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1. Wstep

Wprowadzenie

Szpiczak plazmocytowy (MM) jest chorobg nowotworowa, wywodzacg sie z
limfocytow B, ktore znajdujg sie w koncowym etapie procesu réznicowania. Stanowi
okoto 10% nowotworow hematologicznych, a 1% wszystkich nowotworow
wystepujgcych u ludzi [1].

U chorych na szpiczaka plazmocytowego istotng role odgrywa okreslenie
stadium zaawansowania choroby. Od wielu lat trwajg takze badania nad mozliwoscig
okreslenia nowych czynnikow prognostycznych.

Pomimo znaczgcego postepu, jaki dokonat sie w poznaniu biologii nowotworu
oraz opracowania nowych terapii szpiczaka plazmocytowego, nadal obserwuje sie
istotne zréznicowanie odpowiedzi na leczenie. Niektorzy pacjenci charakteryzujg sie
dobrg reakcjg na zastosowang terapie i dlugim okresem przezycia, u innych szybko
dochodzi do opornosci na kolejne linie leczenia, progresji i w konsekwencji $mierci.

Niestety aktualne systemy rokownicze nie zawsze znajdujg odzwierciedlenie w
faktycznym przebiegu choroby u pacjentow z MM. Zatem istotne wydaje sie dgzenie
do poznania nowych wskaznikow prognostycznych.

W ostatnich latach opublikowano prace wskazujgce na znaczenie angiogenezy
w rozwoju nowotworéw hematologicznych, zwtaszcza szpiczaka plazmocytowego.

Angiogeneza jest procesem formowania nowych naczyn krwiono$nych z
komorek srodbtonka juz istniejgcych kapilarow, ktory zachodzi w dojrzatych tkankach
[2]. Zjawisko to moze wystepowaé w procesach fizjologicznych, ale zdecydowanie
czesciej jednak w stanach patologicznych, jak np. onkogeneza. Udowodniono, ze
powstawanie nowych naczyn krwionosnych jest niezbednym warunkiem rozwoju i
progresji nowotworéw litych [3]. Zatem zatozenie oparte na blokowaniu procesu
angiogenezy stato sie podstawg dla poszukiwania i opracowania nowych terapii
leczniczych opartych na dziataniu antyangiogennym [4].

Proces angiogenezy moze by¢ oceniany réznymi metodami, do ktérych naleza:
ocena stezenia czynnikdéw stymulujgcych oraz hamujgcych angiogeneze w ptynach

ustrojowych, ocena gestosci mikronaczyn (MVD) w tkance nowotworowej oraz
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badania molekularne dotyczgce gendw kodujgcych okreslone biatka zwigzane z
angiogeneza.

Dotychczas przeprowadzono badania, ktérych wyniki wskazujg na role procesu
angiogenezy w rozwoju i progresji szpiczaka plazmocytowego [68-72]. Szczegdlnie
istotne wydaje sie zatem ustalenie korelacji nasilenia tego procesu w momencie

rozpoznania choroby oraz implikacji dla wynikow leczenia i rokowania.

1.1. Definicja i epidemiologia szpiczaka plazmocytowego

Szpiczak plazmocytowy (szpiczak mnogi, multiple myeloma, MM) nalezy do
choréb rozrostowych uktadu krwiotworczego. Nowotwér ten wywodzi sie z
transformujgcych limfocytow B, znajdujgcych sie w koncowym etapie procesu
réznicowania, w ktorym dokonata sie rekombinacja klasy tancucha ciezkiego
immunoglobuliny [1]. Zgodnie z klasyfikacja WHO z 2016 roku, oprocz szpiczaka
plazmocytowego, do nowotworéw wywodzgcych sie z komérki plazmatycznej naleza:
odosobniony guz plazmocytowy kosci, guz plazmocytowy pozaszpikowy, gammapatia
monoklonalna o nieokreslonym znaczeniu (MGUS), choroby farncuchow ciezkich oraz
choroby ztogéw immunoglobulin monoklonalnych [5].

MM charakteryzuje sie klonalng proliferacjg i gromadzeniem sie
nowotworowych komérek plazmatycznych w szpiku kostnym, zwykle obecnos$cig
biatka monoklonalnego (IgG, IgA, IgD lub fancuchy lekkie) w surowicy krwi lub/i w
moczu oraz charakterystycznymi zmianami kostnymi.

Na szpiczaka plazmocytowego chorujg przede wszystkim osoby w starszym
wieku, czesciej mezczyzni. Zachorowania przed 50 rokiem zycia wystepujg zaledwie
w 10% przypadkéw. Szczyt zachorowan dotyczy osob w 7 dekadzie zycia.

Zapadalnos¢ na szpiczaka plazmocytowego w Europie wynosi okoto 5,5/100000 [6].
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1.2. Etiopatogeneza szpiczaka plazmocytowego

Etiopatogeneza szpiczaka plazmocytowego nie jest do konca poznana. Do
czynnikdw ryzyka mogg naleze¢ predyspozycje genetyczne, diugotrwata ekspozycja
na czynniki infekcyjne (wirusowe lub bakteryjne) oraz schorzenia autoimmunizacyjne,
zwigzane z przewlektg, zwiekszong aktywacjg uktadu immunologicznego. Wyniki
metaanaliz wskazujg, ze prawie 4-krotne ryzyko rozwoju szpiczaka dotyczy krewnych
pierwszego stopnia i korelacja ta jest bardziej wyrazna w przypadku mezczyzn [7].
Dodatkowe znaczenie moze mie¢ takze ekspozycja na niektére substancje chemiczne
takie jak: benzen, srodki ochrony roslin, azbest oraz promieniowanie jonizujgce [8].

Zgodnie z jedng z popularniejszych hipotez, rozwoj szpiczaka plazmocytowego
przebiega wieloetapowo i moze trwaé wiele lat. Punktem wyjscia sg translokacje
chromosomowe, ktére zachodzg w genach kodujgcych fancuchy ciezkie
immunoglobulin w trakcie somatycznych hipermutacji i przetgczania klas. Jesli dojdzie
do przypadkowych translokacji regionu 1432, nastepuje deregulacja onkogenu
poprzez zestawienie z sekwencjami wzmacniajgcymi immunoglobuliny, co w
konsekwencji powoduje unieSmiertelnienie klonu komodrkowego [9]. W efekcie
powstaje ograniczona liczba monoklonalnych plazmocytow i rozpoczyna sie
bezobjawowe stadium przednowotworowe nazywane gammopatia monoklonalng
0 nieokreslonym znaczeniu [10]. Dalsza ewolucja MGUS do petnoobjawowego
szpiczaka plazmocytowego zwigzana jest z kumulacjg dodatkowych aberracji
genetycznych, dotyczgcych miedzy innymi genu MYC, RAS (KRAS i NRAS), FGFR3
oraz BRAF.

Przez dtugi czas uwazano, ze rozwoj szpiczaka plazmocytowego przebiega w
sposob liniowy w wyniku kumulujgcych sie mutacji genetycznych, poczynajgc od
MGUS, poprzez posta¢ szpikowg szpiczaka plazmocytowego, konczac na postaci
pozaszpikowej i biataczce plazmatycznokomérkowej, Ostatnie badania z
zastosowaniem metod sekwencjonowania nowej generacji wykazaty ztozonos¢
struktury genetycznej choroby. Na kazdym kolejnym etapie rozwoju szpiczaka i
progresji, powstawanie nowych mutacji wigze sie z ewolucjg subklonalng w uktadzie
rozgatezionym. Oznacza to, ze kazdy z subklonéw moze posiadac inng mutacje, a co
za tym idzie odmienny fenotyp i wrazliwos¢ na leki [11]. Uwaza sie takze, ze oprécz

zmian molekularnych zachodzgcych w klonach nowotworowych plazmocytow, w
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postepie choroby istotng role odgrywa mikrosrodowisko szpiku, ktére zbudowane jest
z macierzy, z wtokien kolagenowych oraz licznych rodzajow komorek, miedzy innymi
mezynchymalnych komorek macierzystych, osteoklastow, fibroblastéw, osteoblastow,
limfocytow T oraz komorek $rodbtonka naczyniowego. Interakcje, jakie zachodzg
pomiedzy nowotworowymi plazmocytami a komdrkami mikrosrodowiska szpiku,
poprzez parakrynne mediatory oraz bezposrednie oddziatywanie poprzez receptory i
czgsteczki adhezyjne (min. VCAM-1 i integryna VLA-4), majg wptyw na przezycie,
rozwoj oraz ewolucje klonu nowotworowego [12]. Nowotworowe plazmocyty posiadajg
takze zdolnos¢ wytwarzania cytokin o dziataniu autokrynnym, co stymuluje ich

proliferacje.

1.3. Obraz kliniczny szpiczaka plazmocytowego

U ponad 80% pacjentéw z objawowym MM dochodzi do zajecia uktadu
kostnego pod postacig zmian osteolitycznych. Zmiany kostne powstajg w wyniku
interakcji pomiedzy komdérkami szpiczakowymi a komérkami mikrosrodowiska szpiku,
co w efekcie powoduje supresje osteoblastow a zwiekszenie aktywnosci osteoklastéw.
Procesy te zachodzg poprzez szlaki sygnatowe wewnatrz- i pozakomorkowe, takie jak
min: RANK (aktywator receptora jgdrowego czynnika transykrypcyjnego NF-xB),
RANKL (ligand aktywatora receptora jgdrowego czynnika transykrypcyjnego NF-xB),
OPG (osteoprotegeryna), NOTCH oraz Wnt [13].

Obraz kliniczny szpiczaka plazmocytowego zwigzany jest z rozrostem
nowotworowych komorek w szpiku oraz wydzielanych przez nie cytokin oraz biatek. U
okoto 1/3 chorych mogg pojawic sie niecharakterystyczne objawy ogolne (ostabienie,
spadek masy ciata), zwiekszona sktonnos¢ do infekcji. Najczestszym jednak objawem
(60-70% chorych) sg bole kostne, zlokalizowane gtéwnie w obrebie kregostupa, ale
takze zebrach oraz kosciach dtugich, spowodowane zmianami osteolitycznymi i
wtornymi ztamaniami. Konsekwencjg nacieku szpiku moze by¢ cytopenia obwodowa,
poczatkowo gtébwnie pod postacig niedokrwistosci, a w miare postepu choroby takze
leukopenii i matoptytkowosci. U okoto 30% chorych dochodzi do niewydolnosci nerek,
co jest zwigzane z produkcjg duzych ilosci nieprawidtowych immunoglobulin lub ich
fragmentéw przez nowotworowe plazmocyty. Najczestszg postacig choroby nerek w

przebiegu szpiczaka jest nefropatia wateczkowa spowodowana bezposrednim
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uszkodzeniem komoérek cewek blizszych nerek przez kompleks tancuchéw lekkich
immunoglobulin z biatkiem Tamma-Horsfalla. Innymi, rzadkimi postaciami zajecia
nerek w przebiegu szpiczaka s3g: choroba depozytowa monoklonalnych
immunoglobulin oraz amyloidoza AL [14]. U 1/10 chorych mogg sie pojawi¢ takze
objawy zespotu nadlepkosci, spowodowane duzym stezeniem biatka monoklonalnego,
pod postacig zaburzen widzenia, skazg krwotoczng oraz objawami ze strony

osrodkowego uktadu nerwowego.

1.4. Zasady rozpoznawania szpiczaka plazmocytowego

Do rozpoznania szpiczaka plazmocytowego niezbedne jest wykazanie
obecnosci klonalnych plazmocytoéw w szpiku kostnym lub w biopsji tkankowej. Ocene
klonalnosci mozna przeprowadzic za pomocg badania immunofenotypowego,
immunohistochemicznego oraz immunofluorescyjnego (restrykcja tancuchow
kappa/lambda). Zgodnie z wytycznymi, odsetek plazmocytéw w szpiku moze by¢
oceniony za pomocg biopsji aspiracyjnej lub trepanobiopsji. Jezeli istniejg réznice
pomiedzy wielko$cig nacieku komorkami plazmatycznymi, nalezy bra¢ pod uwage
wiekszg warto$¢. Obecnosc i ilos¢ biatka monoklonalnego jest brana pod uwage w
kryteriach rozpoznania szpiczaka plazmocytowego, aczkolwiek nie jest warunkiem
koniecznym (szpiczak niewydzielajgcy) [1]. W tabeli 1 przedstawiono zmodyfikowane

kryteria rozpoznania szpiczaka plazmocytowego wg IMWG z 2014 roku [15].
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Tabela 1: Kryteria rozpoznania szpiczaka plazmocytowego wg IMWG (2014)

Szpiczak plazmocytowy

Obecnos¢ klonalnych plazmocytéw w szpiku kostnym =10% Ilub guz plazmocytowy
potwierdzony w biopsji oraz 21 z wymienionych ponizej kryteriéw:
A) objawy CRAB (uszkodzenia narzgdowe)

1. C (calcium) - stezenie wapnia >2,75 mmol/l lub skorygowane stezenie wapnia
>0,25 mmol/l powyzej gornej wartosci referencyjnej

2. R (renal) — niewydolno$¢ nerek, przejawiajgce sie zwiekszeniem poziomu
kreatyniny >2 mg/dl lub klirens kreatyniny <40 ml/ml

3. A (anemia) — stezenie hemoglobiny ponizej 10 g/dl lub 2 g/dl ponizej wartos$ci
referencyjnej

4. B (bone) — jedno lub wiecej ognisko osteolizy w klasycznym badaniu
radiologicznym, tomografii komputerowej lub PET-CT

B) Objawy SLIM (biomarkery nowotworu)

1. S (sixty) — odsetek plazmocytéw w szpiku kostnym powyzej 60%

2. Li (light chains) — stosunek stezenia klonalnych do nieklonalnych wolnych
tancuchdéw lekkich w surowicy krwi, co najmniej 100, przy czym stezenie
klonalnego tahcucha powinno wynosi¢ co najmniej 100 mg/I

3. M (MR) — obecnos$¢ co najmniej dwoch ogniskowych naciekéw w badaniu

rezonansu magnetycznego ko$¢ca (MR), kazdy o wymiarze co najmniej 5 mm

Szpiczak bezobjawowy (tlacy)

Spetnienie 2 ponizszych kryteriow:
A) Stezenie biatka monoklonalnego w surowicy krwi (IgG lub IgA) =230 g/l lub w moczu

>500 mg/24h lub/i obecnosc¢ klonalnych plazmocytow w szpiku 10-60%

B) Bez kryteriow, ktére definiujg szpiczaka plazmocytowego i bez amyloidozy AL

W przypadku obecnosci we krwi obwodowej komorek szpiczakowych, nalezy
oceni¢ czy u chorego nie doszto do rozwoju biataczki plazmatycznokomorkowe;.
Biataczka plazmatycznokomoérkowa moze mie¢ zaréwno postaé pierwotng jak i wtérng
(schytkowe stadium szpiczaka plazmocytowego). Podstawowym  kryterium
rozpoznania jest stwierdzenie nowotworowych plazmocytéw we krwi w liczbie 2000/ul

lub 20% leukocytéw we krwi obwodowej [16].
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1.5. Klasyfikacje stopnia zaawansowania szpiczaka

plazmocytowego

Ocena stadium zaawansowania oraz rokowania odbywa sie zgodnie z
zaleceniami ekspertow Miedzynarodowej Grupy Roboczej ds. Szpiczaka (IMWG)
wedtug klasyfikacji ISS z 2005 roku (Miedzynarodowa Klasyfikacja Prognostyczna — z
ang. International Staging System) [17] oraz aktualnie zmodyfikowanej klasyfikacji R-
ISS (z ang. Revised International Staging System) z 2015 roku. Obie klasyfikacje
przedstawiono w tabeli 2. Klasyfikacja ISS dzieli pacjentéw chorych na MM na trzy
grupy rokownicze (niskiego, posredniego i wysokiego ryzyka) w zaleznosci od dwoch
parametrow: stezenia -2 mikroglobuliny oraz albuminy. Wysokie stezenie [3-2
mikroglobuliny jest wyktadnikiem duzej masy nowotworu oraz zaburzonej funkcji
nerek, natomiast niskie stezenie albuminy moze by¢ spowodowane dziataniem cytokin
uwalnianych przez komorki szpiczaka, min. IL-6.

Oprocz parametrow wykorzystywanych w okresleniu stopnia zaawansowania
wedtug ISS, w klasyfikacji R-ISS bierze sie pod uwage stezenie dehydrogenazy
mleczanowej (LDH) oraz obecnos¢ zmian cytogenetycznych wysokiego ryzyka
okreslanych za pomocg badania FISH: del(17p) i/lub t(4;14) i/lub t(14;16) [18].
Stezenie LDH powyzej normy moze $wiadczy¢ o wysokim indeksie proliferacyjnym
choroby, wiekszej agresywnosci choroby lub obecnosci duzej masy nowotworu (guz
plazmocytowy). Wykazano, ze LDH moze stanowi¢ niezalezny czynnik rokowniczy i
wptywac na wskazniki przezycia chorych ze szpiczakiem [19].

Klasyfikacje stopnia zaawansowania (R-ISS i ISS) pozwalajg na identyfikacje
chorych z grupy wysokiego ryzyka. Udowodniono, ze przezycia chorych w
poszczegolnych grupach zidentyfikowanych za pomocg klasyfikacji ISS réznig sie
istotnie od siebie i wynoszg odpowiednio: ISS 1 — 62 miesigce, ISS 2 — 45 miesiecy i
ISS 3 — 29 miesiecy [17]. Z kolei 5-letnie wskazniki przezy¢ chorych w poszczegdlnych
stadiach zaawansowania wedtug klasyfikacji R-ISS w grupie pacjentéw z grupy
niskiego ryzyka ksztattowaty sie na poziomie 60-70%, w grupie posredniego ryzyka —
40-60%, a grupie wysokiego ryzyka 15-40% [18].
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Tabela 2: Klasyfikacja stopnia zaawansowania wg ISS oraz R-ISS

ISS R-ISS
Stopien | Kryteria Stopien | Kryteria

Stezenie B-2 | Stezenie albumin
mikroglobuliny w | W surowicy (g/dl)

surowicy (mg/l)

1 <3,5 23,5 1 ISS1, LDH-norma, nie ma
zmian cytogenetycznych
2 <3,5 <3,5 2 Nie spetnia kryteriow R-ISS 1
3,5-5,5 niezaleznie i R-ISS 2
3 >3,5 niezaleznie 3 ISS-3 [ zmiany

cytogenetyczne  wysokiego
ryzyka lub aktywnos¢ LDH w

surowicy > norma

LDH - dehydrogenaza mleczanowa, ISS - International Staging System (miedzynarodowa klasyfikacja
prognostyczna), R-ISS Revised International Staging System (zmodyfikowana miedzynarodowa klasyfikacja

prognostyczna)

Starszg klasyfikacje, oceniajgcg mase nowotworu wedtug Salmon — Durie z
1975 roku obecnie stosuje sie rzadko. Opiera sie ona na ocenie stezenia hemoglobiny,
biatka monoklonalnego M, stezeniu wapnia w surowicy krwi, dobowym wydalaniu
wapnia z moczem, dobowym wydalaniu z moczem fancuchow lekkich oraz obecnosci
zmian osteolitycznych w kosécu i kwalifikuje chorych do trzech stadidéw
zaawansowania, a dodatkowo do grupy A i B w zaleznosci od stezenia kreatyniny w

surowicy krwi.

1.6. Czynniki rokownicze w szpiczaku plazmocytowym

Jak juz wspomniano, szpiczak plazmocytowy jest nowotworem cechujgcym sie
duzg heterogennoscig pod wzgledem cech biologicznych, przebiegu klinicznego i
rokowania. W ciggu ostatnich 20 lat obserwuje sie staty postep w zakresie poznania
szeregu czynnikéw klinicznych i laboratoryjnych, ktore mogg mie¢ znaczenie
rokownicze u chorych na MM. Wyzwaniem nadal pozostaje identyfikacja chorych z

chorobg wysokiego ryzyka z momencie rozpoznania.

17



Zgodnie z zaleceniami IMWG (2014) czynniki rokownicze u chorych na
szpiczaka plazmocytowego mozemy podzieli¢ na prognostyczne oraz predykcyjne.
Markery prognostyczne dostarczajg ogolnie informacji o rokowaniu. W przeciwienstwie
do nich, markery predykcyjne okreslajg prawdopodobienstwo uzyskania odpowiedzi
na dany lek lub schemat terapeutyczny i rokowanie z tym zwigzane. Niektore markery
mogg mie¢ zarébwno charakter prognostyczny jak i predykcyjny. Przyktadem moze by¢
delecja 17p, ktora jest znanym czynnikiem prognostycznym ztego rokowania w
szpiczaku. Nie jest to natomiast czynnik predykcyjny, gdyz nie okresla zadnej metody
terapeutycznej, ktéra moze by¢ zastosowana w leczeniu z danym skutkiem [20].

Do najbardziej poznanych czynnikbw rokowniczych w  szpiczaku
plazmocytowym nalezg zmiany cytogenetyczne w komodrkach szpiczakowych, ale
takze cechy biologiczne choroby jak zdolno$¢ proliferacyjna plazmocytéw, oraz
niektére wskazniki laboratoryjne oraz gtebokos$¢ odpowiedzi, jakg udaje sie uzyska¢ w
wyniku leczenia.

Duze znaczenie majg czynniki osobnicze. Do czynnikbw pogarszajgcych
rokowanie nalezg: wiek pacjenta >65 roku zycia, niewydolnos¢ nerek, zty stan ogdlny
W momencie rozpoznania, ale takze rodzaj klasy tancucha ciezkiego i lekkiego

immunoglobuliny (IgA i tancuch lekki lambda).

