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ZMIANY CYTOGENETYCZNE
| MOLEKULARNE W SZPICZAKU
PLAZMOCYTOWYM

W ostatnich latach odnotowano znaczacy postep w leczeniu pacjentéw ze szpicza-
kiem plazmocytowym (PCM) [1, 2, 3]. Nadal jednak obserwuje si¢ duze zréznicowa-
nie reakcji poszczegoélnych pacjentéw na zastosowane leczenie. U niektérych chorych
nie udaje si¢ uzyskac remisji, podczas gdy inni mogg przezy¢ kolejne 15 lat bez obja-
wow choroby. Te niejednorodnos¢ reakeji ttumaczy si¢ znacznym zréznicowaniem
biologicznym choroby. Dalsze losy pacjenta mozna, przynajmniej cz¢$ciowo, przewi-
dzie¢ dzieki okresleniu czynnikéw prognostycznych. Obok oceny stadium kliniczne-
go najbardziej znaczace informacje pozwalajace na prognozowanie przebiegu choro-
by uzyskuje si¢ w wyniku badania cytogenetycznego [4].

Komérki nowotworéw wywodzacych si¢ z komoérek plazmatycznych (plasma
cell neoplasms — PCN) charakteryzujg sie wystepowaniem rozmaitych zaburzen ge-
netycznych, dostrzeganych jako aberracje struktury chromosomu, genu czy DNA.
Obecno$¢ tych zmian ograniczona jest do populacji plazmocytéw, ktére w prawidlo-
wym szpiku stanowig stosunkowo niewielka cze$¢, co najwyzej 2% elementéw ko-
moérkowych. W PCN odsetek ten zmienia si¢ wraz ze stadium choroby (tab. 4.1). Do-
tychczasowe badania ujawnily rosnacg komplikacje zmian genomowych w trakcie
rozwoju choroby: od gammapatii monoklonalnej o nieustalonym znaczeniu (monoc-
lonal gammopathy of unknown significance - MGUS), poprzez tlacg postaé szpicza-
ka (smoldering myeloma — SMM), do pelnoobjawowego szpiczaka plazmocytowego
(plasma cell myeloma — PCM; multiple myeloma — MM) czy bialaczki plazmocytowej
(plasma cell leukemia — PCL).

Jednak w materiale szpiku pobranego od pacjenta liczba komoérek obcigzonych
zmianami moze by¢ niewielka, co w znaczacy sposéb utrudnia diagnostyke. W za-
leznoéci od zastosowanej metody obecnos$¢ aberracji wykrywa si¢ z rozmaitg cze-
stoscia: od 30% (w badaniu kariotypowym) do ponad 95% chorych w badaniach
SNP-array (polimorfizm pojedynczego nukleotydu, single nucleotide polymorphism
- SNP) [5].
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Tabela 4.1. Odsetek plazmocytéw w badanej tkance

Typ Odsetek plazmocytow

Zdrowy szpik 0,2-2%
Gammapatia monoklonalna (MGUS) <10%
Postac tlaca szpiczaka (SMM) > 10%
Petnoobjawowy szpiczak plazmocytowy (PCM) > 30%
Biataczka plazmocytowa (PCL) Plazmocyty we krwi = 20%

D Metody detekcji zaburzen genetycznych i ich ograniczenia

W wielu nowotworach podstawowym badaniem wykonywanym w celu oceny zmian
genetycznych pozostaje badanie kariotypowe. Analiza kariotypu polega na oce-
nie morfologii chromosoméw metafazowych, barwionych réznicowo metoda GTG
(G-bands by trypsin using Giemsa), i wychwyceniu odstgpstw od prawidlowego
wzorca (ryc. 4.1).

Nowsze techniki badawcze, w tym fluorescencyjna hybrydyzacja in situ (fluore-
scent in situ hybridization - FISH), poréwnawcza hybrydyzacja genomowa (compa-
rative genomic hybridization - CGH, array-CGH) czy zaawansowane techniki mole-
kularne, takie jak badanie profilu ekspresji gendw (gene expression profiling — GEP),
znacznie rozszerzyly granice poznania, pozwalajac na lepszy wglad w genetyke szpi-
czaka. Prawidlowo przeprowadzona diagnostyka genetyczna, majaca na celu osza-
cowanie ryzyka, jest narzedziem uzytecznym w optymalizacji leczenia pacjentow
ze szpiczakiem plazmocytowym [6, 7].

