklaracje Helsiiskq - Zasady Etycznega Postepawania w Eksperymencic Medycznym
Udzialem Ludsi oraz praepisy ICH GCP.

Komisja Bioetyczna, na posiedzeniu w dniu 05 stycznia 2017 r.
rozpatrzyla wniosek dotyczqcy prowadzenia badan naukowych.

Kierownik projektu:
dr hab. n. med. Maciej Kazmierczak

Miejsce prowadzenia badan:
Oddziat Hematologii i Transplantacji Szpiku Szpitala Klinicznego
Przemienienia Pariskiego Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu

Glowny badacz: lek. Andrzej Szczepaniak
Czlonkowie zespolu
badawczego: prof. dr hab. n. med. Andrzej Marszatek

dr n. biol. Violetta Filas

Temat badan:

»Znaczenie diagnostyczno-rokownicze oceny histologicznej szpiku oraz
wybranych markeréw immunohistochemicznych u pacjentéw ze
szpiczakiem plazmocytowym”.

Komisja wydala uchwale o pozytywnym zaopiniowaniu tego wniosku

Przewodmczqcy Komisji
\j JRSE PR o s B

prof- zw. dr hab. med. Pawet Checiriski
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