1.6.1.Cytogenetyka

Niewatpliwie do jednych z najbardziej uznanych czynnikow rokownicznych w
szpiczaku plazmocytowym nalezg zmiany cytogenetyczne oraz molekularne. Jak juz
wspomniano wczesniej, szpiczak plazmocytowy jest nowotworem cechujgcym sie
duzg heterogennoscig i niestabilnoscig genetyczna.

Cytogenetyka klasyczna pozwala na wykrycie zaburzen chromosomowych u
okoto 20-30% pacjentdw i pozwala wyréznic dwa podtypy choroby: postaé
hiperdiploidalng (hyperdiploid multiple myeloma H-MM) i nie-hiperdiploidalng (non-
hyperdiploid multiple myeloma NH-MM). W przypadku postaci NH-MM czeSciej
wystepujg translokacje chromosomowe [21]. Cytogenetyka klasyczna nie jest
badaniem z wyboru w przypadku szpiczaka plazmocytowego z uwagi na trudnosci w
uzyskaniu komorek plazmatycznych w stadium metafazy. Jest to spowodowane ich

niewielkg aktywnoscig proliferacyjng oraz zwykle stosunkowo niskim odsetkiem
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nowotworowych plazmocytow w aspiracie szpiku. Dodatkowo niektorych istotnych
aberracji jak translokacja t(4;14) nie mozna wykry¢ za pomocg klasycznych metod
prazkowych.

Zdecydowanie dokfadniejszym badaniem diagnostycznym w szpiczaku
plazmocytowym jest technika fluorescencyjnej hybrydyzacji in situ - FISH, (z ang.
fluorescence in situ hybridization), ktéra pozwala na wykrycie trisomii w komaorkach
szpiczakowych u okoto 40% chorych, a u wiekszosci pozostatych — translokacje
dotyczgce gendéw kodujgcych ciezki tancuch immunoglobulin (IGH) zlokalizowanych
na choromosomie 14q32. U niewielkiego odsetka chorych zmiany te moga
wspotistnie€. Klasyfikacje pierwotnych zmian cytogenetycznych i molekularnych

przedstawiono w tabeli 3 [22].

Tabela 3: Klasyfikacja pierwotnych zmian cytogenetycznych i molekularnych w szpiczaku plazmocytowym

Rodzaj zmiany genetycznej Gen/chromosom Odsetek chorych
na szpiczaka (%)
Trisomie Trisomie dotyczace 42
nieparzystych chromosomow
oprocz chromosomu 1,13 i 21
Translokacje dotyczace IGH 30
t(11;14) (q13;932) CCND1 15
t(4;14) (p16;932) FGFR-3 and MMSET 6
t(14;16) (932;923) C-MAF 4
t(14;20) (q32;q11) MAFB <1
Inne translokacje IgH CCND3, t(6;14) MM 5
Translokacje IGH+kariotyp Obecnos¢ trisomii oraz co 15
trisomiczny najmniej jednej z translokaciji
IGH
Izolowana monosomia W niektérych przypadkach moze 4,5
chromosomu 14 dotyczy¢ translokacji 14932 z
nieznanymi chromosomami
partnerskimi
Inne translokacje 5,5
chromosomalne z wytgczeniem
IGH lub trisomii lub monosomii
14 lub trisomii
Bez stwierdzonych zmian 3

IGH — ciezki tancuch immunoglobuliny, FGFR-3 - receptor typu lll dla czynnika wzrostu fibroblastow

(fibroblast growth factor receptor 3), MMSET — gen multiple myeloma SET domain, MAFB — gen V-maf

musculoaponeurotic ~ fibrosarcoma

oncogene

protoonkogen, CCND1 — cyklina D1, CCND3 — cyklina D3

homolog B, C-MAF - czynnik transkrypcyjny,
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W miare postepu choroby, pojawiajg sie wtorne, charakterystyczne zmiany
cytogenetyczne i molekularne jak: del(17p), monosomia 13/del(13), mutacje RAS,
del(1p) oraz translokacje dotyczgce genu MYC. Zmiany cytogenetyczne i molekularne,
zaréwno pierwotne jak i wtérne majg niewatpliwy wptyw na przebieg choroby u danego
chorego, a wiec odpowiedz na leczenie oraz rokowanie [22]. Niektore z wtérnych
zmian, jak monosomia/delecja chromosomu 13 mogg pojawi¢ sie na wczesnych
etapach rozwoju szpiczaka, a zwtaszcza u chorych z MGUS i szpiczakiem
bezobjawowym. Dawniej, kiedy postugiwano sie gtdwnie cytogenetykg klasyczng,
zmiany te wigzano ze ztym rokowaniem, co nie potwierdzito sie¢ w dalszych badaniach,
opartych na technice FISH. Z kolei del(17p) lub monosomia 17 sg stwierdzane gtownie
w dalszych etapach choroby i wigzg sie niewatpliwie z gorszym rokowaniem zaréwno
pod wzgledem przezycia wolnego od choroby (PFS) jak i przezycia ogdlnego (OS).

W tabeli 4 przedstawiono stratyfikacje pacjentow ze szpiczakiem, zgodng z
zaleceniami Polskiej Grupy Szpiczakowej, na podstawie modelu mMSMART (z ang.
Mayo Stratification of Myeloma and Risk-Adapted Therapy) [1,23]. Model ryzyka
obejmuje gtéwnie pierwotne zmiany genetyczne, ktdére wyjsciowo determinujg status
chorego. Niewatpliwie jednak, wtérne zmiany cytogenetyczne a wiec przede
wszystkim del(17p) oraz prawdopodobnie del(1p) sg niezaleznie zwigzane ze ztym
rokowaniem. Trisomia chromosomow nieparzystych moze stanowi¢ bufor dla zmian
genetycznych wysokiego ryzyka, aczkolwiek w literaturze znajdujg sie sprzeczne dane

na ten temat [22].
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Tabela 4: Podziat na grupy ryzyka cytogenetycznego wg mSMART

Grupy ryzyka Zmiany cytogenetyczne
Standardowe Hiperdiploidia
t(11;14)
1(6;14)
Posrednie Hipodiploidia

t(4;14) metoda FISH
del (13) metoda cytogenetyczna
PCLI 23%
Amplifikacja 1921
Wysokie Del(17p)
t(14,16) metoda FISH
t(14;20)
Del(1p)
Niekorzystna sygnatura GEP

PCLI - indeks znakowania plazmocytéw (plasma cell labeling index); GEP — profil ekspresji gendw (gene expression

profile), FISH - fluorescencyjna hybrydyzacja in situ, del - delecja

Wykazano, Zze del(17p) jest jednym z najsilniejszych czynnikéw ztego
rokowania. U chorych z del(17p) przebieg choroby jest agresywniejszy, czesciej
dochodzi do zajecia osrodkowego ukfadu nerwowego, wystgpienia biataczki
plazmocytowej lub guzdéw pozaszpikowych. Obecnie brak jest danych dotyczgcych
odsetka komorek szpiczakowych del(17p), ktére wyznaczatoby punkt odciecia dla
okreslenia rokowania, zwtaszcza, ze wyniki niektérych badan wskazujg, iz obecnosc¢
del(17p) w niewielkim odsetku komérek nie musi wigzaé¢ sie ze ztym rokowaniem.
Wedtug niektorych zrédet, zte rokowanie moze oznaczaé obecnosc¢ powyzej 30-60%
komorek szpiczakowych z del(17p) [24].

W badaniu Binder i wsp. opublikowano wyniki analizy dotyczgcej znaczenia
prognostycznego wspotistnienia zmian cytogenetycznych wysokiego ryzyka u chorych
ze Swiezo zdiagnozowanym szpiczakiem plazmocytowym. Zmiany wysokiego ryzyka
oceniano za pomocg techniki FISH i stanowity one uznane juz do tej pory niekorzystne
translokacje: t(4;14), t(14,16), t(14;20) oraz delecja 17p. Wykazano, ze wspofistnienie
dwoch zmian genetycznych pogarsza rokowanie w poréwnaniu z chorymi, u ktérych

stwierdza sie izolowang zmiane genetyczng wysokiego ryzyka [25]. Kumulacja moze

21



obejmowac del17p oraz jedng z translokacji. Kombinacja dwdéch translokacji wystepuje
niezwykle rzadko i moze mieC miejsce wytgcznie w przypadku istnienia dwdch
odrebnych klonéw nowotworowych.

Dane pochodzgce z analiz opierajgcych sie na wykorzystaniu technik
sekwencjonowania nowej generacji NGS (z ang. next generation sequencing)
opublikowane w 2017 roku pozwolity na identyfikacje kolejnych istotnych mutacji
genowych w szpiczaku plazmocytowym, ktére mogg mie¢ wptyw na rokowanie:
mutacje KRAS, NRAS, BRAF, FAM46C, DIS3, TRAF, CYLD i LTB pozostajg bez
wptywu na rokowanie [26]. Z kolei mutacje TP53, ATM i ATR wigzg sie ze ztym, a IRF4
i EGR1 z dobrym rokowaniem [26].

W ramach projektu Myeloma Genome Project (MGP) trwajg badania nad
ujednoliceniem danych molekularnych i odniesieniu ich do obrazu Klinicznego i
rokowania u chorych na szpiczaka plazmocytowego z wykorzystaniem NGS.
Najnowsza analiza przeprowadzona przez Walker i wsp. pozwolita na wyodrebnienie
catkiem nowej grupy pacjentow ekstremalnie wysokiego ryzyka, charakteryzujgca sie
dwoma zmianami w DNA na poziomie genomu, okreslanymi jako Double-hit myeloma.
Sg to pacjenci, u ktérych stwierdza sie bialleliczng inaktywacje TP53 lub ISS 3 z
amplifikacjag (=24 kopie) CKS1B (1921). W tej grupie chorych stwierdzono
zdecydowanie krotsze srednie PFS — 15,4 miesiecy i Srednie OS - 20,7 miesiecy, w
poréwnaniu z grupg niskiego lub posredniego ryzyka.

Zgodnie z modelem ryzyka zaproponowanym przez badaczy, grupa niskiego
ryzyka obejmowata chorych, u ktorych ISS wynosito 1 lub 2 bez obcigzajgcych
czynnikdw genetycznych, natomiast w grupie posredniego ryzyka znaleZli sie chorzy,
u ktérych stwierdzono ISS 1 oraz t(4;14) lub del(17p); lub chorzy z ISS 3 bez
towarzyszgcych czynnikdw genetycznych. Rokowanie w grupie double-hit MM byto zte
pomimo zastosowania w terapii nowych lekéw, niezaleznie od tego, czy zgodnie z
kryteriami klasyfikacji IMWG byli oni kwalifikowani do grupy niskiego/standardowego
ryzyka lub wysokiego [27].
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1.6.2. Wskazniki biologiczne i laboratoryjne

PCLI (indeks znakowania plazmocytow) odzwierciedla liczbe nowotworowych
plazmocytow w szpiku kostnym, ktore znajdujg sie w fazie S cyklu komérkowego, co
posrednio swiadczy o zdolnosci klonu do proliferacji. Juz w latach 90-tych XX wieku
odnotowano, ze pomiar PCLI obok stezenia (-2 mikroglobuliny moze stanowic
niezalezny wskaznik rokowniczy w szpiczaku plazmocytowym. Wykazano miedzy
innymi, ze u chorych znajdujgcych sie w stabilnej fazie choroby, wysoki PCLI moze
prognozowac szybkg progresje i zgon chorego [28].

Z uwagi na dostepnos¢ bardziej praktycznych metod diagnostycznych,
aktualnie PCLI jest uzywany rzadko, aczkolwiek jest uwzgledniony w modelu podziatu
na grupy ryzyka przedstawionym w tabeli 4.

Oznaczanie stezenia fancuchéw kappa i lambda w surowicy krwi, oprocz
monitorowania choroby, moze mieC takze znaczenie prognostyczne, zwlaszcza w
przypadku pacjentow z MGUS, szpiczakiem odosobnionym lub bezobjawowym. W
badaniu Dimopoulos i wsp. stwierdzono, ze u chorych z MGUS z nieprawidtowym
stosunkiem tancuchow lekkich (SFLC ratio) istnieje zwiekszone ryzyko progresji w
poréwnaniu z chorymi z prawidtowym ich stosunkiem, niezaleznie od rodzaju oraz
stezenia biatka monoklonalnego w surowicy krwi [29]. Podobnie, stosunek fancuchéw
przekraczajgcy 100 u chorych ze szpiczakiem bezobjawowym, moze poprzedzac
wystgpienie progresiji, a zatem zasadne mogtoby by¢ wdrozenie leczenia [28].

Jedng z nowszych technik monitorowania szpiczaka plazmocytowego o
wartosci prognostycznej jest test Hevylite™, ktory pozwala na doktadne oznaczenie
stezenia kompletnych immunoglobulin wraz z typem faincucha lekkiego. Za pomocg tej
metody mozliwe jest takze obliczenie proporcji (HLCr) stezenia immunoglobuliny
monoklonalnej do poliklonalnej w zakresie tej samej klasy, ktorego interpretacja ma
znaczenie rokownicze. Jezeli w chwili diagnozy MM wskaznik ten bedzie
nieprawidtowy, moze by¢ wyktadnikiem skroconego PFS. Jezeli dochodzi do
normalizacji wskaznika po leczeniu nawet, jezeli immunofiksacja nadal wskazuje na
obecno$¢ biatka monoklonalnego, jest to czynnik korzystny rokowniczo, podczas gdy
ewolucja wskaznika do ponownych wartosci nieprawidtowych moze swiadczy¢ o
zblizajgcej sie progresji choroby, pomimo iz inne parametry laboratoryjne pozostajg
prawidtowe [30].
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Do innych parametrow laboratoryjnych, ktére mogg swiadczy¢ o gorszym
rokowaniu u chorego nalezg min. [1]:

- podwyzszone stezenie IL-6 w surowicy Krwi

- podwyzszone stezenie CRP w surowicy krwi (> 6 mg/dl)

- podwyzszone stezenie B2-mikroglobuliny w surowicy krwi (uwzgledniajgc

niewydolnosc¢ nerek)

1.6.3. Minimalna choroba resztkowa (MRD)

Istnieje bezposrednia zaleznos¢ pomiedzy gtebokoscig odpowiedzi na leczenie
a dlugoscig przezycia w szpiczaku plazmocytowym [31]. W 2006 roku, IMWG
wprowadzito do kryteribw odpowiedzi pojecie rygorystycznej odpowiedzi catkowitej
(sCR), ktora oznaczata min. Nieobecnos¢ klonalnych plazmocytéw w biopsji szpiku
oceniane metodg immunohistochemiczng i immunofluorescencyjng. Pojecie sCR z
czasem ewoluowato do catkowitej odpowiedzi molekularnej (mCR) definiowanej, jako
nieobecnos¢ wykrywalnej choroby (reaaranzacja genu IGH). Za pomoca tancuchowej
reakcji polimerazy (PCR). Obecnie, w ocenie choroby resztkowej stosuje sie technike
cytometrii przeptywowej z analizg wieloparametrowg (MFC) lub allelospecyficznego
PCR (ASO-PCR). Ostatnio prowadzone badania skupiajg sie takze na roli techniki
NGS w ocenie MRD. Czuto$¢ powyzszych metod przedstawia sie odpowiednio: MFC:
107° do 1075, ASO-PCR: 107 do 1076, NGS: 1076 [28].

1.7. Leczenie szpiczaka plazmocytowego

Pomimo postepu, jaki dokonat sie w ostatnim latach w zakresie diagnostyki i
leczenia, szpiczak plazmocytowy pozostaje nowotworem nieuleczalnym. Rodzaj
terapii jest uzalezniony od wieku chorego, ale takze stanu ogdlnego oraz
wspotistniejgcych obcigzen. ldea chemioterapii wysokodawkowane] wspomaganej
autologicznym przeszczepieniem macierzystych komorek krwiotwérczych (AHSCT) w
szpiczaku plazmocytowym narodzita sie latach 80 ubiegtego wieku i nadal uwazana

jest za najskuteczniejszg opcje terapeutyczng [32].
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1.7.1.Leczenie chorych kwalifikujgcych sie do wysokodawkowanej

chemioterapii

Aktualnie standardem leczenia pacjentéw do 70 roku zycia, w dobrym stanie
ogolnym i nieobcigzonych istotnymi schorzeniami, pozostaje terapia indukujgca
majgca na celu uzyskanie jak najgtebszej odpowiedzi, a nastepnie AHSCT [1].
Wskazania do wykonania zabiegu u starszych pacjentéw, ale w dobrym stanie
klinicznym i bez obcigzen powinny by¢ ustalane indywidualnie.

W leczeniu indukujgcym w Polsce u chorych kwalifikujgcych sie do AHSCT
stosuje sie przede wszystkim schematy trojlekowe, oparte na bortezomibie (inhibitor
proteosomu), deksametazonie oraz trzecim leku, ktorym moze byC cytostatyk (np.
cyklofosfamid, doksorubicyna) lub lek immunomodulujgcy (talidomid). Schematy
lekowe, najczesciej stosowane u chorych kwalifikowanych do autotransplantacii
zostaty przedstawione w tabeli 5.

W badaniu Evolution oceniano skuteczno$¢ i bezpieczenstwo terapii
indukujgcej opartej na czterech lekach (bortezomib, deksametazon, cyklofosfamid
oraz lenalidomid). Wykazano, ze w poréwnaniu ze standardowg terapig trojlekowa,
takie schematy wigzg sie z podobnym OS i PFS, natomiast toksycznos¢ jest
zdecydowanie wieksza [33]. W Polsce lenalidomid nie jest refundowany w terapii

pierwszoliniowej szpiczaka plazmocytowego.
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Tabela 5: Schematy w leczeniu indukujgcym szpiczaka plazmocytowego u chorych, ktérzy sg kwalifikowani do

autotransplantacji szpiku

Schemat leczenia

Dawkowanie

Schemat stosowania

(dzien podania)

VCD
Cykle co 3 tygodnie

Bortezomib 1,3 mg/m? sc
Cyklofosfamid 500 mg/m?
po lub iv

Deksametazon 20-40 mg

po lub iv

1,4,8,11
1(8)

1,2,4,5,8,9,11,12

VTD
Cycle co 3 tygodnie

Bortezomib 1,3 mg/m? sc
Talidomid 100-200 mg/d po
Deksametazon 20-40 mg
po lub iv

1,4,8,11
1-21

1,2,4,5,8,9,11,12

PAD
Cycle co 4 tygodnie

Bortezomib 1,3 mg/m? sc
Doksorubicyna 4,5-9 mg/m?
iv

Deksametazon 20 mg po

lub iv

1,4,8,11
1-4

1,2,4,5,8,9,11,12, 17-20

sc — podskornie, po — doustnie, iv — dozylnie, VCD — bortezomib, cyklofosfamid, deksametazon, VTD —

bortezomib, talidomid, deksametazon, PAD — bortezomib, doksorubicyna, deksametazon

Aktualnie kwestig sporng pozostaje moment zarowno Kkolekcji

komorek

krwiotworczych jak i wykonania samej procedury przeszczepowej. Zaletg wykonania

procedury kolekcji komérek krwiotworczych po 3-4 cyklach leczenia moze byc¢ jej

wieksza skutecznos¢, ale z drugiej strony istnieje potencjalnie wieksze ryzyko

kontaminacji materiatu przeszczepowego komoérkami nowotworowymi w poréwnaniu

do procedury wykonanej po dtuzszym okresie leczenia z czesto glebszg remisjg

choroby. Z drugiej strony wydtuzony okres leczenia indukujgcego moze skutkowaé

utrudniong kolekcjg komorek krwiotwdrczych oraz wiekszg toksycznoscig [1].

26



1.7.1.1 Autologiczne przeszczepienie macierzystych komoérek

krwiotwérczych

Zgodnie z aktualnymi zaleceniami, terapia wysokodawkowana z nastepowym
przeszczepieniem autologicznych macierzystych komorek krwiotworczych jest
standardem postepowania majgcego na celu wydtuzenie zarowno PFS jak i OS, co
zostato udowodnione w badaniach klinicznych [1]. Krew obwodowa jest preferowanym
zrodtem pozyskiwania komorek krwiotworczych do AHSCT u chorych na MM.
Autologiczne przeszczepienie macierzystych komorek krwiotwérczych z  krwi
obwodowej wigze sie z mniejszym ryzykiem zanieczyszczenia komorkami
nowotworowymi a takze szybszym okresem regeneracji uktadu krwiotwdrczego.

Mobilizacja (kolekcja) komorek krwiotwérczych do AHSCT polega na
zastosowaniu chemioterapii (cyklofosfamid, arabinozyd cytozyny, etopozyd) a
nastepnie czynnika wzrostu kolonii granulocytowych (G-CSF). Proces kolekciji
komérek prowadzi sie za pomocg leukaferezy. Warunkiem koniecznym dla
powodzenia pojedynczej procedury AHSCT jest uzyskanie minimum 2x10%kg m.c
komorek CD34+, a do procedury podwadjnej - 5x10%/kg m.c. W przypadku problemow
z kolekcjag komorek istnieje mozliwos¢ zastosowania pleryksaforu, antagonisty
receptora chemokinowego (CXCR4), ktory wzmacnia efekt mobilizacji komorek
macierzystych wywotany przez G-CSF.