Analiza kariotypowa

Analiza kariotypowa umozliwia ocen¢ zmian morfologii chromosoméw metafa-
zowych zaréwno ilosciowych, jak i jako$ciowych, a ich lokalizacja pozwala wigza¢
okreslone aberracje z zaburzeniami okre§lonych gendw. Jest to wiec metoda analizy
caloéciowej, obcigzona jednak pewnymi niedogodnosciami. Ograniczeniem metody
jest stosunkowo niski poziom detekcji zaburzen. W przypadku szpiczaka wymienia
sie dwie gléwne przyczyny uzyskiwania falszywie ujemnych wynikéw badania ka-
riotypowego. Po pierwsze: rutynowa analiza kariotypu pozwala wykry¢ klony komé-
rek stanowigce okolo 20% badanej populacji. Plazmocyty natomiast opornie dzielg
sie w warunkach ex vivo, zatem u znacznej czgsci pacjentéw prawidiowe kariotypy
uzyskiwane z oceny hodowanych komoérek szpiku obrazuja populacje dzielacych sie,
prawidlowych komoérek mieloidalnych [12]. Po drugie: analiz¢ kariotypowa cechu-
je stosunkowo niska rozdzielczos¢: wykrywane sg aberracje angazujace fragmenty
wieksze niz ($rednio) 800 x 10% par zasad. Znaczna czes¢ aberracji typowych dla szpi-
czaka plasuje si¢ ponizej tej granicy rozdzielczosci. Mozna natomiast jednoznacz-
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Ryc. 4.1. Kariotyp komorek szpiczaka: diploidalny, bez widocznych aberracji (A), kariotyp
hiperdiploidalny z powieleniem kopii chromosoméw (B), kariotyp pseudodiploidalny ze
zmianami strukturalnymi (C).

nie wykaza¢ zmiany liczby kopii poszczegélnych chromosomoéw i ploidii (ryc. 4.1 B).
Ocena zmian struktury chromosoméw bywa trudniejsza (ryc. 4.2). Niektore z aber-
racji sa wyraznie widoczne nawet w metafazach o stabszej rozdzielczosci prazkowej,
inne ujawniajg si¢ jedynie w przypadku metafaz szczegdlnie dobrej jakosci, jeszcze
inne - pozostajg ponizej progu detekcji metody.

Zwazywszy na te ograniczenia w genetycznej diagnostyce szpiczaka, zaleca si¢
rutynowe stosowanie metody FISH uzupelnionej, w miar¢ mozliwosci, badaniem
kariotypowym.

Fluorescencyjna hybrydyzacja in situ (FISH)

W przeciwienstwie do analizy kariotypowej badanie FISH jest $cisle ukierunkowane.
Stosuje sie¢ tu wybrane przed rozpoczeciem badania sondy DNA hybrydyzujace do
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Ryc. 4.2. Translokacje z zaangazowaniem genu IGH. Obszar zacieniony wskazuje frag-
ment chromosomu ulegajacy przeniesieniu.

komplementarnych obszaréw DNA pacjenta. Sekwencje takie, zwykle ograniczone
do genu lub kilku gendéw, znakowane sa réznymi kolorami, co pozwala na ocene sta-
tusu badanych genéw w komdrkach pozyskanych od pacjenta. Mozna okresli¢ liczbe
kopii badanego genu/genéw, obecno$é/brak rearanzacji czy wzajemne polozenie wy-
znakowanych sekwencji, zaréwno w metafazach, jak i w jadrach interfazowych. Gra-
nice rozdzielczo$ci metody FISH okresla wielko$¢ wyznakowanej fluorescencyjnie
sondy. Zwykle jej wielkos¢ odpowiada wielkosci genu, $rednio od 1 do 200 x 103 par
zasad. Blad metody FISH zawiera si¢ w granicach od 1 do 10%, w zaleznosci od typu
zastosowanej sondy. Warto$¢ ta jest pordwnywalna z mozliwym, niskim odsetkiem
plazmocytéw, co moze spowodowac uzyskanie wynikow falszywie ujemnych. Z tego
powodu w przypadku podjecia analizy FISH na materiale szpiku pobranego od pa-



Zmiany cytogenetyczne i molekularne w szpiczaku plazmocytowym

Sonda DNA znakujac gen Przeciwciato

np. TP53 anti-human L i«
Denaturacja Znakowanile
Hybrydyzacja plazmocytow

el

Komorka prawidfowa Preparat cytogenetyczny Nieprawidtowy plazmocyt
z dwoma sygnatami sondy z jednym sygnatem sondy

Ryc. 4.3. Schemat barwienia FISH z réwnoczesng detekcja plazmocytéw (c-1g-FISH).

cjenta z podejrzeniem/rozpoznaniem szpiczaka plazmocytowego niezbedne jest jed-
noznaczne wyodrebnienie plazmocytéw z badanej populacji komérek. W analizo-
wanym preparacie plazmocyty powinny zosta¢ oznakowane za pomoca przeciwcial
specyficznych dla tancuchéw lekkich immunoglobulin (c-Ig-FISH) w celu ich iden-
tyfikacji w mikroskopie fluorescencyjnym (ryc. 4.3) lub wyizolowane uprzednio za
pomoca technik immunomagnetycznych.