Procedura AHSCT obejmuje podanie melfalanu, jako leczenia
mieloablacyjnego w dawce 200 mg/m? dozylnie (doba -2 lub w dawkach podzielonych
w dobach -3, -2). U chorych, u ktérych istnieje duze ryzyko powiktann dawke melfalanu
mozna zmniejszyé do 140 mg/m?. Aktualnie wydaje sie, ze jest to najbardziej
optymalny schemat kondycjonowania do AHSCT w szpiczaku plazmocytowym [34]. W
badaniu Ill fazy IFM 2014-02 wykazano, ze dotgczenie bortezomibu do wysokich
dawek melfalanu w kondycjonowaniu nie przektada sie na poprawe wynikéw
wczesnych jak i odlegtych [35].

U chorych, ktérzy nie osiggneli VGPR po pierwszej procedurze AHSCT, istniejg
wskazania do wykonania drugiej, jako tzw. przeszczepu tandemowego. Takie

postepowanie zostato ustalone na podstawie randomizowanych badan klinicznych,
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ktére wykazaty poprawe rokowania zaréwno w kontekscie PFS jak i OS u chorych
poddanych przeszczepowi tandemowemu [36]. Z uwagi na fakt, ze badania byty
prowadzone przed erg wprowadzenia nowych lekow do terapii szpiczaka
plazmocytowego, kwestia zasadnosci i korzysci ze stosowania przeszczepu
tandemowego powrdcita w badaniach klinicznych takich jak EMNO02/HO95 oraz
StaMINA. W badaniu EMNO02/HO95 wykazano poprawe gtebokosci odpowiedzi, PFS i
OS, z okoto 30% zmniejszeniem ryzyka zgonu i progresji [37]. Z kolei w badaniu
StaMINA nie udowodniono wyzszosci przeszczepu tandemowego nad pojedynczym w
obliczu mozliwosci leczenia nowymi lekami [38].

Na podstawie aktualnie dostepnych danych wydaje sie, Zze przeszczep
tandemowy nadal bedzie zajmowat wazne miejsce w terapii chorych ze szpiczakiem,
aczkolwiek najwiecej korzysci z jego przeprowadzenia mogg odnies¢ pacjenci z grup
wysokiego ryzyka (cytogenetycznego oraz R-ISS 3) [34].

U chorych, u ktorych przeprowadzono procedure AHSCT, a doszto do progresii
istnieje mozliwos¢ wykonania tzw. ratunkowego AHSCT. Wskazania do powtornego
wykonania AHSCT obejmujg chorych w dobrym stanie klinicznym, u ktérych odstep
pomiedzy pierwszym AHSCT a progresjg wynosi 18 miesiecy lub wiecej [39].

1.7.1.2. Allotransplantacja komoérek krwiotwoérczych

Allotransplantacja macierzystych komorek krwiotworczych od zdrowego dawcy
(alloHSCT) wydaje sie aktualnie jedyng metodg, ktéra moze doprowadzi¢ do
wyleczenia chorego na szpiczaka plazmocytowego. Jest to jednak procedura
obarczona duzym ryzykiem ciezkich powiktan, w tym Smiertelnych (odsetek moze
siegac ponad 30%), stad nie jest stosowana w standardowym postepowaniu [1].

W przypadku alloHSCT, nie istnieje ryzyko zanieczyszczenia materiatu
przeszczepowego przez komoérki nowotworowe, co moze sie zdarzyC w przypadku
AHSCT. Dodatkowo podnosi sie korzystng role mechanizmu przeszczep przeciwko
szpiczakowi (GVM — z ang. graft versus myeloma), w ktérym prawdopodobnie
posredniczg alloreaktywne limfocyty T dawcy. W kondycjonowaniu mieloablacyjnym
stosuje sie schematy chemioterapii oparte na cyklofosfamidzie oraz melfalanie w
skojarzeniu z TBI (napromienianie catego ciata — z ang. total body irradiation), rzadziej

Z busulfanem.
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W celu zmniejszenia odsetka ciezkich powikfan, opracowano procedury
niemieloablacyjne - kondycjonowanie o zmniejszonej intensywnosci (RIC), ktére wigzg
sie z lepszg tolerancja, ale tez wiekszym ryzykiem progresji. W kondycjonowaniu
stosuje sie tutaj schematy oparte na melfalanie, fludarabinie oraz TBI w skojarzeniu.

Podejmuje sie proby stosowania w terapii ztozonej wyjsciowo z
autotransplantacji  macierzystych  komoérek  krwiotwoérczych a  nastepnie
allotransplantacji niemieloablacyjnej, jako drugiej procedury, aczkolwiek wyzszos¢
takiego postepowania nie zostata dotgd udowodniona [40].

Aktualnie wydaje sie, ze najwicksze korzysci z ewentualnego zastosowania
leczenia wysokodawkowang chemioterapig z nastepowg allotransplantacjg komorek
krwiotworczych mogg odnies¢ chorzy mtodsi, z czynnikami wysokiego ryzyka,
niewystarczajgcg odpowiedzig na leczenie indukujgce oraz szybkg progresjg po

AHSCT (do 24 miesiecy), optymalnie w ramach badan klinicznych [39].

1.7.2. Leczenie chorych niekwalifikujacych sie do

wysokodawkowanej chemioterapii

U chorych niekwalifikujgcych sie do wysokodawkowanej chemioterapii z uwagi
na wiek, stan ogdlny lub schorzenia wspdétistniejgce stosuje sie leczenie mniej
intensywne. Celem leczenia pierwszego rzutu jest uzyskanie remisji, wydtuzenie
przezycia wolnego od choroby, a takze przezycia catkowitego. W Polsce najczesciej
stosuje sie schematy: MP (melfalan, prednizon), MPT (melfalan, prednizon, talidomid),
MPV (melfalan, prednizon, bortezomib), a takze te stosowane u chorych
kwalifikujgcych sie do AHSCT: VCD (bortezomib, cyklofosfamid, deksmetazon), VD
(bortezomib, deksametazon), rzadziej CTD (cyklofosfamid, talidomid, deksametazon).
W krajach zachodnich w ramach schematow chemioterapii indukujgcej stosuje sie
szeroko lenalidomid — Rd (lenalidomid, deksametazon) oraz MPR (melfalan,
prednizon, lenalidomid), ktory w Polsce nie jest refundowany w pierwszej linii leczenia.

Schematy leczenia przedstawiono w tabeli 6.
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Tabela 6: Schematy w leczeniu indukujgcym szpiczaka plazmocytowego u chorych, ktérzy nie sg kwalifikowani do

autotrasplantacji szpiku

Schemat leczenia

Dawkowanie

Schemat stosowania

(dzien podania)

Cycle 42-dniowe
9 cykli

Bortezomib 1,3 mg/m? sc

Prednizon 60 mg/m? po

MPT Melfalan 4 mg/m? po 1-7
Cycle co 4 tygodnie Talidomid 100 mg/d po a lalongue
6-12 cykli Prednizon 40 mg/m? po 1-7
MPV Melfalan 9 mg/m? 1-4

1,4,8,11, 22, 25, 32 (cycle
1-4), 1, 8, 22, 29 (cycle 5-9)
1-4

CTD Cyklofosfamid 500 mg/m?/d | 1

Cykle co 3 tygodnie iv lub 625 mg/m?/d po
Talidomid 100 mg/d po A la longue
Deksametazon 20 mg/d po | 1-4, 9-12

Rd Lenalidomid 25 mg/d po 1-21

Cykle co 4 tygodnie Deksametazon 40 mg/d po | 1-4,9-12, 17-20

sc- podskornie, po — doustnie, iv — dozylnie, MPT — melfalan, talidomid, prednizon, MPV — melfalan, bortezomib,

prednizon, CTD - cyklofosfamid, talidomid, deksametazon, Rd — lenalidomid, deksametazon

Skuteczno$¢ i bezpieczenstwo terapii stosowanych w leczeniu chorych
niekwalifikujgcych sie do AHSCT oceniano w szeregu badan klinicznych. W przypadku
schematéw zawierajgcych melfalan, odnotowano korzysci w dotgczeniu do terapii
bortezomibu lub leku immunomodulujgcego (talidomid, lenalidomid). W badaniu Il fazy
VISTA wykazano 31% zmniejszenie ryzyka zgonu w przypadku dotgczenia
bortezomibu do terapii melfalan + prednizon oraz korzystny wptyw na OS [41].
Podobne obserwacje poczyniono w przypadku poréwnania schematu MP i MPT
(badanie HOVON). Odnotowano istotnie wyzszy odsetek catkowitych odpowiedzi ORR
(66%) w grupie leczonej MPT w poréwnaniu do MP (45%) [42].

W wieloosrodkowym, miedzynarodowym badaniu FIRST poréwnywano

skutecznos¢ i bezpieczenstwo podawania lenalidomidu i deksametazonu w sposob
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ciggly ze schematem MPT (leczenie trwato 72 tygodnie) u starszych chorych na
szpiczaka plazmocytowego, niekwalifikujgcych sie do AHSCT. Odnotowano
zmniejszenie ryzyka progresiji lub zgonu o 28% u chorych kontynuujgcych stosowanie
lenalidomidu i deksametazonu w porownaniu do chorych, ktorzy otrzymali MPT.
Dodatkowo okazato sie, ze leczenie lenalidomidem i dekasmetazonem w sposéb
ciggty zmniejsza takze ryzyko progresji lub zgonu w poréwnaniu do chorych, u ktérych

zastosowano 18 cykli lenalidomidu [43].

1.7.3. Leczenie podtrzymujace

Leczenie podtrzymujgce ma na celu podtrzymanie remisji i mozna je stosowac
zaréwno u chorych, ktérzy otrzymali wysokodawkowang chemioterapie wspomagang
autotransplantacjg szpiku lub nie.

Jednym z najlepiej przebadanych lekéw w leczeniu podtrzymujgcym po AHSCT
jest talidomid w monoterapii. Badania wskazujg na korzystny wptyw talidomidu na PFS
i OS, aczkolwiek jego przewlekte stosowanie moze sie wigza¢ z kumulacjg powiktan
toksycznych takich jak neuropatia oraz zwigkszonym ryzykiem powiktan
zakrzepowych. Istniejg takze przestanki przemawiajgce za niestosowaniem talidomidu
w podtrzymywaniu u chorych z grupy wysokiego ryzyka cytogenetycznego [44].

Lenalidomid w leczeniu podtrzymujgcym po AHSCT oceniano wyjsciowo w
dwoch niezaleznych randomizowanych badaniach Il fazy. W badaniu CALB
poréwnywano leczenie podtrzymujgce lenalidomidem a placebo, wykazano istotnie
krotszy Sredni czas do progresji w grupie leczonej lenalidomidem (46 miesiecy vs 27
miesiecy w grupie placebo) [45]. W badaniu Il fazy IFM wykazano istotnie lepsze OS
w grupie chorych przyjmujgcych lenalidomid w podtrzymywaniu vs placebo
(odpowiednio 88% vs 80%) [46].

Terapia lenalidomidem wydaje sie byC lepiej tolerowana niz w przypadku
talidomidu, aczkolwiek pewnym ograniczeniem w przewlektym stosowaniu wydaje sie
dziatanie mielotoksyczne, oraz zwigkszenie ryzyka powstawania drugich, pierwotnych
nowotworéw. McCarthy i wsp. dokonali metaanalizy dostepnych wynikéw badan
dotyczgcych lenalidomidu w leczeniu podtrzymujgcym, ktéra wykazata korzysci
dotyczgce istotnego wydtuzenia PFS, OS w poréwnaniu do placebo lub obserwaciji
[47].
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Podejmuje sie rowniez proby stosowania bortezomibu w leczeniu
podtrzymujgcym zarowno po AHSCT jak i osiggnieciu remisji u chorych niepoddanych
AHSCT. Niestety stosowanie bortezomibu wigze sie z duzg toksycznoscig
neurologiczng, co ogranicza mozliwos¢ stosowania leku w sposob przewlekty. Zaletg
z kolei jest mozliwos¢ stosowania leku u chorych z niewydolnoscig nerek. W badaniu
HOVON wykazano poprawe odsetka catkowitych odpowiedzi (ORR) oraz dobrg
tolerancje w przypadku podtrzymywania po AHSCT [48].

W przypadku chorych niekwalifikujgcych sie do AHSCT do rozwazenia moze
by¢ terapia podtrzymujgca bortezomibem 1x w tygodniu lub rzadziej. Analiza wynikéw
badania UPFRONT wskazuje na dos¢ dobrg tolerancje takiego postepowania, nie

odnotowano istotnego zwigkszenia toksycznosci [49].

1.7.4. Leczenie postaci opornych i nawrotowych

W przebiegu leczenia chorych na MM dochodzi do selekcji klonow. Kazdy
kolejny nawrot choroby charakteryzuje sie wiekszg agresywnoscig lub opornoscig na
leczenie, wynikajgcg przede wszystkim z kumulacji zmian genetycznych. W terapii
kolejnych linii stosuje sie schematy ztozone z kilku lekdéw, najczesciej lekow
immunomodulujgcych (talidomid, lenalidomid, pomalidomid), inhibitoréw proteasomu
(bortezomib, karfilzomib) oraz ewentualnie tradycyjnych lekéw cytostatycznych
(bendamustyna, cyklofosfamid, doksorubicyna) w potgczeniu ze sterydem [50]. W
przypadku, jezeli wczesniej zastosowane leczenie byto skuteczne (pacjent osiggnat co
najmniej PR), dobrze tolerowane, a przerwa do progresji wynosita co najmniej 6
miesiecy, mozna sprobowacC je powtérzy¢. Jak juz wspomniano wczes$niej, w
przypadku nawrotu AHSCT mozliwa jest kwalifikacja do przeszczepu ratunkowego po

spetnieniu kryterium odstepu czasowego.
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1.7.5. Nowe leki w terapii szpiczaka plazmocytowego

W ciggu ostatniego dziesieciolecia dokonat sie ogromny postep w opracowaniu
nowych lekéw, z ktorych czesC zostata juz zarejestrowana w leczeniu szpiczaka
plazmocytowego, a inne pozostajg w zaawansowanych fazach badan klinicznych [51-
58]. Dzieki wprowadzeniu nowych terapii, odnotowano istotne wydtuzenie PFS i OS.
Zastosowanie nowych lekdbw moze dotyczy¢ zarowno chorych rozpoczynajgcych
leczenie jak i w przypadku nawrotu lub opornosci choroby. Do nowych lekow naleza:
pomalidomid (lek immunomodulujgcy Il generaciji), karfilzomib (inhibitor proteasomu I
generaciji), iksazomib (inhibitor proteasomu Il generacji), przeciwciata monoklonalne,
takie jak: daratumumab (anty-CD38) i elotuzumab (anty-CS1), panobinostat (inhibitor
deacytylazy histonowej), a takze wenetoklaks (doustny inhibitor bcl2), rikolinostat
(doustny inhibitor deacetylazy histonowej), selineksor (inhibitor selektywnej eksportyny
1), izatuksimab (przeciwciato anty-CD38), meflufen (cytostatyk alkilujgcy dziatajgcy
poprzez peptydazy).

U chorych kwalifikujgcych sie do wysokodawkowanej chemioterapii
wspomaganej AHSCT, trwajg badania kliniczne Il fazy nad zastosowaniem kombinacji
karfilzomibu, lenalidomidu oraz deksametazonu. Odnotowano wysoki odsetek
odpowiedzi (w tym gtebokiej z negatywizacjg MRD) [51].

Inne badania majg na celu ocene dodania do standardowego leczenia
trojlekowego przeciwciat monoklonalnych (daratumumab, elotuzumab) celem
zwiekszenia odsetka CR z ujemnym MRD przed planowanym AHSCT.

U chorych niekwalifikujgcych sie do AHSCT oraz postaci opornych i
nawrotowych podejmuje sie préby zastosowania nowych lekow w potgczeniu z
dotychczasowymi schematami leczenia w leczeniu indukujgcym remisje, ale takze w
monoterapii, jako leczenie podtrzymujgce. Najczesciej sg to przeciwciata
monoklonalne (daratumumab, elotuzumab). Wyniki randomizowanych badan
klinicznych 11l fazy — kombinacja daratumumabu z lenalidomidem i deksametazonem
(POLLUX) Ilub z bortezomibem i deksametazonem (CASTOR) u chorych na
nawrotowego/opornego szpiczaka plazmocytowego - opublikowano w 2016 roku i staty
sie one podstawg do zarejestrowania daratumumabu przez FDA w tym wskazaniu w
2016 roku [52, 53].
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Elotuzumab jest kolejnym przeciwcialtem monoklonalnym, ktére uzyskato
rejestracje rowniez w 2016 roku w nawrotowym szpiczaku plazmocytowym, u chorych
po co najmniej jednej linii leczenia. Podstawg staty sie wyniki badania
randomizowanego Il fazy ELOQUENT-2, w ktérym stosowano lenalidomid i
deksametazon w skojarzeniu lub nie z elotuzumabem [54].

W 2018 roku opublikowano wyniki randomizowanego badania klinicznego Il
fazy ALCYONE u chorych na nieleczonego MM niekwalifikujgcych sie do AHSCT, w
ktérym jedna grupa chorych byta leczona schematem MPV, a druga grupa — MPV +
daratumumab. Wykazano, ze dotgczenie daratumumabu do terapii pozwala na
zmniejszenie ryzyka progresji choroby i zgonu [55]. Na tej podstawie w roku 2018 FDA
zarejestrowata schemat D-VMP do leczenie w tej grupie chorych, a juz w roku 2019
na podstawie wynikow kolejnych badan randomizowanych Il fazy u chorych na MM
niekwalifikujgcych sie do AHSCT zarejestrowano do stosowania schemat D-Rd
(daratumumab, lenalidomid, deksametazon — badanie MAIA), oraz schemat D-VTd
(daratumumab, bortezomib, talidomid, deksametazon — badanie CASSIOPEIA)
[56,57]

W 2019 roku opublikowano wstepne wyniki badahn I/ll fazy dotyczgcej
zastosowania terapii podtrzymujgcej iksazomibem u nowo zdiagnozowanych chorych
na szpiczaka plazmocytowego wskazujgce na potencjalng korzys¢ w postaci
pogtebienia odpowiedzi na leczenie i dobry profil bezpieczenstwa [58].

U chorych na nawrotowego/opornego szpiczaka plazmocytowego w Polsce od
listopada 2018 roku istnieje mozliwos¢ stosowania pomalidomidu w skojarzeniu z
deksametazonem (u chorych, u ktérych wczesniej stosowano lenalidomid i

bortezomib).

1.7.6. Ocena odpowiedzi na leczenie u chorych na szpiczaka

plazmocytowego

Ocene odpowiedzi szpiczaka mnogiego na leczenie przeprowadza sie wedtug
ujednoliconych kryteriow przyjetych przez International Myeloma Working Group
(IMWG) w 2006 roku oraz zaktualizowanych w 2014, opisujgcych nastepujgce
kategorie odpowiedzi [60].
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. remisja catkowita (CR)

. rygorystyczna remisja catkowita (sCR; stringent CR)

. immunofenotypowa remisja catkowita

. molekularna remisja catkowita

. bardzo dobra remisja czesciowa (VGPR)
. remisja czesciowa (PR)

. stabilizacja choroby (SD)
. progresja choroby (PD)

. nawrét (relapse) z CR

1.8. Angiogenezai jej rola w stanach fizjologicznych i

patologicznych

Angiogeneza jest procesem formowania nowych naczyn krwiono$nych z
komoérek srodbtonka juz istniejgcych kapilarow, ktéry zachodzi w dojrzatych tkankach
[61]. Angiogeneza moze wystepowac w procesach fizjologicznych takich jak: wzrost
organizmu, przerost miesni pod wptywem wysitku fizycznego, implantacja zarodka do
btony Sluzowej macicy, rozwoj tozyska lub laktacja. Zdecydowanie czesciej jednak do
angiogenezy dochodzi w stanach patologicznych, zwlaszcza nowotworach, ale takze
np. w nadmiernym tworzeniu tkanki ttuszczowej i w konsekwenciji - otytosci. Nie zawsze
jest to zjawisko niepozadane jak na przyktad proces tworzenia krgzenia obocznego w
przypadku miazdzycy naczyn wiencowych.

Role angiogenezy w nowotworzeniu po raz pierwszy opisat Folkman, publikujgc
wyniki badania wskazujgcego na zwigkszong ilos¢ mikronaczyn w szpiku kostnym u
dzieci z ostrg biataczkg limfoblastyczng [62].

Tworzenie nowych naczynh nie jest jednolitym procesem i moze przebiega¢ w
kilku mechanizmach:

1. Waskulogeneza — proces zachodzgcy we wczesnych fazach rozwoju

czlowieka (embriogeneza). Naczynia krwionosne wytwarzane sg z
hemangioblastow, czyli komdérek macierzystych srédbtonka, ktore powstajg

w woreczku zéttkowym zarodka.
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2. Arteriogeneza — proces przeksztatcania istniejgcych wczesniej tetniczek
kolateranych w dojrzate naczynia, poprzez pogrubienie warstwy miesniowej.
Arteriogeneza moze odgrywac istotng role w narzgdach niedotlenionych z
powodu procesu miazdzycowego ograniczajgcego przeptyw krwi przez
naczynia.

3. Angiogeneza — proces, ktéry wymaga obecnosci istniejgcej juz sieci naczyn
krwionosnych i zachodzi na drodze tzw. pgczkowania naczyn wiosowatych

pod wptywem roznych czynnikow pobudzajgcych oraz hamujgcych.

Etapy procesu angiogenezy przedstawiono na rycinie 1. Angiogeneza jest
procesem kilkuetapowym i zazwyczaj rozpoczyna sie od pobudzenia komorek
srodbtonka na skutek zwiotczenia sciany naczynia krwionosnego (proces mediowany
przez tlenek azotu) (A). Pod wptywem interakcji biatek pobudzajgcych i hamujgcych,
elementow macierzy zewnatrzkomorkowej oraz innych komorek, zmniejsza sie
przyleganie komorek srédbtonka i rozpoczyna sie destabilizacja sciany naczynia (B),
a nastepnie degradacja Sciany naczynia przez metaloproteinazy (C). W kolejnych
etapach dochodzi do migracji komorek srodbtonka i ich proliferacji (D). Réwnoczesnie
powstaje nowa btona podstawna naczyn, umacniana poprzez wbudowywanie
perycytow, czyli komorek przydanki. Komorki srodbtonka tgczg sie ze sobg oraz btong
podstawng poprzez czgsteczki adhezyjne. Powoduje to stabilizacje Sciany
nowopowstajgcego naczynia. Czynniki pobudzajgce angiogeneze powodujg
proliferacje komorek srdédbtonka. W kolejnych fazach dochodzi do rozdzielania i
tworzenia pgczkéw naczyniowych (E) i dojrzewania nowych naczyn krwionosnych [62,
63].
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Rycina 1: Etapy procesu angiogenezy

ﬁ % Metaloproteinazy
Stabilne naczynie

Destabilizacja $ciany naczynia

Degradaqa $ciany naczynia

- m——
Migracja / proliferacja

E D

Morfogeneza

W przypadku nowotworu, tworzenie nowych naczyn przebiega inaczej niz w
warunkach fizjologicznych. Sie¢ nowo powstatych naczyn ma zazwyczaj charakter
chaotyczny, charakterystyczne sg takze: zwiekszona przepuszczalnos¢ scian naczyn
oraz zaburzenia przeptywu krwi [63]. W angiogenezie nowotworowej istotng role
odgrywa proces tzw. ,przetgcznika angiogennego” (z ang. angiogenic switch). Polega
on na zaburzeniu réwnowagi pomiedzy czynnikami stymulujgcymi a hamujgcymi
angiogeneze. Dochodzi do zmniejszenia wytwarzania czynnikdw hamujgcych, a tym
samym przewagi czynnikdéw pobudzajgcych angiogeneze. Zjawisko to moze zachodzié¢
na kazdym etapie rozwoju nowotworu, ale jest uzaleznione od rodzaju nowotworu i
jego interakcji z mikrosrodowiskiem [64]. Wtasna sie¢ naczyn krwionosnych jest
istotnym elementem przetrwania i rozwoju guzéw nowotworowych. Posredniczg takze

w procesie rozsiewu nowotworu i chronig nowotwér przed uktadem odpornosciowym.
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1.9. Czynniki stymulujgce i hamujace angiogeneze

Utrzymywanie réwnowagi pomiedzy czynnikami stymulujgcymi a hamujgcymi
proces angiogenezy ma istotne znaczenie dla zapewnienia prawidtowego
funkcjonowania organizmu i zapobiegania niepotrzebnemu tworzeniu naczyn.
Czynniki wptywajgce na angiogeneze mogg dziata¢ w sposdb endokrynny (poprzez
krwioobieg), parakrynny (z przylegtych komoérek) lub autokrynny (z komorek
Srodbtonka) a punktem docelowym sg dla nich komérki srodbtonka naczyniowego.
Czynniki proagniogenne mogg by¢ wytwarzane zaréwno przez komorki organizmu jak
i komorki nowotworowe [62].

W tabeli 7 przedstawiono podziat czynnikbw proangiogennych oraz
antyangiogennych w zaleznosci od etapow angiogenezy, na ktoérych obserwuje sie ich
dziatanie [66].

Tabela 7: Czynniki stymulujgce i hamujgce angiogeneze w zaleznosci od etapu angiogenezy [66]

Etapy procesu angiogenezy Czynniki Czynniki
proangiogenne antyangiogenne
Degradacja btony podstawnej uPA, TPA, MMPs PAI, TIMPs
Migracja komoérek srédbtonka VEGF (A, B, C, D) angiostatyna
trombospondyna
Proliferacja komoérek srédbtonka PDGF, PDECGF, FGF | endostatyna,
prolaktyna
Kanalizacja naczynia angiopoetyna 1, TGF-a | interferony,
angiopoetyna 2
Stabilizacja nowo powstatego EGF
naczynia angiogenina

uPa (urokinase plasminogen activator) — urokinazowy aktywator plazminogenu; tPA (tissue plasminogen activator)
— tkankowy aktywator plazminogenu; MMPs (metallproteinases) — metaloproteinazy; TiMPs (tissue inhibitors of
metalloproteinases) — tkankowe inhibitory metaloproteinaz; TGF (tumor growth factor) — czynnik wzrostu
nowotworu; VEGF (vascular endothelial growth factor) — naczyniowy $rodbtonkowy czynnik wzrostu; PDGF
(platelet-derived growth factor) — czynnik wzrostu pochodzenia ptytkowego; PDECGF (platelet-derived endothelial
cell growth factor) — czynnik wzrostu pochodzenia ptytkowego komodrek srédbtonka; FGF (fibroblast growth factor)

— fibroblastyczny czynnik wzrostu, EGF (endothelial growth factor) — nabtonkowy czynnik wzrostu
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Zestawienie czynnikdw proangiogennych i antyangiogennych pod wzgledem

budowy oraz funkcji w organizmie przedstawiono z kolei w tabeli 8 [63].

Tabela 8: Rodzaje czynnikow stymulujgcych i hamujacych angiogeneze

Rodzaj

Czynniki proangiogenne

Czynniki antyangiogenne

Czynniki wzrostu

Angiogeniny, Angiotropiny,
VEGF, GCSF, HGF, PDGF,
TNF-a, TGF aiB, FGF aib

Inhibitory proteaz

TIMP-1, TIMP-2, PAI-1

angiopoetyna-1
angiostatyna |l
endotelina

tlenek azotu
prostaglandyna E1 i E2
tromopoetyna
urokinaza

ceruloplazmina

Proteazy uPA
Onkogeny c-myc, ras, c-src, c-jun
Cytokiny IL-1 IL-10
IL-6 IL-12
IL-8
Pierwiastki sladowe miedz cynk
Inne erytopoetyna angiopoetyna-2

angiotensyna
angiostatyna
endostatyna
interferony q, B3, v,
czynnik ptytkowy-4
prolaktyna
trombospondyna 1i 2
troponina-1
somatostatyna
witamina A
retinoidy

laminina

VEGF (vascular endothelial growth factor) — naczyniowy $roédbtonkowy czynnik wzrostu, GCSF (granulocyte
colony stimulating factor) - czynnik stymulujgcy wzrost kolonii granulocytarnych, HGF (hepatocyte growth factor)
czynnik wzrostowy hepatocytéw, PDGF (platelet-derived growth factor) — czynnik wzrostu pochodzenia
ptytkowego, TNF-a (tumor necrosis factor a) czynnik martwicy nowotworéw, TGF a i B (transforming growth factor)
transformujgcy czynnik wzrostu, a i b FGF (fibroblast growth factor) czynnik wzrostowy fibroblastéw, TIMP 1 i 2
(tissue inhibitors of metalloproteinases) — tkankowe inhibitory metaloproteinaz, PAI-1 (plasminogen activator
inhibitor-1) - inhibitor aktywatora plazminogenu-1, uPa (urokinase plasminogen activator) — urokinazowy aktywator

plazminogenu, IL (interleukin) — interleukiny
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1.10. Znaczenie angiogenezy w szpiczaku plazmocytowym

Na zjawisko angiogenezy w szpiczaku plazmocytowym po raz pierwszy
zwrocono uwage w badaniu przeprowadzonym przez Vacca i wsp. Wykazano
zwiekszong aktywnosc in vitro nowotworowych komorek plazmatycznych pobranych
od pacjentéw ze szpiczakiem plazmocytowym pod wzgledem produkcji czynnikdw
proangiogennych w porownaniu do komorek plazmatycznych pobranych od chorych z
MGUS oraz szpiczakiem tlgcym [67].

W przypadku szpiczaka plazmocytowego wykazano istnienie scistego zwigzku
pomiedzy komodrkg nowotworowg a podscieliskiem szpiku kostnego. Kontakt
patologicznego plazmocyta z komorkami podScieliska, fibroblastami, ale takze
komorkami tucznymi, makrofagami oraz limfocytami T prowadzi do zwiekszonego
wydzielania cytokin prozapalnych oraz czynnikbw proangiogennych, takich jak:
czynnik wzrostu dla $rédbtonka naczyn (VEGF), czynnik wzrostu dla hepatocytow
(HGF), czynnik martwicy nowotworu alfa (TNFa), zasadowy czynnik wzrostu
fibroblastow (bFGF), osteopontyna (OPN), metaloproteinazy, angiopoetyna-1 (Ang-1),
interleukiny 6 i 8 (IL-6 i IL-8), czynnik pochodzenia zrebowego-1 (SDF-1, ang.
stromal derived factor-1, CXCL1) [61, 62]. Czynniki regulujgce proces angiogenezy

w przypadku szpiczaka plazmocytowego przedstawiono na rycinie 2.
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Rycina 2: Czynniki regulujgce proces angiogenezy

Komoérki nowotworowe
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Komorki endotelialne

VEGFR - receptor dla naczyniowego czynnika wzrostu; PDGF — czynnik wzrostu pochodzenia ptytkowego; FGF —
czynnik wzrostu dla fibroblastow; EGFR — receptor dla naskérkowego czynnika wzrostu; HER —receptor dla
ludzkiego naskdérkowego czynnika wzrostu; IGF-1 — insulinopodobny czynnik wzrostu 1; Ang-1 — angiopoetyna 1;
EGF — naskorkowy czynnik wzrostu; G-CSF — czynnik wzrostu dla granuloctéw; GM-CSF — czynnik stymulujgcy

tworzenie kolonii granulocytéw i makrofagéw,PE — endostatyna w surowicy
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Komorki szpiczakowe mogg same wytwarzac czynniki proangiogenne, ale takze
stymulowac inne komorki mikrosrodowiska szpiku kostnego do ich produkcji. Istotng
role w tym procesie odgrywajg zwlaszcza makrofagi. Wykazano, ze u chorych z
szpiczakiem plazmocytowym, odnotowuje sie wiekszy odsetek makrofagéw CD68+ niz
w przypadku szpiczaka tlgcego lub MGUS [69]. Makrofagi mogg chroni¢ komorki
szpiczakowe zaréwno przed spontaniczng jak i indukowang chemioterapig apoptozg
[71]. Dodatkowo, poddane dziataniu czynnikéw proangiogennych (VEGF i FGF-2),
makrofagi mogg réznicowa¢ sie do komoérek posiadajgcych cechy komodrek
Srodbfonka, a wiec wspodtuczestniczy¢ w procesach angiogenezy [70].

W tabeli 9 przedstawiono zestawienie gtownych rodzajow czynnikow
angiogennych, wraz ze zrédtem pochodzenia oraz dziataniem u chorych na szpiczaka

plazmocytowego [72].

Tabela 9: Czynniki angiogenne i ich rola w szpiczaku plazmocytowym

Czynnik Zrédto Receptory Dziatanie w obserwacjach
angiogenny doswiadczalnych
VEGF (nhaczyniowy | Komorki VEGFR-2 na Zwiekszona ekspresja w
srédbtonkowy szpiczakowe | komérkach aktywnym szpiczaku
czynnik wzrostu) (MMPcs) srédbtonka Proliferacja, wzrost i
Komorki naczyniowego (ECs) | chemotaksja MMECs i
Srodbtonka VEGFR-1 na BMSCs
naczyniowego | komoérkach Sekrecja IL-6 | VEGF przez
(MMECSs) podscieliska szpiku | BMSCs
kostnego (BMSCs) Ekspresja koreluje z MVD w
VEGFR-3 na szpiku
komérkach
szpiczakowych
(MMPCs)
MMPCs FGF-2R-2 receptor | Zwiekszona ekspresja w
FGF-2 aktywnym szpiczaku
(fibroblastyczny Proliferacja, wzrost i
czynnik wzrostu) chemotaksja MMECs i
BMSCs
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Czynnik Zrédto Receptory Dziatanie w obserwacjach

angiogenny doswiadczalnych
Sekrecja IL-6 | VEGF przez
BMSCs
Ekspresja koreluje z MVD w
szpiku

HGF (czynnik | MMPCs c-Met Zwiekszona ekspresja w

wzrostowy aktywnym szpiczaku

hepatocytow)

Ang-1 MMPCs Tie=2/Tek Zwiekszona ekspresja w

(angiopoetyna 1) aktywnym szpiczaku.
Ekspresja koreluje z
gestoscig mikronaczyn w
szpiku. Wzmachia
nowopowstate naczynia
przez zwigkszanie interakcji
pomiedzy komérkami
srodbtonka i komdrkami
okotosrodbtonkowymi

Ang-2 MMPCs Tie-2/Tek Dziatanie angiogenne w

(angiopoetyna 2) obecnosci VEGF

IGF-1 MMPCs, IGF-1R Stymuluje MMPCs do

(insulinopodobny BMSCs sekrecji VEGF

czynnik wzrostu 1) | MMECs Zwiekszona ekspresja w
aktywnym szpiczaku
Wzmacnia proliferacje,
wzrost i chemotaksje
MMECs, BMSCs

IL-8 (inteleukina 8) | BMCs, IL-8R Zwiekszona ekspresja w

MMECs aktywnym szpiczaku
OPN MMPCs, CD44 Korelacja z gesto$cig
(osteopontyna) BMSCs mikronaczyn w szpiku
MMECs

43




Czynnik Zrédto Receptory Dziatanie w obserwacjach

angiogenny doswiadczalnych

MMP-2/9 MMPCs, Izoformy kolagenu Zwigkszona ekspresja w

(metaloproteinazy | BMSCs aktywnym szpiczaku

2i9) MMECs

PDGF-BB (czynnik | MMPCs PDGFRf Aktywuje komorki miesni

wzrostu gtadkich w tworzeniu

pochodzenia nowopowstatego naczynia

pltytkowego BB)

ADM MMPCs ADMR W warunkach in vitro

(adrenomodullina) indukuje angiogeneze

TNF-a (czynnik | MMPCs, TNF-aR Stymuluje sekrecje IL-6,

martwicy BMSCs ekpresje czgsteczek

nowotworow) MMECs adhezyjnych i resporcje kosci

CXCLS8/IL8 MMECs CXCR2 Dziatanie parakrynne

(chemokiny 8/1L8) pomiedzy MMECs i
MMPCscelem zwigkszenia
proliferacji i chemotaksji
MMPCs

CXCL11/I-TAC MMECs CXCR3 Dziatanie parakrynne

(chemokiny  11/I- pomiedzy MMECs i MMPCs

TAC) celem zwiekszenia
proliferacji i chemotaksji
MMPCs

CXCL12/SDF-1a MMECs CXCR4 Dziatanie parakrynne

(chemokina pomiedzy MMECs i MMPCs

12/zrebowy czynnik celem zwiekszenia

wzrostu) proliferacji i chemotaksji
MMPCs

TGF-B1 MMPCs TGF-B1R Stabilizuje nowopowstate

BMSCs naczynia
MMECs
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1.10.1. Naczyniowy srédbtonkowy czynnik wzrostu (VEGF)

Naczyniowy $rodbtonkowy czynnik wzrostu VEGF (z ang. vascular growth
factor) stanowi rodzine biatek, ktére odgrywajg kluczowg role w procesie tworzenia
naczyn krwionosnych [73]. VEGF zostat odkryty w 1983 roku — wyjsciowo okreslany
jako VPF — czynnik przepuszczalnosci naczyh (VPF — z ang. vascular permeability
factor). Wytwarzanie VEGF jest stymulowane przez niedobdr tlenu w réznych
rodzajach komorek. W procesie tym znaczenie ma czynnik indukowany hipoksjg HIF
(z ang. hypoxia-inducible factor), ktory dziata, jako czynnik transkrypcyjny prowadzac
do nasilenia produkcji i uwalniania VEGF [74]. VEGF stanowi w istocie rodzine biatek:
VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, VEGF-E, VEGF-F oraz PIGF (tozyskowy
czynnik wzrostu). Z kolei VEGF-A wystepuje w postaci pieciu izoform (VEGF 121, 145,
165, 181, 206). Biatka z rodziny VEGF taczg sie ze swoimi specyficznymi receptorami,
ktore umiejscowione sg na komoérkach srédbtonka. Receptory VEGF sg ztozone z
domeny zewnagtrzkomérkowej (siedem domen immunoglobulinopodobnych),
pojedynczego przezbtonowego odcinka i wewnatrzkomérkowej rozszczepionej
domeny — kinazy tyrozynowej. Pobudzenie receptora aktywuje proces proliferacji,
wzrostu i migracji komorek srédbtonka oraz ich orientacje przestrzenng w nowych
naczyniach krwionosnych. Do receptorow dla czynnikéw VEGF nalezg: VEGFR-1,
VEGFR-2, VEGFR-3. Dodatkowo neurolipina-1 i neurolipina-2 powodujg zwiekszenie
powinowactwa biatek VEGF do ich receptorow. Wykazano, ze zwiekszona produkcja
VEGF towarzyszy wielu guzom litym (min. rakowi piersi, nerek, zotgdka, pecherza
moczowego, trzonu i szyjki macicy oraz glejakowi wielopostaciowym). VEGF stanowi
jeden z celéw badan nad nowymi terapiami antynowotworowymi [63].

Do najwazniejszych mechanizmow, ktére pobudzajg wytwarzanie VEGF przez
komorki  nowotworowe nalezg: niedotlenienie, dziatanie innych czynnikow
proangiogennych (PDGF, TGFa i TGF, bFGF) oraz mutacje onkogendw (np. p53). W
warunkach doswiadczalnych, w hodowlach tkankowych, wykazano zwiekszenie
ekspresji VEGF nawet 50-krotnie w atmosferze, ktora zawierata 0-3% tlenu w stosunku
do hodowli w atmosferze zawierajgcej 21% tlenu [75].

Komorki szpiczakowe posiadajg zdolnos¢ wydzielania VEGF. Oprécz aktywaci
procesOw zwigzanych z angiogenezg, VEGF powoduje takze stymulacje sekrecji IL6

oraz VEGF przez komorki podscieliska szpiku kostnego zapoczatkowujgc petle
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wydzielania parakrynnego [76]. Swiadczy o tym obecnos$é receptoréw VEGFR-1 na
komérkach szpiczakowych, ktorych aktywacja powoduje proliferacje komorek
szpiczakowych na drodze sygnatowej MEK-1/ERK [77]. W badaniu Wrébel i wsp.
(2003) wykazano zwiekszenie ekspresji VEGF w szpiku kostnym u pacjentéw z

aktywnym szpiczakiem plazmocytowym [78].

1.10.2. Zasadowy czynnik wzrostu dla fibroblastéw (bFGF)

Zasadowy czynnik wzrostu dla fibroblastow (bFGF, FGFB, FGF-2) nalezy do
biatek proangiogennych, ktére stymulujg proliferacje, migracje, mobilizacje i przezycie
komoérek srodbtonka w procesie tworzenia nowych naczyn. Cytokina bFGF powoduje
takze zwiekszenie aktywnosci kolagenaz, dzieki czemu utatwia migracje komorek
Srodbtonka poprzez destrukcje btony podstawnej naczyh. Stymuluje wytwarzanie
kolagenu, fibronektyny, a takze proteoglikanéw, dzieki czemu wptywa na utrzymanie
wiasciwej budowy nowopowstajgcego naczynia [79].

W szeregu przeprowadzonych badan odnotowano zwiekszone stezenie bFGF
zarowno w szpiku kostnym jak i surowicy krwi u chorych na szpiczaka plazmocytowego
[80, 81]. W badaniu Sezer i wsp. wykazano, ze stezenie bFGF jest zwiekszone u
chorych na szpiczaka plazmocytowego i ulega obnizeniu w przypadku skutecznej
terapii [82]. Cytokina FGF-2 zwieksza sekrecje IL-6, ktéra w sposob parakrynny
zwieksza wydzielanie FGF-2 przez komérki szpiczakowe, wptywajgc tym samym nie
tylko na proces tworzenia nowych naczyn, ale takze wzrost i przezycie komorek
szpiczakowych [83]. W badaniu Wroébel i wsp. (2017), u chorych na szpiczaka
plazmocytowego wykonywano genotypowanie alleli VEGF i bFGF za pomocg techniki
PCR-RFLP. Rezultaty badania wskazujg na istnienie zwigzku polimorfizmu genu bFGF
z przebiegiem Klinicznym szpiczaka plazmocytowego (ryzyko progresji choroby oraz

odpowiedz na leczenie chemioterapeutyczne) [84].

1.10.3. Endoglina (CD105)

Endoglina (CD105) jest glikoproteing, wystepujgca na komoérkach srédbtonka

naczyn krwionosnych, ktére sg w aktywnej fazie proliferacji i towarzyszy receptorowi
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TGF-B. Posiada zdolnos¢ wigzania TGF-p1, TGFB3, aktywiny A, BMP-2 i BMP-7,
biorgc udziat w procesie angiogenezy, zarowno w warunkach fizjologicznych jak i
patologicznych — przede wszystkim kontroli proliferacji komorek srodbtonka, ale takze
ich migracji. W nowotworach litych, endoglina moze by¢ obecna zaréwno w
naczyniach zlokalizowanych w obrebie guzéw nowotworowych jak i naczyniach
obocznych [85].