Zestaw sond DNA zalecanych do detekcji zaburzen istotnych w szpiczaku pla-
zmocytowym (tzw. panel szpiczakowy) zostal wybrany na podstawie wieloletnich,
wieloosrodkowych badan, ktdére zdefiniowaly aberracje najczesciej wystepujace
i znaczace klinicznie (tab. 4.2). Rekomendacje dotyczace wykonywania badan gene-
tycznych zaproponowane przez rézne grupy badawcze, m.in. Intergroupe Francopho-
ne du Myélome — IFM (Francja) i Klinike Mayo (USA), doprowadzily do sprecyzowa-
nia klasyfikacji IMWG (International Myeloma Working Group — Miedzynarodowa
Grupa Robocza ds. Szpiczaka) zaburzen genetycznych i molekularnych w szpiczaku
plazmocytowym w powigzaniu z kliniczng oceng ich znaczenia prognostycznego [8].

Badanie profilu ekspresji genow
Nowoczesnym podejsciem majacym na celu przyporzadkowanie pacjentéw do okre-

$lonych grup ryzyka jest klasyfikacja molekularna oparta na badaniu profilu eks-
presji gendw. Jest to metoda calo$ciowej analizy charakteryzujaca si¢ wysoka roz-
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Tabela 4.2. Podstawowy zestaw sond DNA do oceny czynnikéw prognostycznych, tzw.
panel szpiczakowy stosowany z réwnoczesnym znakowaniem komorek plazmatycznych
przeciwciatami anti-human A/k

Sonda DNA Znakowany region Spodziewane zaburzenie

TP53/CEP-17 DC* 17p13, CEP-17%* Delecja 17p (utrata genu TP53)
D13S319/13q34 DC  13q14, 13934 Delecja 13q (utrata 1314 — mata delecja,
utrata 13q14 i 13934 — masywna delecja lub
monosomia 13)

IGH/CCND1 DC/DF¥ 14932, 11913 Rearanzacja CCND1, fuzja z IGH
IGH/FGFR3 DC/DF 14932, 4p16 Rearanzacja FGFR3, fuzja z IGH
IGH/CMAF DC/DF 14932, 16923 Rearanzacja MAFC, fuzja z IGH

* DC - sonda dwukolorowa.
** CEP-17 - centromer chromosomu 17.
# DC/DF - sonda dwukolorowa ujawniajaca dwa sygnaty fuzyjne.

dzielczoscig. Poszczegolne sygnatury ekspresji gendw pokrywaja sie w duzej czesci
ze zmianami obserwowanymi na poziomie cytogenetycznym.

D Zaburzenia cytogenetyczne

Aberracje liczbowe i strukturalne w komérkach nowotworéw prowadza do zmiany
aktywnosci okreslonych genéw, gtéwnie w wyniku translokacji lub delecji fragmen-
tow chromosomoéw. Czestos¢ wystepowania najpowszechniejszych aberracji w szpi-
czaku plazmocytowym zestawiono w tabeli 4.3.

Obok tych typowych zaburzen poznano niezréwnowazenia silnie zwigzane
z okreslonym etapem choroby. I tak powielenia materialu fragmentéw chromoso-
moéw 1q, 3p, 6p, 9p, 11q, 19p, 19q i 21q czy utraty fragmentdw 1p, 16q i 22q sa znacznie

Tabela 4.3. Czestos$¢ wystepowania i znaczenie kliniczne aberracji z udziatem IGH (14q32)

Aberracja Gen partnerski MGUSSMM PCM Rokowanie
Rearanzacje IGH 35-50% 50-70%

t(11;14)(q13;932) CCND1 15-30% 16% Korzystne
t(4,14)(p16.3;,932)  FGFR3/MMSET 2-10% 15% Niekorzystne
t(14,16)(g32;923)  MAFC (WWOX?) 2-5% 5% Niekorzystne
1(6;14)(p21;932) CCND3 ? 5% ?
t(14;20)(932;911)  MAFB <1? 1,5-5%  Zmienne
1(8;14)(924;932) MYC ? < 10% Niekorzystne
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rzadsze w MGUS niz w szpiczaku pelnoobjawowym. Powielenia obszaréw 11q i 21q,
podobnie jak utraty 6q i 22q, wskazuja niemal jednoznacznie na stadium pelnoobja-
wowe, chociaz pojawiaja si¢ w nielicznych klonach komérkowych w MGUS [9, 10].
Klasyczne badanie cytogenetyczne pozwala oceni¢ zmiany liczby chromosomoéw
w metafazach dzielacych si¢ komdrek. Badanie FISH umozliwia wykrycie obecnosci

Ryc. 4.4. Znakowanie metoda c-Ig-FISH z uzyciem sondy FGFR3/IGH DCDF (Vysis, Ab-
bott). W optaszczonych plazmocytach widoczne po 2 sygnaty kolokalizacyjne wskazuja-
ce fuzje IGH/FGFR3 (biate strzatki). Komdrka nieplazmatyczna (z6tta strzatka) zawiera po
dwa osobne sygnaty genéw FGFR3 i IGH.