Wyniki przeprowadzonych badahn wykazaly, Zze stezenie rozpuszczalnej
endogliny (sCD105) w osoczu u pacjentéw chorych na nowotwory ma zwigzek ze
stopniem zaawansowania choroby, skutecznoscig zastosowanego leczenia, ale takze
ryzykiem progresji [86]. Jest udowodnionym czynnikiem predykcyjnym powstawania
przerzutow w nowotworach piersi lub odbytnicy [87].

U chorych na szpiczaka plazmocytowego odnotowano zwiekszone stezenia
rozpuszczalnej endogliny w osoczu, korelujgce z ISS, ktére mogg ulegac obnizeniu w
przypadku skutecznego leczenia [88]. W badaniu Tsirakis i wsp. poréwnywano srednie
stezenia sCD105 w grupie chorych na szpiczaka plazmocytowego, MGUS z grupg
kontrolng oséb zdrowych. Stezenia sCD105 byly istotnie wyzsze w grupie chorych, ze
zréznicowaniem w zakresie stopnia zaawansowania choroby. Odnotowano takze
korelacje z Ki-67, MVD i IL-6 [89]. Obserwacje te mogg wskazywac na role endogliny

Z procesie angiogenezy zwigzanym z progresjg choroby.

1.10.4. FLT-3 ligand

FLT-3 ligand jest biatkiem zwigzanych z procesem hematopoezy. Aktywacja
receptora FLT-3 zwigzanego z kinazg tyrozynowg klasy Ill powoduje uruchomienie
procesow zwigzanych ze wzrostem, réznicowaniem komorek macierzystych i
progenitorowych krwiotworzenia, co zaobserwowano zaréwno w warunkach in vivo jak
i invitro. FLT-3 ligand wchodzi w interakcje z innymi cytokinami jak np. interleukina 7
(IL-7) oraz czynnikiem komoérek macierzystych (SCF) [90]. Uwaza sie takze, ze
cytokina ta odgrywa istotng role we wczesnym rozwoju limfocytéw B oraz komorek
dendrytycznych. Wyniki badan sugerujg, ze FLT3 ligand moze by¢ markerem
progresywnej postaci chtoniaka Hodgkina, ale takze szpiczaka plazmocytowego [91].

Istotnym zrédtem FLT-3 ligand w szpiku kostnym mogg by¢ komorki srédbtonka

naczyn umiejscowionych w szpiku kostnym, stymulowane przez czynniki takie jak:
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interferon-a, MIP1-a (makrofagalne biatko zapalne-1 alfa - z ang. macrophage
inflammatory protein 1 alfa), oraz TGF-3 [92].

W badaniu Kokonozaki i wsp. po raz pierwszy odnotowano zwiekszone stezenie
rozpuszczalnej formy FLT-3 ligand u chorych na szpiczaka plazmocytowego [91]. W
badaniu Steiner i wsp. stwierdzono zalezno$¢ pomiedzy wysokimi stezeniami FLT3-L
w szpiku kostnym i krwi obwodowej u chorych na szpiczaka plazmocytowego a
nawrotowg i oporng postacig choroby [93]. Wydaje sie, ze cytokina ta moze stanowi¢

przydatny marker diagnostyczny i terapeutyczny.

1.11. Zastosowanie leczenia antyangiogennego w szpiczaku

plazmocytowym

Aktualne podejscie w leczeniu onkologicznym, poza konwencjonalng
chemioterapig zmierza ku terapii  zindywidualizowanej. Celem terapii
przeciwnowotworowej staje sie nie tylko sam nowotwdr, ale takze jego
mikrosrodowisko. Proces angiogenezy wydaje sie istotnym czynnikiem zaréwno dla
wzrostu jak i przezycia nowotworu. Niektore leki stosowane w terapii szpiczaka
plazmocytowego wykazujg dziatanie antyangiogenne i mogg by¢ stosowane zaréwno
w monoterapii lub stanowi¢ element ztozonego schematu leczenia [65].

Pierwszym lekiem o potencjalnym dziataniu antyangiogennym w leczeniu
szpiczaka plazmocytowego byt talidomid. Poczatkowo stosowany w monoterapii,
wykazat skutecznos$¢ u chorych na opornego szpiczaka plazmocytowego — czesciowg
odpowiedz na leczenie uzyskato prawie 1/3 pacjentow, a 14% chorych uzyskato
catkowitg remisje [94]. Mechanizm efektu antyangiogennego talidomidu nie zostat do
kohca poznany. Zaobserwowano, ze talidomid moze wykazywac istotne dziatanie
immunomodulujgce poprzez zmniejszenie syntezy TNF-a, oraz wewnagtrzkomaorkowej
czgsteczek adhezyjnych ICAM-1 i VCAM, co wptywa na interakcje pomiedzy
komérkami podscieliska szpiku a komérkami szpiczakowymi [95]. W badaniu Gupta i
wsp. odnotowano istotne zmniejszenie ekspres;ji biatek proangiogennych (VEGF oraz
interleukiny 6) u chorych na szpiczaka plazmocytowego w wyniku zastosowania
talidomidu oraz nowszego leku immunomodulujgcego — lenalidomidu [96]. W badaniu

Lu i wsp., ktére przeprowadzono w warunkach in vitro, wykazano, ze lenalidomid
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hamuje tworzenie mikronaczyn w sposoéb zalezny od dawki [97]. Pomalidomid, ktory
jest jeszcze nowszg czgsteczkg nalezgcg do grupy lekédw immunomodulujgcych,
hamuje proces angiogenezy poprzez zmniejszenie migracji i adhezji komodrek
srodbtonka naczyniowego oraz zmniejszenie stezenia VEGF i HIF-1 [98].

Bortezomib jest lekiem nalezgcym do grupy inhibitorbw proteosomu i
selektywnym inhibitorem czynnika jadrowego (NF-kf3), blokujac w sposob specyficzny
podjednostke 3 proteosomu 26S. Dziatanie przeciwnowotworowe bortezomibu moze
by¢ takze zwigzane z hamowaniem angiogenezy. W badaniu Roccaro i wsp. w modelu
doswiadczalnym zaobserwowano zalezne od dawki bortezomibu hamowanie
wytwarzania VEGF, 1I-6, IGF-1 oraz angiopoetyny 1 i 2 [99]. Podobne dziatanie
antyangiogenne przypisuje sie dla karfilzomibu, inhibitora proteosomu Il generaciji.

Z uwagi na udowodniong role, jakg cytokiny z rodziny VEGF odgrywajg w
rozwoju i progresji wielu nowotworoéw, w tym szpiczaka plazmocytowego, istnieje juz
kilka zarejestrowanych lekéw anty-VEGF, inne pozostajg w fazie badan klinicznych. W
badaniu White i wsp. chorym na opornego i nawrotowego szpiczaka plazmocytowego
podawano bewacyzumab, przeciwciato monoklonalne, ktére wigze sie z VEGF,
hamujagc jego wigzanie z receptorami Flt-1 (VEGFR-1) i KDR (VEGFR-2) na
powierzchni komorek srodbtonka. Niestety nie odnotowano istotnej roznicy dotyczacej
PFS u chorych leczonych bortezomibem i bewacyzumabem w poréwnaniu z chorymi
leczonymi bortezomibem w monoterapii [100]. Podobne obserwacje dotyczyty badan
z innymi lekami anty-VEGF jak semaxanib (SU5416) — inhibitor kinazy tyrozynowej
VEGFR-2, c-Kit oraz FLT3, pazopanib — inhibitor kinaz tyrozynowych o aktywnosci
skierowanej przeciw receptorom (VEGFR1, VEGFR2, VEGFR3), ptytkopochodnego
czynnika wzrostu (PDGFR-a i B), czynnika wzrostu fibroblastéw (FGFR) i receptora
czynnika komorek macierzystych (c-KIT) [101, 102].

MikroRNA (miRNA) to grupa matych, niekodujgcych RNA, ktére w postaci
dojrzatej regulujg ekspresje gendw na poziomie potranskrypcyjnym. Wykazano, ze
niektore miRNA mogg by¢ zaangazowane w proces angiogenezy nowotworowej. W
badaniu Roccaro i wp. wykazano, ze u chorych na opornego i nawrotowego szpiczaka
plazmocytowego dochodzi do niedoboru miRNA-15 i miRNA16, ktére w warunkach in
vitro wptywajg na proces formowania kapilar i proliferacie komorek srédbtonka
naczyniowego. W przypadku udanej transfekcji czgsteczek pre-miRNA-15 i pre-miR-

16 do komorek szpiczakowych, uzyskano istotne zahamowanie sekrecji VEGF [103].
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Kolejng czgsteczkg miRNA, ktérej niedobér mozna stwierdzi¢é w komorkach
szpiczaka plazmocytowego jest miR-199a-5p, ktorej bezposrednim celem jest HIF1-a.
Zwiekszenie ekspresji miR-199a-5p moze prowadzi¢ do zmniejszenia ekspresji HIF1-
a, a tym samym stezenia czynnkéw proangiogennych jak bFGF, VEGF-A i IL-6 w
nowotworowych plazmocytach w warunkach in vitro [104].

1.12. Metody oceny angiogenezy

Metody oceny procesu angiogenezy mozemy podzieli¢c na bezposrednie oraz
posrednie. Metody bezposrednie opierajg sie na badaniu histopatologicznym
fragmentu wybranej tkanki, gdzie dokonuje sie oceny gestosci unaczynienia, natomiast
metody posrednie polegajg na pomiarze stezen lub ekspresji wybranych biatek

zwigzanych z angiogeneza.

1.12.1. Metody bezposredniej oceny angiogenezy

W metodzie bezposredniej, wyktadnikiem nasilenia stopnia angiogenezy jest
ocena gestosci mikronaczyn MVD (z ang. microvessel density). Tkanka nowotworowa
zawiera obszary cechujgce sie wysokg zawartoscig nowych, nieprawidtowych naczyn
krwionosnych, uktadajgcych sie w sposéb kiebkowy. Miejsca o wysokim unaczynieniu
sg nazywane ,hot spots”. Oprécz miejsc ,hot spots”, w tkance nowotworowej sg takze
obszary, ktére zawierajg niewielkg liczbe naczyn. Metoda oceny MVD po raz pierwszy
zostata opracowana przez Weidner’a i jest nadal stosowana z modyfikacjami.

Punktem wyjScia dla tej metody stanowi odpowiednie barwienie
immunohistochemiczne za pomocg przeciwciat skierowanych przeciwko markerom,
ktére sg specyficzne dla komoérek srédbtonka naczyniowego. Do markeréw tych
nalezg: antygen CD34, CD31 oraz czynnik von Willebrandta, rzadziej VE-kadhedryna,
CD105, typ IV kolagenu oraz avB3 integryna [105]. Czynnik von Willebrandta jest
glikoproteing, ktéra umiejscowiona jest na powierzchni komorek srédbtonka i bierze
udziat w ich adhezji. Antygen CD34 (sialomucyna) wystepuje w wyzszym stezeniu niz
czynnik von Willebrandta i reguluje proces migracji komoérek srodbtonka, pojawia sie

we wczesnym etapie tworzenia nowych naczyn, ich réznicowania oraz dojrzewania. Z
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kolei glikoproteina CD31 nalezy do czasteczek PECAM (ptytkowo-$rodbtonkowe
czgsteczki adhezji komoérkowej, (z ang. platelet endothelial cell adhesion molecule).
Antygen CD105 (endoglina) staje sie coraz bardziej przydatnym markerem dla oceny
MVD w tkance nowotworowej. W badaniu Moghaddam i wsp. oceniano znaczenie
endogliny, jako markera angiogenezy w glejaku moézgu. Gestos¢ naczyn oceniana z
wykorzystaniem endogliny byta istotnie wyzsza w tkance nowotworowej niz w
prawidtowej tkance moézgowej, podczas gdy nie odnotowano takiej zaleznosci przy
wykorzystaniu antygenu CD31 [106].

W metodzie MVD, oceniajgc preparaty odpowiednio zabarwionej
immunohistochemicznie tkanki pod mikroskopem przy matym powiekszeniu,
wyszukuje sie miejsca ,hot spots”. Nastepnie, uzywajgc duzego powiekszenia, oblicza
sie ilos¢ pojedynczych naczyn w danym obszarze. Zgodnie z metodg Weidnera, jako
naczynie definiuje sie zaréwno uformowane naczynie jak i pojedynczg komoérke
Srodbtonka. Zdaniem innych badaczy, naczyniem mozna nazwac jedynie strukture,
ktora posiada widoczne swiatto. W metodzie MVD, jako wynik przyjmuje sie srednig
liczbe naczyn/mm?2. Dokonuje sie oceny od 3 do 10 miejsc ,hot spots” [105].

Podczas gdy metoda MVD dostarcza informac;ji gtéwnie na temat oceny profilu
gestosci naczyn, metodg pozwalajgcg na ocene powierzchni lub objetosci zajmowanej
przez naczynie jest metoda Chalkley’a. Podobnie jak w przypadku MVD, naczynia
wybarwia sie immunohistochemicznie, a nastepnie do pomiaréw wykorzystuje tzw.
siatke kartograficzng Chalkley’a z zaznaczonymi 25 punktami, natozong na okular. Po
znalezieniu w preparacie miejsc ,hot spots” dokonuje wyboru trzech lub czterech
obszaréw, w ktérym najwieksza liczba punktow siatki naktada sie na naczynie
barwione immunohistochemicznie [107].

Wraz z postepem metod oceny histopatologicznej, istnieje mozliwosé
rejestrowania obrazow uzyskanych pod mikroskopem za pomocg kamery cyfrowe;j i
oceny za pomocg programu do analizy obrazu. Pozwala to na dokonanie
komputerowej analizy morfometrycznej i obliczenie nie tylko ilosci naczyn w polu
widzenia, ale takze powierzchni i objetosci [108, 109].

Catkowita powierzchnia mikronaczyn (TVA — z ang. total micorvascular area)
pozwala na okreSlenie powierzchni zajetej przez naczynia wiosowate w tkance
nowotworowej. Oblicza sie jg poprzez wykorzystanie odpowiedniego obiektywu

charakteryzujgcego sie znang srednicg widzenia w polach ,hot spots”.
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W 2016 roku, Marien i wsp. opublikowali prace dotyczgca alternatywnej metody
oceny mikronaczyn z wykorzystaniem WSI — obrazow cyfrowych catych preparatéw
mikroskopowych (z ang. whole-slide images). Metoda ta pozwala na analize
unaczynienia w catym preparacie, nie tylko w wybranych miejscach [110].

Metodg, ktéra dostarcza informacji dotyczgcych nie tylko cech histologicznych,
ale takze aktywnosci czynnikow, ktoére wplywajg na proces angiogenezy jest
oparcowany przez Mehta i wsp. indeks angiogeniczny (Al — z ang. agiogenesis index).
Wskaznik oblicza sie na podstawie systemu punktacji parametrow takich jak: ekspresja
trombospondyny-1, biatka p53 oraz liczby naczyh wilosowatych. Liczba uzyskanych
punktéw koreluje z rokowaniem, jako czynnik prognostyczny catkowitego przezycia
chorych [111].

1.12.2. Metody posredniej oceny angiogenezy

Metoda posrednia oceny angiogenezy obejmuje badanie aktywnosci cytokin
proangiogennych w osoczu, surowicy lub w moczu za pomocg ilosciowych testow
immunoenzymatycznych (ELISA, z ang. enzyme-linked immunosorbent assay) a takze
oceny ekspresji tych cytokin lub ich receptoréw w tkance nowotworowej za pomocg
metody Western blot oraz reakcji tancuchowej polimerazy qPCR [112]. Wyniki
przeprowadzonych badan wskazujg, ze dobrym i nieinwazyjnym wskaznikiem oceny
intensywnosci angiogenezy moze by¢ ocena liczby krgzgcych komoérek srodbtonka

(CECs - z ang. circulating endothelial cells) we krwi obwodowej [113].
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2. Zatozeniai cele pracy

Jak juz wspomniano na poczatku pracy, szpiczak plazmocytowy jest chorobg
heterogenng, cechujgcg sie trudnym do przewidzenia przebiegiem i rokowaniem.
Dlatego tez, wcigz trwajg badania nad okresleniem potencjalnych nowych czynnikéw
pozwalajgcych na doktadniejsze okreslenie stopnia zaawansowania oraz rokowania.
Dotychczas udowodniono, ze wiekszy stopien nasilenia angiogenezy w obrebie guza
nowotworowego moze korelowaC z zaawansowaniem, gorszym przebiegiem i
odpowiedzig na leczenie niektérych nowotwordw litych. Wiele prac wskazuje na to, ze
podobne obserwacje mogg dotyczy¢ takze nowotworéw hematologicznych, w tym
szpiczaka plazmocytowego. Stopien nasilenia angiogenezy mozna oceniaé¢ réoznymi
metodami, zaréwno histopatologicznymi jak i laboratoryjnymi, co rodzi pytanie, czy i
jaka metoda moze byC potencjalnie lepszym narzedziem, ktére bedzie mozna
wykorzystywaé w postepowaniu diagnostycznym i rokowniczym u pacjentéw chorych

na szpiczaka plazmocytowego.

W zwigzku z powyzszym, ustalono nastepujgce cele pracy:

1. Ocena korelacji stopnia nasilenia angiogenezy metodg MVD oraz stezenia
biatek proangiogennych (endoglina, VEGF A, VEGF B, FGF2, FLT3) z
wybranymi parametrami klinicznymi, histopatologicznymi i genetycznymi
okreslonymi w momencie diagnozy u chorych na szpiczaka plazmocytowego

2. Ocena korelacji stopnia nasilenia angiogenezy metodg MVD oraz stezenia
biatek proangiogennych (endoglina, VEGF A, VEGF B, FGF2, FLT3) wynikami
chemioterapii pierwszej linii u chorych na szpiczaka plazmocytowego.

3. Ocena wartosci prognostycznej stopnia nasilenia angiogenezy metodg MVD
oraz stezenia biatek proangiogennych (endoglina, VEGF A, VEGF B, FGF2,
FLT3) dla wynikbw wczesnych chemioterapii pierwszej linii u chorych na

szpiczaka plazmocytowego.
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3. Materiat i metody

3.1. Dane kliniczne

Badanie miato charakter jednoosrodkowy, prospektywny. Do badania wtgczono
53 chorych na nowo zdiagnozowanego szpiczaka plazmocytowego w Oddziale
Hematologicznym SPZOZ Zespole Szpitali Miejskich w Chorzowie w okresie od lipca
2016 roku do lipca 2018 roku. Pacjenci po przekazaniu im petnej informacji na temat

badania, wyrazili Swiadomg zgode na swoj udziat w projekcie.

Kryteria wigczenia do badania:
1. Wiek = 18 roku zycia

2. Potwierdzone rozpoznanie szpiczaka plazmocytowego (posta¢ wydzielajgca)
zgodnie z kryteriami IMWG
3. Podpisanie swiadomej i dobrowolnej zgody pacjenta na wziecie udziatu w

badaniu

Kryteria wylaczenia z badania:

1. Rozpoznanie postaci niewydzielajgcej szpiczaka plazmocytowego
2 Poprzedzajgca wigczenie do badania terapia onkologiczna

3. Czynna infekcja ostra lub przewlekta

4 Istotne obcigzenia kliniczne:

¢ Niewydolnos¢ serca w klasie czynnosciowe;j Il1-1V wg NYHA

¢ Objawowa choroba niedokrwienna serca

e Zawat miesnia sercowego w ciggu 6 miesiecy od wigczenia do
badania

e Istotna klinicznie arytmia

e Istotne kliniczne i oporne nadcisnienie tetnicze (NTO)

¢ Niekontrolowana cukrzyca definiowana, jako HbA1c>8 g/dl

e Istotna klinicznie astma oskrzelowa lub/i POCHP

5. Potwierdzona lub podejrzewana cigza i okres karmienia piersig
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Rozpoznanie szpiczaka plazmocytowego ustalano na podstawie kryteriow wg
IMWG z 2014 roku [15]. W ramach badan diagnostycznych u chorych przeprowadzano
szczegotowy wywiad lekarski, badanie fizykalne, wykonywano badania laboratoryjne
(morfologia krwi obwodowej z rozmazem, ALT, AST, bilirubina catkowita, bilirubina
posrednia, glukoza, kreatynina, kwas moczowy, LDH, sbéd, potas, chlorki, wapnh
catkowity, albumina, wolne tancuchy kappa, wolne tancuchy lambda, ratio
kappa/lambda, 1gG, IgM, IgA, B2 mikroglobulina, elektroforeza biatek surowicy oraz
moczu), biopsje aspiracyjng szpiku z rekojesci mostka lub talerza kosci biodrowej. U
chorych pobierano 2 ml szpiku (z biopsji aspiracyjnej, z pierwszej porcji) do sterylnej
proboéwki z heparyng litowg. Probdwki zabezpieczano a nastepnie wysytano do
Pracowni Cytogenetyki IHIT w Warszawie celem wykonania badania FISH pod katem
czynnikdw ztego rokowania: delecja genu TPS53, rearanzacje genu IGH — t(4;14),
t(14;16).

Dodatkowo pobierano szpik celem wykonania rozmazow i oceny mikroskopowe;j
nacieku komorkami plazmatycznymi (mielogram). U chorych wykonywano zdjecia
radiologiczne kos$c¢ca celem oceny obecnosci zmian osteolitycznych.

W pierwszym etapie badan majgcych na celu oznaczenie stezenia biatek
angiogennych, zabezpieczono od kazdego chorego 20 ml krwi zylnej pobranej z zyty
tokciowej do jatowych probdéwek typu Vacutainer (Becton Dickinson) zawierajgcych
antykoagulant (EDTA) i przekazano do lokalnego laboratorium szpitalnego. Probowki
nastepnie wirowano w laboratorium przez 10 minut z szybkoscig 1000 obrotéw/minute.
Osocze odpipetowywano do jatowych probéwek i przechowywano w temperaturze —
70 °C do czasu wykonania analizy.

U chorych wykonywano takze trepanobiopsje szpiku z kolca biodrowego tylnego
gornego. Materiat z trepanobiopsji byt przekazywany do Pracowni Histopatologii
Slagskiego Uniwersytetu Medycznego w Katowicach Ligocie. Ocene stezenia
endogliny, VEGFA, VEGFB, FGF2, FLT3 w surowicy krwi (metodg
immunoenzymatyczng ELISA) przeprowadzono w Centralnym Laboratorium Slgskich
Laboratoriow Analitycznych sp. zoo za pomocg zestawow firmy Cloud Clone corp.

Po ustaleniu rozpoznania szpiczaka plazmocytowego, chorzy otrzymywali
leczenie pierwszej linii zgodnie z obowigzujgcymi standardami, wedtug schematow

opartych na bortezomibie. Wczesng odpowiedz na leczenie pierwszej linii oceniano po
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zakonczeniu VI cykli leczenia, chyba, ze wcze$niej stwierdzano cechy progres;ji
choroby lub zgon chorego.
Ocene odpowiedzi szpiczaka mnogiego na leczenie przeprowadzono wedtug
ujednoliconych kryteriow przyjetych przez IMWG w 2006 roku oraz zaktualizowanych
w 2014.

Na przeprowadzenie badania uzyskano zgode Komisji Bioetycznej Slgskiego
Uniwersytetu Medycznego w Katowicach w dniu 10.05.2016 (Uchwata nr
KNW/0022/KB1/20/1/16).

3.2. Ocena histopatologiczna i ocena sredniej gestosci naczyn

Materiat tkankowy uzyskany za pomocg trepanobiopsji szpiku bezposrednio po
pobraniu umieszczano bezposrednio w utrwalaczu oxfordzkim (formaldehyd 40%,
kwas octowy lodowaty, NaCl, woda destylowana) przez 48-72 h. Nastepnie materiat
byt przekazywany do pracowni histopatologicznej, gdzie ptukano go przez 30 minut w
wodzie destylowanej. Po utrwaleniu, materiat z trepanobiopsji umieszczano w
roztworze buforowym Tris przez okoto 72 h. Nastepnie poddano go standardowej
obrobce tkankowej i zatapiano w parafinie. Bloczki parafinowe krojono na skrawki
grubosci 2-3 uym i nanoszono na szkietka podstawowe. Tkanke barwiono rutynowo
hematoksyling i eozyng (HE). Uzyskane preparaty poddano standardowej ocenie
histopatologicznej, jaka wykonuje sie w diagnostyce szpiczaka plazmocytowego.
Oceniono odsetkowy naciek komérkami plazmatycznymi oraz stopien widknienia
retikulinowego. Wykonano takze barwienie w kierunku obecnosci amyloidu.

Dla celow zwigzanych z oceng angiogenezy, wykorzystano panel barwien
immunohistochemicznych i histochemicznych za pomocg Dako Autostainer Link 48
zgodnie z zaleceniami producenta. We wszystkich analizowanych przypadkach do
wyznakowania naczyn wiosowatych przy obliczaniu gestosci mikronaczyn w
skrawkach (MVD) zastosowano mysie przeciwciata monoklonalne Anti-Human CD34,
class IlI, clone QBENnd10 and poliklonalne przeciwciata krélicze Ati-Human CD117,
clone A4502. Wszelkie procedury zwigzane z barwieniem (procedura wstepna majgca
celu cieplne odmaskowanie antygenu (HIER), procedura barwienia i interpretacja

wyniku) przeprowadzono za pomocg urzgdzenia Dako Omnis.
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Rycina 3: Obraz szpiku kostnego w preparacie trepanobioptatu z wybarwionymi naczyniami krwiono$nymi

Ve

50 um

Rycina 4: Obraz szpiku kostnego w preparacie trepanobioptatu z wybarwionymi naczyniami krwiono$nymi

Dla oznaczenia s$redniej gestosci naczyn w preparatach trepanobioptatu
wybierano miejsca o subiektywnie najwiekszej ilosci naczyn (,hot spots”) uzywajgc
powiekszenia x40 (HPF - high power fields), nastepnie x100, naczynia liczono przy
powiekszeniu x400 przy pomocy programu komputerowego firmy Olympus - Cell B

software w 10 polach widzenia, nastepnie wyliczano $rednig arytmetyczng oraz
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mediane. Pole widzenia miato wymiar 222,52 x 166,4 pym. Na rycinach 3 i 4
przedstawiono obraz mikroskopowy szpiku kostnego (powiekszenie 400x) z
uwidocznionymi wybarwionymi immunohistochemicznie mikronaczyniami

krwionosnymi.

3.3. Analiza osoczowych stezen biatek proangiogennych

W celu oznaczania osoczowych stezen: VEGF A, VEGF B, VEGF C, FGF2,
FLT-3 oraz endogliny wykorzystywano metode immunoenzymatyczng ELISA. W
badaniach zastosowano gotowe zestawy firmy Cloud Clone corp.

Wyjsciowo, analizowane osocze pacjenta byto inkubowane 2z ptytkami
reakcyjnymi optaszczanymi przeciwciatem monoklonalnym specyficznym dla
badanego czynnika. Biatka proangiogenne zawarte w osoczu (VEGF A, VEGF B,
VEGF C, FGF2, endoglina, FLT-3) byly specyficznie wigzane i unieruchamiane na
powierzchni, tworzac w ten sposob faze statg reakcji. Nastepnie po wyptukaniu
zbednych skfadnikow, do studzienki dodawano specyficzne przeciwciata sprzezone z
peroksydazg chrzanowg (specyficzne dla badanego sktadnika). W wyniku reakciji
otrzymywano kompleks immunologiczny o strukturze ,kanapkowej”. Kompleks
stanowito opftaszczone na ptytce przeciwciato monoklonalne | rzedu —badane biatko
proangiogenne — przeciwciato monklonalne Il rzedu, ktére byto znakowane enzymem.
Kolejnym etapem bylo usuniecie substancji niezwigzanych z kompleksem
immunologicznym. Woéwczas do uktadu reakcyjnego dodawano roztwor substratu dla
enzymu znacznikowego: tetrametylobenzydyne i rozcienczony kwas. Pomiaru
absorbancji dokonywano za pomocg czytnika do mikroptytek LEDETEC. Wartos¢
absorbancji odczytywano dla dtugosci fali A=450 nm stezenia badanego parametru w
oparciu o wielopunktowg krzywg kalibracyjng. Oznaczenia osoczowych stezen biatek
proangiogennych wyrazano w: VEGF A — pg/ml, VEGF B - pg/ml, VEGF C — ng/ml,
FGF2 — pg/ml, endoglina — ng/ml, FLT-3 — pg/ml.

Progi detekcji (LLD-Lower Limit of Detection) dla poszczegdinych biatek
proangiogennych byty nastepujgce:

e VEGFA7,9 pg/mi
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e VEGFBS5,5 pg/mi

e VEGF C 0,057 ng/ml

e endoglina 0,063 ng/ml
e FGF2 4,67 pg/ml

e FLT-312,2 pg/mi

3.4. Metody statystyczne

Zmienne jakosciowe przedstawiono, jako czestosci bezwzgledne wraz z
odsetkiem ich poszczegolnych kategorii. Do oceny zaleznosci pomiedzy zmiennymi
jakosciowymi wykorzystano test x2 badz doktadny test Fishera, gdy liczba obserwac;ji
w poszczegolnych kategoriach byta niewielka.

Rozktady zmiennych ilosciowych zgodne 2z rozktadem normalnym
scharakteryzowano poprzez srednig wraz z odchyleniem standardowym lub mediane
oraz dolny i gérny kwartyl w przypadku, gdy rozktad odbiegat od normalnego. Ocene
zgodnosci z rozkladem normalnym przeprowadzono w oparciu o test Shapiro-Wilka.
Do poréwnania zmiennych ilosciowych w dwoch podgrupach wykorzystano test t-
Studenta, gdy rozkfad byt zgodny z normalnym, w przeciwnym wypadku stosowano
test U Manna-Whitney’a. W przypadku podziatu na wiecej niz dwie grupy zmienne
iloSciowe o rozktadzie normalnym poréwnano przy uzyciu jednoczynnikowej analizy
wariancji (ANOVA), dodatkowo przeprowadzono test trendu liniowego, z kolei gdy
rozktad odbiegat od normalnego poréwnania oparto o test Kruskala-Wallisa, natomiast
trend liniowy oceniono z wykorzystaniem testu Jonckheere-Terpstra. Site zaleznosci
pomiedzy zmiennymi iloSciowymi obliczono przy uzyciu wspoétczynnika korelacji
Spearmana. Do oceny jakosci potencjalnych testéw diagnostycznych w predykciji
odpowiedzi na leczenie wykreslono krzywe ROC (ang. Receiver Operating
Characteristic), obliczono pole powierzchni pod krzywg (AUC - ang. area under curve)
wraz z 95% przedziatem ufnosci wyznaczonym w oparciu o metode DelLong [110].
Optymalny punkt odciecia dla krzywej ROC wyznaczono na podstawie wskaznika
Youdena.
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Poziom statystycznej znamiennoséci ustalono jako a = 0,05. Analizy
statystyczne wykonano przy pomocy pakietu statystycznego SAS, wersja 9.4 (SAS
Institute Inc., Cary, NC).

3.5. Metody oceny cytogenetycznej

W badaniu przeprowadzano ocene cytogenetyczng za pomocg metody
fluorescencyjnej hybrydyzaciji in situ (FISH, z ang. fluorescence in situ hybridization).
Panel badania FISH wykonanego w Pracowni Cytogenetyki IHIT w Warszawie
obejmowat nastepujgce aberracje:
1. Rearanzacje genu IGH (14q32)
2. translokacje t(4;14) powodujgcg fuzje genowg IgH/FGFR3 switch region
translocation — t(4;14)(p16;932)
3. translokacje t(14;16) powodujgcg fuzje genowg IgH/c-MAF- t(14;16)(932;923)
4. ocene liczby kopii genéw TP53 i ATM (delecja genu TP53, hypo-,
hyperdiploidia)

Materiatem badanym byty izolowane komorki plazmatyczne CD138+ z hodowli

bezposredniej szpiku kostnego.
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4. Wyniki

4.1. Analiza badanej grupy

Mediana wieku chorych wynosita 67 lat (31-83). Ws$rdd chorych byto 25 kobiet
i 28 mezczyzn.

U chorych okreslono stopien zaawansowania choroby uzywajac klasyfikacji R-
ISS, ISS oraz Salmon - Durie. U 47 pacjentow okreslono stopien zaawansowania
choroby w klasyfikacji R-ISS, u 38 chorych R-ISS wynosit 1 lub 2 (80,85%), u 9 chorych
wynosit 3 (19,15%). Szczegotowy podziat pacjentow w zaleznosci od stopnia

zaawansowania wg R-ISS, przedstawiono na rycinie 5.
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Rycina 5: Podziat grupy chorych w zalezno$ci od klasyfikacji R-1SS

U 52 pacjentéw okreslono stopien zaawansowania choroby w klasyfikacji ISS,
u 24 chorych ISS wynosit 1 lub 2 (46,15%) u 28 chorych wynosit 3 (53,85%).
Szczegdtowy podziat pacjentdw w zaleznosci od stopnia zaawansowania wg ISS,

przedstawiono na rycinie 6.
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Rycina 6: Podziat grupy chorych w zaleznosci od klasyfikacji ISS

U 52 pacjentéw okreslono stopien zaawansowania choroby w klasyfikaciji
Salmon Durie, u 10 chorych ISS wynosit 1 lub 2 (19,23%) u 42 chorych wynosit 3
(80,77%). Szczegdtowy podziat pacjentéw w zaleznosci od stopnia zaawansowania

wg Salmon Durie przedstawiono na rycinie 7.
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Rycina 7: Podziat grupy chorych w zaleznosci od klasyfikacji Salmon Durie

Charakterystyke chorych pod wzgledem rodzaju biatka monoklonalnego w

momencie rozpoznania choroby przedstawiono w tabeli 10.
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Tabela 10: Rodzaje biatka monoklonalnego (diagnoza)

Rodzaj immunoglobuliny Liczebnos¢ Odsetek chorych (%)
chorych
IgA kappa 6 11,32
IgA lambda 3 5,66
IgG 1 1,89
IgG kappa 23 43,40
IgG lambda 11 20,75
Wolne tancuchy kappa 2 3,77
Wolne tancuchy lambda 7 13,21

W badanej grupie u 7 chorych (13,21%) w badaniu elektroforezy biatek surowicy
krwi stwierdzono dwa rodzaje biatka monoklonalnego (szpiczak biklonalny), podczas
gdy u 46 chorych (86,79%) stwierdzono jeden rodzaj biatka monoklonalnego. U
pacjentow oceniano takze obecno$¢ guza plazmocytowego (plasmocytoma), ktory
wykryto u 5 chorych (9,43%).

U wszystkich 53 pacjentow oceniono naciek komoérkami plazmatycznymi w
biopsji aspiracyjnej szpiku kostnego. U 36 pacjentow naciek komdrkami
plazmatycznymi w szpiku kostnym wynosit <50%, a u 17 pacjentow wynosit 250%. U
50 pacjentbw okreslono naciek komérkami plazmatycznymi w  ocenie
histopatologicznej szpiku (trepanobiopsja). U 19 pacjentdw naciek komodrkami
plazmatycznymi w szpiku kostnym wynosit <50%, a u 31 pacjentéw wynosit 250%.

W badaniu histopatologicznym dodatkowo oceniano stopieh nasilenia
wioknienia retikulinowego w szpiku kostnym. Stopierh widknienia oceniano od 0-2, przy
czym stopien 0 odpowiadat nieobecnosci witdknienia, a stopien 2 widknieniu o
najwiekszym nasileniu. Stopien widknienia okreslono tgcznie u 46 chorych. U 9
chorych stopien widknienia oceniono, jako 0, u 22 chorych jako 1, a u pozostatych 16
chorych jako 3.

W leczeniu pierwszej linii u chorych stosowano nastepujgce schematy leczenia

chemioterapeutycznego oparte na bortezomibie: VCD (bortezomib + cyklofosfamid +
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deksametazon) u 49 chorych (92,45%), VD (bortezomib + deksametazon) u 2 chorych
(3,77%) oraz VTD (bortezomib + deksametazon + talidomid) u 2 chorych (3,77%).

U wszystkich 53 chorych w badanej grupie oceniono odpowiedz na leczenie.
Catkowitg remisje (CR) osiagneto 3 chorych (5,66%), bardzo dobrg odpowiedz na
leczenie (VGPR) osiggneto 19 chorych (35,85%), u 20 chorych (37,74%) stwierdzono
czesciowg remisje (PR), natomiast stabilizacje choroby (SD) uzyskano u 5 chorych
(9,43%). U 6 chorych (11,32%) stwierdzono progresje choroby (PD).

W badanej grupie chorych, badanie cytogenetyczne metodg FISH wykonano u
48 z 53 pacjentow. U 38 chorych (79,17%) stwierdzono metodg FISH zmiany

cytogenetyczne w zakresie badanego panelu aberracji (rycina 8).

Zmiany cytogenetyczne w badanej grupie chorych

17%

39%

= heterozygotyczna delecja IGH (MAF, WWOX) = translokacja 4;14 gen fuzyjny IGH-FGFR3
= kariotyp hyperdiploidalny translokacja 14;16

= del genu TP53 = hypodiploidia

= rearanzacja genu IGH inna niz z MAF i FGFR3 = FISH (-)

Rycina 8: Rodzaje zmian cytogenetycznych w badanej grupie chorych metodg FISH
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4.1.1.0cena osoczowych stezen biatek proangiogennych w badanej

grupie pacjentéow

W badanej grupie pacjentéw oznaczono stezenie endogliny u 48 chorych,
VEGF A u 47 chorych, VEGF B u 48 chorych, FGF2 u 48 chorych, FLT-3 u 32 chorych.
Srednie stezenie endogliny wynosito 2,38 ng/ml (0,6-3,87 ng/ml, mediana 2,43 ng/ml).
Srednie stezenie VEGF A wynosito 61,28 pg/ml (5,59-694,12 pg/ml, mediana 42,26
pg/ml). Srednie stezenie VEGF B wynosito 2,08 pg/ml (0,29-23,69 pg/ml, mediana 0,29
pg/ml). Srednie stezenie VEGF C wynosito 0,41 ng/ml (0,0-8,45 ng/ml, mediana 0,0
ng/ml). Srednie stezenie FGF2 wynosito 357,35 pg/ml (51,58-1090,91 ng/ml, mediana
291,53 ng/ml). Srednie stezenie FLT3 wynosito 29,43 pg/ml (8,63-413,85 ng/ml,
mediana 8,63 ng/ml). Warto podkresli¢, ze w przypadku VEGF C u 21 (44,68%), a w
przypadku FLT3 az u 29 chorych (90,63%) stezenie w osoczu byto ponizej progu
detekciji.

Poréwnano srednie stezenia biatek proangiogennych w zaleznosci od pfci w
grupie badanej. Nie stwierdzono istotnych statystycznie réznic w tym zakresie. Wyniki
przedstawiono w tabeli 11.

W badanej grupie analizowano stezenia biatek proangiogennych u mtodszych
(< 60 roku zycia) oraz u starszych pacjentéw (=60 lat). Nie stwierdzono znamiennosci
statystycznej, a wyniki przedstawiono w tabeli 12.

W badanej grupie chorych dokonano analizy stezen biatek proangiogennych w
zaleznosci od nacieku szpiku kostnego komdérkami plazmatycznymi, ocenianego w
biopsji aspiracyjnej oraz trepanobiopsji szpiku. Zarowno w przypadku biopsiji
aspiracyjnej szpiku jak i trepanobiopsiji, srednie stezenia endogliny, VEGF A, VEGF B,
VEGF C oraz FGF2 nie roznity sie statystycznie w podgrupie chorych z naciekiem
szpiku komoérkami plazmatycznymi 250% vs <50%. Szczegdtowe wartosci
przedstawiono w tabelach 13 i 14.
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Tabela 11: Srednie stezenia biatek proangiogennych w zaleznosci od pici chorych

Kobiety Mezczyzni p
endoglina 2,56 (2,20 — 2,80) ng/ml 2,28 (2,05 - 2,78) ng/ml 0,3948
VEGF A 42,26 (24,61 — 77,06) pg/ml 44,03 (18,92 — 70,95) pg/ml 1
VEGF B 0,29 (0,29 — 2,93) pg/ml 0,53 (0,29 — 3,17) pg/ml 0,6334
VEGF C 0,16 (0,00 — 0,20) ng/ml 0,00 (0,00 — 0,18) ng/ml 0,2364
FGF2 311,15 (258,57 — 518,14) pg/ml 281,68 (107,56 — 330,61) 0,2322
pg/mi
FLT-3 8,63 (8,63 — 8,63) pg/ml 8,63 (8,63 — 8,63) pg/ml 0,7636
Tabela 12: Srednie stezenia biatek proangiogennych w zaleznosci od wieku chorych
Chorzy < 60 roku zycia Chorzy 2 60 roku zycia p
endoglina 2,48 (0,34) ng/ml 2,34 (0,61) ng/ml 0,3299
VEGF A 44,03 (14,65 — 70,95) pg/ml 42.26 (30,87 — 73,31) pg/ml 0,8527
VEGF B 0,29 (0,29 — 1,76) pg/ml 0,35 (0,29 - 3,17) pg/ml 0,6012
VEGF C 0,09 (0,00 - 0,21) ng/ml 0,00 (0,00 - 0,19) ng/ml 0,2529
FGF2 315,66 (259,57 — 359,73) pg/ml | 278,40 (107,56 — 498,34) pg/ml | 0,231
FLT 3 8.63 (8.63 - 8.63) pg/mi 8.63 (8.63 - 8.63) pg/ml 0,1459

Tabela 13: Srednie stezenia biatek proangiogennych w zaleznoéci od nacieku szpiku plazmocytami (biopsja
aspiracyjna szpiku)

Naciek < 50% Naciek 250% p
endoglina 2,42 (0,57) ng/ml 2,28 (0,50) ng/ml 0,4142
VEGF A 41,19 (18,92 — 73,31) pg/ml 45.98 (35,16 - 71.43) pg/ml 0,6848
VEGF B 0,41 (0,29 — 3,17) pg/ml 0,29 (0,29 — 2,93) pg/ml 0,4973
VEGF C 0,13 (0,00 - 0,19) ng/ml 0,00 (0,00 — 0,17) ng/ml 0,3
FGF 2 292,55 (199,45 - 498,34) pg/ml | 289,83 (200,81 — 354,98) pg/ml | 0,707
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Tabela 14: Srednie stezenia biatek proangiogennych w zaleznoéci od nacieku szpiku plazmocytami
(trepanobiopsja szpiku)

pg/mi

pg/mi

Naciek < 50% Naciek 250% p
endoglina 2,50 (0,49) ng/ml 2,29 (0,58) ng/ml 0,211
VEGF A 49,89 (32,69 — 80,83) 41,73 (14,65 — 62,97) 0,3202
pg/mi pg/mi
VEGF B 1,48 (0,29 — 3,17) pg/ml | 0,29 (0,29 — 3,17) pg/ml 0,2636
VEGF C 0,16 (0,00 — 0,24) ng/ml | 0,00 (0,00 — 0,19) ng/m| 0,2174
FGF 2 268,03 (199,45 — 452,14) | 295,27 (200,81 — 491,74) 0,6703

W badanej grupie przeprowadzono analize stezen biatek proangiogennych w

zaleznosci od stopnia nasilenia widknienia retikulinowego w szpiku. U 9 chorych

stwierdzono brak widknienia (stopien 0), u 22 chorych stwierdzono widknienie 1

stopnia, a u 15 chorych — wtéknienie 2 stopnia. Dla celéw analizy podzielono chorych

na dwie podgrupy — podgrupe o mniejszym nasileniu witdknienia (wtdknienie 0 i 1

stopnia) oraz podgrupe o wiekszym nasileniu wtdknienia (wtdknienie 2 stopnia).