Hiperdiploidalny (H)
(> 46 chr./kom.)

_

Pseudodiploidia

(46 chr./kom.)
Prawidtowa liczba chromosoméw,
obecne aberracje strukturalne

(45-47 chr./kom.)
Dodatkowe kopie
chromosoméw nieparzystych,
rzadko aberracje strukturalne

Hipodiploidia
(< 46 chr./kom.)
Ubytki chromosomow,
liczne aberracje strukturalne

Hipotetraploidia
(75-91 chr./kom.)
Poliploidyzacja
hipodiploidalnej komorki

chr./kom. - liczba chromosoméw w komérce

Ryc. 4.5. Typy szpiczaka w zaleznosci od ploidii komérek.



SZPICZAK PLAZMOCYTOWY I INNE DYSKRAZJE PLAZMOCYTOWE

charakterystycznych translokacji badz delecji/powielen angazujacych wybrane geny/
obszary chromosomoéw w plazmocytach (ryc. 4.4). Zasadniczy podziat dokonany na
podstawie tak okreslonych cech cytogenetycznych wyrdznia dwie gtéwne postacie
szpiczaka plazmocytowego: hiperdiploidalnag i niehiperdiploidalng (ryc. 4.5). Posta-
cie te roznig si¢ przebiegiem klinicznym.

Hiperdiploidia

Szpiczak hiperdiploidalny (H) cechuje si¢ obecnoscia dodatkowych kopii chromoso-
moéw o nieparzystych numerach (3, 5, 7, 9, 11, 15, 19 i 21) (ryc. 4.1 B). Zwykle w ko-
morce wystepuje kilka trisomii, z wylaczeniem chromosomu 13. Posta¢ hiperdiplo-
idalna cze$ciej wystepuje u starszych chorych i na 0gé! wskazuje indolentny przebieg,
zwykle bez niewydolnosci nerek, natomiast czesciej wystepuja tu zmiany kostne. Pa-
cjenci z trisomig 5, 9 i/lub 17 lepiej reagujg na leczenie i majg dtuzszy calkowity czas
przezycia niz osoby z kariotypem niehiperdiploidalnym [4].

Brak hiperdiploidii

Posta¢ niehiperdiploidalna (N-H) charakteryzuje si¢ bardziej agresywnym przebie-
giem i duzg réznorodnoscig zmian kariotypowych. Niektore z przypadkéw wykazu-
ja pseudodiploidalny sktad chromosomoéw: przy prawidlowej liczbie (46 chr./kom.)
widoczne sa zmiany strukturalne (ryc. 4.1 C). W tej postaci szpiczaka wyrdznia si¢
zle rokujgce przypadki hipodiploidalne, to jest takie, ktérych komoérki wykazuja
ubytki pojedynczych kopii chromosomoéw (czesto 13, rzadziej 14 czy 22) oraz utraty
fragmentéw chromosomow (delecje 1p, 12p, 16q i 17p), wszystkie zwigzane z nieko-
rzystnym przebiegiem lub progresja [11]. Szczegdlna klasg tej grupy sa agresywne
formy okolotetraploidalne, gdzie poliploidyzacja komoérek hipodiploidalnych (rza-
dziej pseudodiploidalnych) prowadzi do powstania komoérek o duzym potencjale
proliferacyjnym [12]. Przypadki grupy N-H znacznie czgsciej niz hiperdiploidalne
obcigzone sg wystepowaniem translokacji angazujacych geny immunoglobulin [13].

Translokacje

W wigkszosci translokacji opisanych w komoérkach szpiczakéw zaangazowany jest
gen ciezkiego fancucha immunoglobulin IGH (tab. 4.3). W wyniku rearanzacji genu
IG jego wysoce aktywny region regulatorowy modyfikuje aktywno$¢ genu part-
nerskiego przeniesionego z drugiego chromosomu zaangazowanego w translokacje
wzajemna (ryc. 4.2). Znaczenie prognostyczne aberracji z udzialem genu IGH jest
zmienne w zaleznosci od genu partnerskiego aktywowanego w wyniku rearanzacji.