Stwierdzono istotnie wyzsze stezenie endogliny w grupie o wiekszym nasileniu

widknienia (p=0,0228). W przypadku pozostatych biatek proangiogennych nie

stwierdzono réznic istotnych statystycznie. Wyniki przedstawiono w tabeli 15.

Tabela 15: Srednie stezenia biatek prangiogennych w zaleznoéci od stopnia widknienia szpiku w trepanobioptacie

Wiéknienie 0+1 Wiéknienie 2 p
endoglina 2,43 (2,08 — 2,63) ng/ml 2,81 (2,26 — 2,87) ng/ml 0,0228
VEGF A 41,73 (31,06 — 59,90) | 41,19 (14,65 - 96,33) | 0,9443
pg/ml pg/ml
VEGF B 1,26 (0,29 — 3,26) pg/ml 0,29 (0,29 — 2,93) pg/ml 0,4741
VEGF C 0,00 (0,00 - 0,18) ng/ml 0,17 (0.00 - 0.20) ng/mi 0,0567
FGF2 290,17 310,21 0,3396
(207,99 — 495,04) pg/ml (276,48 — 465,35) pg/ml
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4.1.2. Ocena MVD i wybranych parametrow szpiku kostnego w

badanej grupie pacjentow

U 49 pacjentow dokonano oceny gestosci mikronaczyn (MVD). Zakres MVD
miescit sie w przedziale 1,6-16,2 (mediana 5,1). Srednia MVD wynosita 5,61 +2,89.
Rozktad MVD w badanej grupie przedstawiono na rycinach 9 i 10.

W badanej grupie chorych dokonano analizy MVD w zaleznosci od nacieku
szpiku kostnego komdérkami plazmatycznymi, ocenianego w mielogramie oraz
trepanobiopsji szpiku.

W przypadku mielogramu, wartosci MVD byty wieksze w przypadku podgrupy
chorych z naciekiem 250% vs <50%: odpowiednio 6,25 (5,10 — 7,15) i 4,40 (3,30 —
7,20), przy czym réznice nie byty znamienne statystycznie (p=0,1535). Szczegotowy

rozktad MVD w badanych podgrupach przedstawiono na rycinie 11.

16 ®
14
12 ®

10

0 5 10 15 2 0 35 40 45 50

0 Pacjenzu5 n=49 3

Rycina 9: Rozktad MVD w badanej grupie
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Rycina 10: Rozkfad warto$ci MVD w catej badanej grupie
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W przypadku trepanobiopsji szpiku, stwierdzono, ze wartosci MVD byty istotnie
wieksze w przypadku podgrupy chorych z naciekiem komodrkami plazmatycznymi
>50% vs <50%, odpowiednio: 6,30 (4,80 — 7,70) i 3.50 (2,70 — 4,40), p=0,0002.
Szczegoétowy rozktad wartosci MVD w badanych podgrupach przedstawiono na rycinie
12.

18

16 #1620

14

*12,30

12

10

MWD

— <3583 5

2,55
17

MNaciek 250% Maciek <50%

Rycina 12: Rozkiad MVD w zaleznosci od nacieku szpiku kostnego w trepanobiopsji szpiku

Kolejnym krokiem analizy byta ocena MVD w zaleznosci od stopnia wtdknienia
szpiku. Podobnie jak w przypadku analizy dotyczacej biatek proangiogennych,
podzielono chorych na dwie podgrupy — podgrupe o mniejszym nasileniu widknienia
(witéknienie 0 i 1 stopnia) oraz podgrupe o wiekszym nasileniu wtdknienia (wtdknienie
2 stopnia). Poréwnano wartosci MVD w obu podgrupach. Odnotowano nieznacznie
wieksze warto$ci MVD w podgrupie bardziej nasilonego wtéknienia (6,50 vs 4,98), ale
réznica nie byta istotna statystycznie (p=0,0761). Szczegdtowy rozktad MVD w

badanych podgrupach przedstawiono na rycinie 13.
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Rycina 13: Rozktad MVD w zalezno$ci od wtdknienia szpiku w trepanobiopsji szpiku
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4.1.3. Ocena zaleznosci stezenia biatek proangiogennych i MVD

W badanej grupie, przeprowadzono analize wykorzystujgcg wspotczynniki
Spearmana celem okreslenia, czy wieksze stezenie biatek proangiogennych koreluje
ze zwiekszong MVD w szpiku kostnym. Analiza nie potwierdzita istotnego statystycznie
zwigzku ani w przypadku MVD okreslonego jako srednia arytmetyczna, ani jako

mediana. Wyniki przedstawiono w tabeli 16:

Tabela 16 - Korelacja stezen biatek proangiogennych z MVD (wspoitczynniki Spearmana)

MVD mediana MVD srednia arytmetyczna

endoglina 0,13472 0,13910
p=0,3833 p=0, 3678

VEGF A -0,08244 -0,14830
p=0,5992 p=0,3426

VEGF B 0,12828 0,08953
p=0,4066 p=0,5633

VEGF C 0,04074 0,01367
p=0,7953 p=0,9307

FGF 2 -0,00680 0,03300
p=0,9651 p=0,8316

FLT3 -0,20514 -0,24344
p=0,2768 p=0,1949
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4.2. Ocena zaleznosci miedzy stezeniem biatek proangiogennych,
MVD a stopniem zaawansowania szpiczaka plazmocytowego

oraz ryzykiem cytogenetycznym

Dla potrzeb analizy, w przypadku stopnia zaawansowania okreslanego w
klasyfikacji Salmon Durie, ISS oraz R-ISS, pacjentdow wyjsciowo podzielono na dwie
podgrupy — podgrupe o mniejszym zaawansowaniu choroby (stopien 1+2) oraz
najwiekszym zaawansowaniu (stopien 3). W celu oceny ryzyka genetycznego,
pacjentow podzielono na podgrupy wedtug wybranych parametréw stwierdzanych w
badaniu FISH.

4.2.1.Klasyfikacja Salmon Durie

We wstepnej analizie porownywano srednie stezenia biatek proangiogennych
w podgrupie chorych o nizszym zaawansowaniu choroby (stopien 1 i 2) z podgrupg o
wyzszym zaawansowaniu choroby (stopieh 3) zgodnie z klasyfikacjg Salmon Durie.

Stezenie endogliny byto istotnie statystycznie wieksze w grupie wyzszego

Zaawansowania, co przedstawiono na rycinie 14.

p=0,0039

2,5

N

15

endoglina ng/ml
[

0,5

1+2 3

Salmon Durie

Rycina 14: Srednie osoczowe stezenie endogliny w badanej grupie w zaleznosci od stopnia zaawansowania
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Nie stwierdzono istotnych statystycznie r6znic w stezeniach pozostatych biatek
proangiogennych; w podgrupie nizszego zaawansowania VS WyZszego
zaawansowania VEGF A wynosito odpowiednio: 62,97 pg/mli 39,41 pg/ml (p=0,1043),
VEGF C: 0,0 ng/ml i 0,13 ng/ml (p=0,4382), FGF 2: 325,85 pg/ml i 291,19 (p=1). Nie
stwierdzono takze istotnej statystycznie réznicy w MVD u chorych z wyzszym a
nizszym stopniem zaawansowania wg Salmon Durie.

W toku dalszej analizy oceniano Srednie stezenie biatek proangiogennych u
chorych przy podziale na trzy grupy: z 1, 2 i 3 stopniem zaawansowania zgodnie z
klasyfikacjg Salmon Durie.

Stwierdzono, ze zwiekszenie s$rednich stezen endogliny koreluje istotnie
statystycznie ze zwiekszeniem stopnia zaawansowania wg klasyfikacji Salmon Durie
(rycina 15).

p=0,0271
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Rycina 15: Srednie osoczowe stezenie endogliny w badanej grupie w zaleznoci od stopnia zaawansowania
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Analizujgc MVD, nie stwierdzono istotnych statystycznie réznic przy podziale

chorych na trzy grupy wg stopnia zaawansowania zgodnie z klasyfikacjg Salmon

Durie. Wyniki przedstawiono w tabeli 17.

Tabela 17: Srednie stezenia biatek proangiogennych i MVD w badanej grupie chorych wg Salmon Durie

Salmon Durie 1 Salmon Durie 2 Salmon Durie 3 p
endoglina 1,52 (1,52 -1,52) 2,14 (1.79 - 2.20) 2,54 (2,17-2,81) | 0,0271*
ng/mi ng/mi ng/mi
VEGF A 52,91 (52,91 - 66,96 (44,39 — 77,06) 39,41 (14,65 — 0,2425
52,91) pg/ml pg/mi 73,31) pg/ml
VEGF B 8,74 (8,74 — 8,74) 2,55 (1,23 - 3,46) 0,29 (0,29 — 2,26) | 0,0135*
pg/ml pg/ml pg/mi
VEGF C 0,00 (0,00 — 0,00) 0,00 (0,00 - 0,93) 0,13 (0,00 - 0,19) 0,5315
ng/ml ng/ml ng/ml
FGF 2 104,99 (104,99 - 342,79 (290,51 — 291,19 (208,63 — 0,4975
104,99) pg/ml 452,14) pg/ml 495,04) pg/ml
MVD 2,50 (2,00 - 3,00) 4,75 (4,00 — 7,00) 5,00 (4,00 — 7,00) 0,1529

4.2.2. Klasyfikacja ISS

Wyjsciowo porownywano stezenia biatek proangiogennych w grupie pacjentéw
0 nizszym zaawansowaniu choroby (stopien 1i 2) i grupie o wyzszym zaawansowaniu
choroby (stopien 3), zgodnie z klasyfikacjg ISS. Nie odnotowano istotnych roznic
statystycznie istotnych w analizowanych grupach pacjentow.

Analizujgc Srednig gestosC naczyniowg w grupie o mniejszym i wiekszym
zaawansowaniu wg ISS, wartos¢ MVD byta istotnie statystycznie wieksza w grupie
chorych z wyzszym stopniem zaawansowania (p=0,0417). Wyniki przedstawiono w
tabeli 18. Nastepnie, podobnie jak w przypadku Kklasyfikacji Salmon Durie,
przeprowadzono analize srednich stezen biatek proangiogennych oraz MVD w trzech
grupach pacjentow: 1, 2 i 3 stopnia zaawansowania wg klasyfikacji I1SS. Nie
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odnotowano istotnych statystycznie réznic w stezeniach biatek, natomiast stwierdzono

namiennie statystycznie wiekszg MVD wraz ze wzrostem stopnia zaawansowania wg

klasyfikacji 1SS. Wyniki przedstawiono w tabeli 19. Analiza trendu liniowego (nha

podstawie analizy wariancji ANOVA) mediany $redniej gestosci naczyniowej w

zakresie badanych grup wykazata znamiennosc¢ statystyczng (p=0,0376).

Tabela 18: Srednie stezenia biatek proangiogennych w badanej grupie chorych wg ISS

ISS1+2 ISS 3 p
endoglina 2,45 (1,88 — 2,75) ng/ml 2,47 (2,25 - 2,87) ng/ml 0,2741
VEGF A 46,87 (14,65 - 77,06) pg/ml | 41,19 (24,61 — 73,31) pg/ml | 0,9563
VEGF B 0,29 (0,29 — 1,82) pg/ml 0,41 (0,29 - 3,23) pg/ml 0,492
VEGF C 0,15 (0,00 - 0,19) ng/ml 0,00 (0,00 - 0,21) ng/ml 0,9727
FGF 2 293,91 (162,43 — 405,94) 280.32 (199,45 - 518,14) 0,9578
pg/ml pg/ml
MVD 4,60 (1,85) 6,09 (3,05) 0,0417*
Tabela 19: Stezenia biatek proangiogennych oraz MVD w zaleznosci od stopnia zaawansowania wg ISS
ISS 1 ISS 2 ISS 3 p
endoglina 2,20 (1,90 - 2,51) 2,53 (1,85 -2,80) 2,47 (2,25 - 2,87) 0,4087
ng/mi ng/mi ng/mi
VEGF A | 46,87 (46,87 — 70,95) | 38,17 (14,65 — 83,25) 41,19 (24,61 — 0,931
pg/mi pg/mi 73,31) pg/mli
VEGF B 0,82 (0,29 — 1,23) 0,29 (0,29 - 3,17) 0,41 (0,29 — 3,23) 0,7803
pg/ml pg/ml pg/ml
VEGF C 0,00 (0,00 - 1,11) 0,16 (0,00 - 0,19) 0,00 (0,00 - 0,21) 0,8382
ng/ml ng/ml ng/ml
FGF 2 300,71 (259,57 — 292,55 (108,42 — 280,32 (199,45 — 0,9934
325,85) pg/ml 498,34) pg/ml 518,14) pg/ml
MVD 3,00 (2,20 - 3,85) 4,50 (3,90 — 6,30) 6,20 (4,10 - 7,50) | 0,0465*
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4.2.3. Klasyfikacja R-ISS

Wyjsciowo porownywano stezenia biatek proangiogennych w grupie chorych o
nizszym zaawansowaniu choroby (stopien 1 i 2) z grupg chorych o wyzszym
zaawansowaniu (stopien 3) zgodnie z klasyfikacjg R-ISS. Nie odnotowano istotnych
réznic statystycznych w analizowanych grupach pacjentow. Wyniki przedstawiono w
tabeli 20.

Tabela 20: Stezenie biatek proangiogennych w chorych przy podziale na grupy wg R-ISS

R-ISS 1+2 R-ISS 3 p
endoglina 2,32 (0,58) ng/ml 2,46 (0,38) ng/ml 0,5461
VEGF A 44,39 (18,92 — 71,43) pg/ml 42,26 (41,19 — 80,83) pg/ml | 0,4312
VEGF B 0,29 (0,29 - 2,11) pg/ml 2,23 (0,29 — 3,23) pg/ml 0,3453
VEGF C 0,01 (0,00 — 0,20) ng/ml 0,00 (0,00 — 0,19) ng/ml 0,4611
FGF 2 290,17 (153,94 — 471,94) 258,57 (107,56 — 330,61) 0,7562
pg/ml pg/ml
MVD 4,88 (2,10) 7,61 (3,94) 0,0746

Analiza stezen biatek proangiogennych w trzech grupach pacjentéw: 1, 2 i 3
stopnia zaawansowania wg klasyfikacji R-ISS nie wykazata réznic znamiennych
statystycznie. Stwierdzono natomiast znamiennie statystycznie wiekszg MVD wraz ze
wzrostem stopnia zaawansowania wg klasyfikacji R-ISS. Wyniki przedstawiono w
tabeli 21.
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Tabela 21 - Stezenie biatek proangiogennych i MVD w badanej grupie wg R-ISS

R-ISS 1 R-ISS 2 R-ISS 3 p
endoglina | 2,28 (0,40) ng/ml 2,32 (0,61) ng/ml 2.46 (0,38) ng/ml 0,8246
VEGF A 43,14 (14,65 - 44,39 (30,87 - 71,43) | 42,26 (41,19 -80,83) | 0,6967
70,95) pg/ml pg/ml pg/ml
VEGF B 0,29 (0,29 - 0,82) 0,29 (0,29 - 3,17) 2,23 (0,29 - 3,23) 0,3166
pg/mi pg/mi pg/mi
VEGF C 0,09 (0,00 — 1,11) 0,01 (0,00 - 0,19) 0,00 (0,00 - 0,19) 0,5922
ng/ml ng/mi ng/mi
FGF 2 313,28 (292,55 — 275,00 (104,99 — 258,57 (107,56 — 0,3376
452,14) pg/mi 491,74) pg/mi 330,61) pg/ml
MVD 3,40 (1,19) 5,11 (2,13) 7,61 (3,94) 0,0092*
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4.2.4. Zmiany cytogenetyczne w badaniu FISH

Nie odnotowano istotnych réznic statystycznych w przypadku stezenia biatek

proangiogennych w grupie chorych, u ktérych stwierdzono prawidtowy kariotyp w

poréwnaniu z grupg chorych, u ktorych badanie FISH wykazato jakiekolwiek

nieprawidtowosci, bez wzgledu na ich znaczenie rokownicze. W przypadku MVD,

mediana byfa istotnie wieksza u pacjentow z nieprawidtowym wynikiem badania FISH.

Wyniki przedstawiono w tabeli 22.

Tabela 22: Srednie stezenia biatek proangiogennych i MVD w zalezno$ci od nie- i prawidtowego wyniku badania

FISH
FISH nieprawidiowy FISH prawidtowy p
endoglina 2.,5(1,88 — 2,78) ng/ml 2,43 (2,25 - 2,62) ng/ml 0,5157
VEGF A 41,73 (14,65 — 62,97) pg/ml | 65,63 (34,09 — 80,83) pg/ml 0,1406
VEGF B 0,29 (0,29 — 2,93) pg/ml 0,82 (0,29 — 3,46) pg/ml 0,3996
VEGF C 0,08 (0,00 — 0,19) ng/ml 0,00 (0,00 — 0,13) ng/ml 0,3443
FGF 2 290,51 (107,56 — 465,35) 275,56 (232,75 — 498,34) 0,7345
MVD 5,50 (4,00 — 7,00) 3,75 (3,00 — 4,00) 0,0296*

Nastepnie wyodrebniono grupe chorych, w ktérej w badaniu FISH wykazano

obecnos$¢ zmian sugerujgcych kariotyp hyperdiploidalny. Nie stwierdzono znamiennie

istotnych réznic zaréwno dotyczgcych stezenh biatek proangiogennych jak i MVD w

poréwnaniu z pozostatymi pacjentami. Wyniki przedstawiono w tabeli 23.
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Tabela 23 - Srednie stezenia biatek proangiogennych oraz MVD w przyoadku kariotypu nie- i hiperdiploidalnego

Kariotyp niehiperdiploidalny Kariotyp hiperdiploidalny p
endoglina 2,42 (0,64) ng/ml 2,26 (0,41) ng/ml 0,3232
VEGF A 48,65 (16,79 — 78,95) pg/ml 41,73 (33,93 — 58,10) pg/ml | 0,6307
VEGF B 0,29 (0,29 — 2,26) pg/ml 0,76 (0,29 — 3,17) pg/ml 0,9226
VEGF C 0,00 (0,00 — 0,19) ng/ml 0,01 (0,00 — 0,21) ng/ml 0,7678
FGF 2 312,94 (21,19 — 527,47) pg/ml | 276,48 (94,97 — 321,59) pg/ml | 0,1433
MVD 4,50 (3,50 — 6,50) 5,25 (4,00 — 7,00) 0,5291

W toku dalszej analizy, poréwnywano $rednie stezenia biatek proangioennych i

MVD u pacjentow, u ktorych stwierdzono zmiany wysokiego ryzyka cytogenetycznego

(t(4;14), t(14;16) oraz delecje TP53) w poréwnaniu z pozostatymi pacjentami. Nie

stwierdzono istotnych rézni¢ statystycznych. Wyniki przedstawiono w tabeli 24.

Tabela 24 - Srednie stezenia biatek proangiogennych w zalezno$ci od obecnosci zmian wysokiego ryzyka

Zmiany nieobecne Zmiany obecne p
endoglina 2,34 (0,56) ng/ml 2,39 (0,54) ng/ml 0,8212
VEGF A 42,26 (31,25 — 70,95) pg/ml | 56,11 (14,65 — 116,07) pg/ml | 0,7134
VEGF B 0,59 (0,29 — 3,17) pg/ml 0,29 (0,29 — 1,88) pg/ml 0,202
VEGF C 0.00 (0.00 - 0.20) ng/ml| 0.00 (0.00 - 0.19) ng/ml| 0,8538
FGF 2 291,53 (200,81 — 491,74) 222,93 (107,56 — 330,61) 0,4288
pg/ml pg/ml
MVD 5,07 (2,25) 6,89 (3,97) 0,2172

4.3. Ocena zaleznosci miedzy stezeniem biatek proangiogennych i

MVD a wczesng odpowiedzig na leczenie

Kolejnym etapem analizy danych w pracy byta ocena korelacji stezenia biatek

proangiogennych oraz sredniej gestosci naczyn w kontekscie wczesnej odpowiedzi na
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leczenie (ocenianej po VI cyklach leczenia, chyba, ze stwierdzono wczesniej progresje
choroby lub zgon pacjenta). Dla celow analizy wyodrebniono dwie podgrupy chorych
— podgrupe pacjentow, ktéra odpowiedziata pozytywnie na leczenie, w ktérej pacjenci
uzyskali co najmniej czesciowg odpowiedz na leczenie (PR) oraz podgrupe pacjentéw,

u ktérych stwierdzono stabilizacje choroby lub progresje (niepowodzenie leczenia).

4.3.1. Ocena korelacji MVD z odpowiedzig na leczenie

Ocene korelacji MVD z odpowiedzig na leczenie analizowano u 49 pacjentow. W
podgrupie chorych, ktérzy odpowiedzieli na leczenie, srednia MVD wynosita 5,29
(2,14) (2PR), podczas gdy w podgrupie niepowodzenia (<PR) bylo wieksze — 6,72
(4,64). Rdéznica nie byta istotna statystycznie (p=0,3419). Podobng obserwacje
uzyskano w przypadku mediany MVD - wynosita odpowiednio: w podgrupie
pozytywnej odpowiedzi na leczenie — 5,14 (2,01) oraz w podgrupie niepowodzenia —
6,45 (4,17). Roznica nie byta istotna statystycznie (p=0,3346). Szczegotowy rozktad

MVD w zaleznosci od odpowiedzi na leczenie przedstawiono na rycinie 16.

18
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[ 10 055
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Rycina 16: Rozkfad wartosci MVD a powodzenie leczenia
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Na rycinie 17 przedstawiono rozkfad warto$ci MVD w zaleznosci od odpowiedzi

na leczenie, jakg uzyskali pacjenci.
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2,90 l
l 2,40
2 1,70 1,60 1,80
0
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Rycina 17: Rozktad warto$ci MVD w zalezno$ci od uzyskanej odpowiedzi na leczenie

Warto odnotowac, ze 3 z 6 chorych, u ktérych stwierdzono progresje choroby i
wartosci MVD byty istotnie wieksze niz u pozostatych doszto do wczesnego zgonu po
rozpoznaniu progresji. Pacjentow tych cechowato takze wysokie zaawansowanie
choroby we wszystkich trzech klasyfikacjach stopnia zaawnasowania. W tabeli 25

zatgczono szczegotowg charakterystyke tych chorych.
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Tabela 25: Charakterystyka pacjentéw z progresjg choroby i wczesnym zgonem

ISS R-ISS | SD MVD | Naciek Cytogenetyka

plazmocytami w
trepanobiops;ji

Pacjent lat | 3 3 3 11 90% hyperdiploidia

41

Pacjent lat | 3 3 3 16,2 | 70% t(4;14)

48

Pacjentka 3 3 3 12,3 | 90% Mutacja TP53,

lat 58 t(14;16)

4.3.2. Ocena korelacji stezenia bialek proangiogennych z

odpowiedzig na leczenie

Ocene korelacji stezenia endogliny z odpowiedzig na leczenie analizowano u
48 pacjentow. W grupie pacjentéw, ktorzy pozytywnie odpowiedzieli na leczenie (2PR),
Srednie stezenie endogliny wynosito 2,49 ng/ml (2,12-2,81 ng/ml), a w grupie chorych
z niepowodzeniem leczenia (<PR) byto mniejsze — 2,28 ng/ml (1,85-2,55 ng/ml),
réznica nie byta istotna statystycznie (p=0,2917).

Ocene korelacji stezenia VEGF A z odpowiedzig na leczenie analizowano u 47
pacjentow. W grupie pacjentéw, ktorzy pozytywnie odpowiedzieli na leczenie (2PR),
srednie stezenie VEGF A wynosito 41,73 pg/ml (18,92-70,95 pg/ml), a w grupie
chorych z niepowodzeniem leczenia (<PR) stezenie bylo wieksze — 52,91 pg/ml
(37,99-80,83 pg/ml), ale réznica nie byta istotna statystycznie (p=0,3681).

Ocene korelacji stezenia VEGF B z odpowiedzig na leczenie analizowano u 48
pacjentow. W grupie pacjentéw, ktorzy pozytywnie odpowiedzieli na leczenie (=PR),
Srednie stezenie VEGF B wynosito 0,29 pg/ml (0,29-3,17 pg/ml), a w grupie chorych z
niepowodzeniem leczenia (<PR) byto wieksze — 0,35 pg/ml (0,29-1,73 pg/ml), ale
réznica nie byta istotna statystycznie (p=0,8063).

Ocene korelacji stezenia FGF 2 z odpowiedzig na leczenie analizowano réwniez u
48 pacjentow. W grupie pacjentéw, ktorzy pozytywnie odpowiedzieli na leczenie (2PR),
Srednie stezenie FGF 2 wynosito 293,91 pg/ml (199,45-491,74 pg/ml), a w grupie

84



chorych z niepowodzeniem leczenia (<PR) byto mniejsze — 240,75 pg/ml (200,81-
330,61 pg/ml), roznica nie byta istotna statystycznie (p=0,5044).

4.3.3. Analiza krzywych ROC dla wybranych parametréow jako

czynnikéw prognostycznych szpiczaka mnogiego

Celem okreslenia czynnika, ktory potencjalnie mogtby dyskryminowaé
niepowodzenie leczenia choroby, dokonano analizy krzywych ROC dla badanych
biatek proangiogennych oraz MVD.

Powierzchnia pod krzywg ROC wykreslong dla wszystkich badanych
parametrow wynosita odpowiednio: MVD — 0,5443, endogliny — 0,6118 ng/ml; VEGF
A — 0,4006 pg/ml; VEGF B - 0,525 pg/ml; VEGF C — 0,5468 ng/ml; FGF 2 0,5711
pg/ml. Takie wyniki wskazujg na brak zdolnosci dyskryminacyjnej tych parametréw do

oceny niepowodzenia na leczenie. Krzywe ROC przedstawiono na rycinach 19-22.

Rycina 19: Krzywa ROC dla endogliny Rycina 18: Krzywa ROC dla MVD
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Rycina 21: Krzywa ROC dla VEGF A

Rycina 20: Krzywa ROC dla VEGF B
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5. Dyskusja

Od wielu lat rola angiogenezy w rozwoju nowotworow jest przedmiotem
zainteresowan zarowno naukowcow jak i Kklinicystbw. W wielu dotychczas
prowadzonych badan udowodniono zwigzek stopnia nasilenia angiogenezy z
klinicznymi i patologicznymi cechami ztosliwosci niektérych nowotwordw litych.
Obserwacje te dotyczyly miedzy innymi raka piersi [105], raka zotgdka [116], raka
ptuca [118], raka prostaty [117], a takze nowotworéw hematologicznych. Niektére
prace nie potwierdzajg opisanych powyzej zaleznosci, aczkolwiek sg w zdecydowanej
mniejszosci [119]. W przypadku szpiczaka plazmocytowego, pierwsze obserwacje
dotyczgce angiogenezy opublikowat w 1999 roku Vacca i wsp [67].

W badaniu stanowigcym przedmiot rozprawy oceniano stopien nasilenia
angiogenezy w sposob bezposredni (MVD) i posredni (stezenia biatek
proangiogennych) u chorych ze swiezo zdiagnozowanym, aktywnym szpiczakiem
mnogim. Dla celéw analizy podzielono badang grupe chorych na podgrupy z
zaleznosci od wybranych parametréw klinicznych jak i histopatologicznych.

W pracy wilasnej wykorzystano metode bezposrednig oceny angiogenezy
opartg na standardowej metodzie Weindera, wykorzystujgc barwienie
immunohistochemiczne antygenu CD34, ktory jest uznanym markerem dla oceny MVD
w tkance nowotworowej [108]. Celem zwiekszenia precyzji wyniku liczono $rednig
gestos¢ naczyn w 10 polach widzenia z wykorzystaniem programu komputerowego,
aczkolwiek w pismiennictwie mozna znalez¢ prace, w ktérych wykorzystywano do tego
celu 3-10 pdél widzenia [105-107]. Pomimo modyfikacji i unowoczes$nieniu, jakim
metoda Weidnera ulegta przez ostatnie lata, niestety moze by¢ nadal obcigzona
szeregiem wad. Jedng z nich jest kwestia réznorodnosci unaczynienia tkanki
nowotworowej i problem z identyfikacja miejsc, w ktdérych to unaczynienie jest
najwieksze. Do tego dochodzi takze kwestia doswiadczenia i umiejetnosci osoby, ktora
ocenia preparaty. Udoskonalenie i wprowadzenie nowych technik oceny wspomaganej

komputerowo by¢ moze pozwoli na uzyskanie bardziej standaryzowanych wynikow.
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5.1. Stopien nasilenia angiogenezy a parametry kliniczne i

histopatologiczne u chorych na MM w momencie diagnozy

We wstepnej analizie w badaniu wtasnym, chorych podzielono na podgrupy w
zaleznosci od wielkosci nacieku komorkami plazmatycznymi w szpiku kostnym,
ocenianym dwoma metodami — w preparatach z biopsji aspiracyjnej szpiku kostnego
(mielogram) oraz trepanobiopsji. Jako warto$¢ progowg przyjeto naciek komorkami
plazmatycznymi o wartosci 50%. Stwierdzono istotnie wieksze wartosci MVD w
podgrupie chorych z naciekiem w trepanobiopsji 250% w poréwnaniu z grupg, w ktorej
naciek byt mniejszy niz 50% (p=0,0002). Podobne obserwacje poczynili Baur i wsp,
ktorzy stwierdzili, ze wraz ze wzrostem ilosci plazmocytéw w szpiku kostnym
(ocenianej w badaniu histologicznym szpiku), dochodzi do istotnego zwiekszenia
Sredniej gestosci naczyniowej [120]. Z kolei w badaniu Rana i wsp., oceniano MVD u
chorych na swiezo zdiagnozowanego szpiczaka plazmocytowego w poréwnaniu ze
zdrowymi ochotnikami (odpowiednio dobranymi pod katem pfci i wieku). Stwierdzono
istotnie wyzszg wartos¢ MVD u pacjentéw chorych na szpiczaka w poréwnaniu z grupg
kontrolng. Dodatkowo odnotowano wiekszg wartos¢ MVD u chorych z duzg masg
nowotworu oraz rozlanym naciekiem w szpiku kostnym [121]. W badaniu Ahn i wsp.
stwierdzono stabg korelacje pomiedzy naciekiem plazmocytami w szpiku kostnym a
MVD, nieistotng statystycznie (p=0,097) [124]. W badaniu Lee i wsp. z 2015 roku
ponownie zaobserwowano istotng korelacje pomiedzy zwiekszonym MVD a wiekszym
naciekiem plazmocytami w szpiku kostnym (p=0,002) [125].

W pracy wiasnej nie stwierdzono natomiast korelacji pomiedzy procentowym
odsetkiem plazmocytéw w szpiku kostnym ocenianym w materiale z aspiratu
(mielogram), a zwiekszonym MVD. Owszem, odnotowano nieznaczne wieksze
wartosci MVD w grupie z wiekszym (=50%) naciekiem, ale nie byty one istotne
statystycznie (p=0,1535). Ocena nacieku plazmocytami w szpiczaku plazmocytowym,
opierajgca sie jedynie na wyniku mielogramu jest coraz mniej spotykana w
pismiennictwie. Zgodnie z aktualnymi wytycznymi opublikowanymi przez Polskg Grupe
Szpiczakowg (PGM) [1], trepanobiopsja szpiku powinna stanowi¢ podstawowe
badanie w postepowaniu diagnostycznym u chorych na szpiczaka plazmocytowego,

nie tylko dla celu okreslenia odsetka plazmocytéw, ale przede wszystkim oceny
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klonalnosci na podstawie badania immunohistochemicznego. Mielogram jednak nie
przestaje by¢ badaniem uzytecznym w diagnostyce szpiczaka plazmocytowego.
Zaréwno PGM jak i inni autorzy, zalecajg potgczenie obu metod celem optymalne;j
oceny nacieku komorkami plazmatycznymi, co jak pokazujg badania, ma nie tylko
znaczenie dla postawienia rozpoznania, ale takze rokowania u chorych [129].

W pracy wilasnej analizowano takze stezenia biatek proangiogennych w
zaleznosci od nacieku szpiku kostnego komorkami plazmatycznymi. Zarowno w
przypadku biopsji aspiracyjnej szpiku jak i trepanobiopsiji, Srednie stezenia endogliny,
VEGF A, VEGF B, VEGF C oraz FGF2 nie réznity sie statystycznie w podgrupie
chorych z naciekiem szpiku komorkami plazmatycznymi 250% vs <50%. Podobng
obserwacje poczynili w 2008 roku Markovi¢ i wsp., aczkolwiek w swojej pracy nie
oceniali stezenia VEGF, a ekspresje. Nie stwierdzono korelacji pomiedzy dodatnig
ekspresjg VEGF a zwiekszonym naciekiem plazmocytami w szpiku kostnym [134]. W
pracy Usnarskiej-Zubkiewicz i wsp. badano stezenia VEGF u chorych na szpiczaka
plazmocytowego i rowniez nie stwierdzono korelacji pomiedzy stezeniem VEGF a
naciekiem plazmocytami w szpiku kostnym [135].

Jednym z elementéw oceny histopatologicznej preparatéw z trepanobiopsji w
pracy wiasnej byto okreslenie stopnia widknienia retikulinowego w szpiku kostnym.
Retikulina, jako substancja wystepujgca w prawidtowym szpiku kostnym, moze ulegac¢
zwiekszeniu w szeregu stanéw patologicznych, zarébwno o podtozu nie- jak i
nowotworowym, aczkolwiek etiologia tego zjawiska nie jest do kornca poznana [126].

W pismiennictwie dostepne sg dane, ktére pokazujg wystepowanie tendencji do
zwiekszonego widknienia szpiku u chorych na szpiczaka plazmocytowego, co moze
by¢ zwigzane ze zwiekszonym wydzielaniem czynnikéw takich jak min. TGF-3, VEGF
oraz IL-6. Czynniki te nie tylko stymulujg proliferacje nowych naczyn, ale takze dziatajg
mitogennie w stosunku do fibroblastow [128]. Z dotychczas prowadzonych badan
wynika takze, Zze nasilone widknienie szpiku w szpiczaku plazmocytowym moze
powodowac niedoszacowanie oceny nacieku komoérkami plazmatycznymi w szpiku
kostnym w biopsji aspiracyjnej szpiku kostnego. Jest to kolejny argument
przemawiajgcy za potrzebg wykonywania oceny histopatologicznej szpiku w trakcie
dagnostyki szpiczaka plazmocytowego. W pracy Subramanian i wsp.[136] wykazano
ponadto, ze zwiekszone widknienie istotnie koreluje ze stabym zrézniowaniem

morfologicznym nowotworowych plazmocytéow (p=0,020) oraz aktywnoscig mitotyczng
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(p=0,003), ktére mozna wuzna¢ za markery prognostyczne w szpiczaku
plazmocytowym. W badaniu tym Sredni czas przezycia u chorych z nasilonym
widknieniem szpiku wynosit zaledwie 11 miesiecy.

W pracy wiasnej, w badaniu histopatologicznym szpiku, stopien widknienia
oceniano (zgodnie z piSmiennictwem) w skali od 0 do 2, przy czym stopien 0 oznaczato
brak wtoknienia, a stopien 2 oznaczat najwieksze nasilenie witdknienia. Chorych
podzielono na dwie podgrupy — podgrupe o0 mniejszym nasileniu wioknienia
(wtdknienie 0 i 1 stopnia) oraz podgrupe o wiekszym nasileniu widknienia (wtdknienie
2 stopnia). Porownano wartosci MVD a takze stezenia biatek proangiogennych w obu
podgrupach. Odnotowano nieznacznie wieksze wartosci MVD w podgrupie bardziej
nasilonego wtoknienia, ale roznica nie byta istotna statystycznie. W pracy Babarovic i
wsp. oceniano zaleznosc¢ stopnia widknienia w szpiku kostnym z innymi parametrami
histopatologicznymi, laboratoryjnymi i klinicznymi u chorych na sSwiezo
zdiagnozowanego szpiczaka plazmocytowego, zarowno przed jak i po leczeniu.
Wykazano, ze wyzszy stopien witdknienia szpiku istotnie korelowat z wyzszg wartoscig
MVD (p=0,032), a takze naciekiem plazmocytami w szpiku kostnym (p=0,058). Nie
zaobserwowano natomiast takiej zaleznosci w szpiku kostnym chorych po leczeniu
[127].

W badaniu wlasnym wykazano takze istotnie zwiekszone stezenie endogliny u
chorych w podgrupie bardziej nasilonego witdknienia (p=0,0228). W przypadku
pozostatych biatek proangiogennych nie stwierdzono réznic istotnych statystycznie. W
przypadku endogliny opublikowano prace, ktére wskazujg na jej role w procesach
przebiegajgcych ze zwiekszonym widknieniem, miedzy innymi w migsniu sercowym,
nerkach oraz watrobie. W pracy Ponzoni i wsp.[137] oceniano proces angiogenezy w
idiopatycznym widknieniu szpiku i stwierdzono, iz istotnie koreluje on z wtdknieniem,
aczkolwiek w ocenie endogliny wykorzystano barwienia immunohistochemiczne, a nie
jej stezenie w surowicy krwi. W pismiennictwie brakuje prac, ktére skupityby sie na
badaniu stezenia endogliny w aspekcie nie tylko angiogenezy w szpiczaku
plazmocytowym, ale takze i widknienia szpiku.

Kolejnym krokiem analizy w pracy wtasnej byta ocena korelacji MVD oraz
stezen biatek proangiogennych w surowicy krwi ze stopniem zaawansowania
szpiczaka plazmocytowego, biorgc pod uwage trzy aktualnie obowigzujgce
klasyfikacje: Salmon Durie, ISS oraz R-ISS.
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W analizie dotyczacej wartosci MVD u pacjentéw w poszczegdlnych stadiach
zaawansowania wedtug klasyfikacji Salmon Durie, nie wykazano istotnych
statystycznie roznic, zarowno dzielgc chorych na mniejszy (1+2) i wiekszy (3) stopien
zaawansowania, jak i zachowujgc podziat zgodnie z klasyfikacjg na stopien 1, 2 i 3.
Odnotowano wprawdzie, ze wartosci MVD byty najnizsze w grupie najmniejszego
zaawansowania, a najwieksze w grupie najwiekszego zaawansowania, odpowiednio:
stopien 1: 2,55 (1,80 — 3,30), stopien 2: 4,85 (4,30 — 7,20), stopien 3: 5,25 (3,95 - 7,40
By¢ moze badanie w wiekszej grupie chorych pozwolitoby na wykazanie réznicy
istotnej statystycznie. W badaniu Lee i wsp [125] wykazano, ze wartosci MVD
wzrastajg istotnie wraz ze stopniem zaawansowania wg Salmon Durie (p=0,006).
Warto jednak podkresli¢, ze liczba pacjentow, ktorzy wzieli udziat w badaniu byta
ponad dwukrotnie wieksza (107 chorych) niz w badaniu wtasnym. Podobne wyniki
przedstawili w swojej pracy Niemoller i wsp [131]. Poréwnali MVD u chorych na
szpiczaka plazmocytowego przed rozpoczeciem leczenia, jednakze zastosowali inny
podziat pacjentow do analizy, mianowicie wyodrebnili podgrupe chorych o
najmniejszym stopniu zaawansowania (1 stopien) i podgrupe wiekszego
zaawansowania (stopien 2+3). W grupie chorych o najmniejszym stopniu
zaawansowania warto$ci MVD byly istotnie nizsze niz w przypadku grupy wiekszego
zaawansowania (p=0,005). W badaniu wtasnym nie zdecydowano sie na taki podziat
chorych do analizy, poniewaz ze stopniem zaawansowania 1 byto zaledwie 2 chorych,
tymczasem reszte stanowili pacjenci z wyzszym stopniem zaawansowania (50
chorych).

Podobnych obserwacji dokonali Jose i wsp. [132]. Pomimo, iz badanie
opublikowano w 2019 roku, a rekrutacja trwata w ciggu ostatnich kliku lat, stopien
zaawansowania u chorych oceniano jedynie wg klasyfikacji Salmon Durie. Wykazano
dodatnig korelacje pomiedzy stadium choroby a MVD (p<0,05).

Z kolei w badaniu Sucak i wsp., ktére objeto 29 chorych na nieleczonego szpiczaka
plazmocytowego podobnie jak w badaniu wtasnym nie wykazano zwigzku pomiedzy
MVD a stopniem zaawansowania wg Salmon Durie [130].

W pracy witasnej, w analizie dotyczgcej stezen biatek proangiogennych u

pacjentdw w poszczegolnych stadiach zaawansowania wedtug klasyfikacji Salmon

Durie, wykazano istotnie statystycznie zwiekszone stezenia endogliny u chorych z
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wiekszym zaawansowaniem choroby. Nie stwierdzono istotnych statystycznie réznic
w stezeniach pozostatych biatek proangiogennych.

W badaniu Sezer i wsp. [82] oceniano stezenia FGF-2, VEGF oraz HGF byty
istotnie zwiekszone u chorych z wyzszym stopniem zaawansowania wg Salmon Durie
(I+11 vs [ll). W akapicie powyzej, dotyczacym zwigzku MVD ze stadium
zaawansowania, wyjasniono, dlaczego taka analiza nie byla mozliwa w badaniu
wiasnym.

Podobne obserwacje poczyniono takze w pracy Usnarskiej-Zubkiewicz i wsp.
[135]. Badanie objeto tgcznie 34 pacjentow, wsrod ktorych 22 zakwalifikowano jako |l
stopien wg Salmon Durie, a pozostatych 12 jako stopien Ill. U chorych ze stopniem
zaawansowania lll, stwierdzono istotnie wyzsze stezenie VEGF w poréwnaniu z grupg
ze stopniem zaawansowania Il.

W pracy Tsirakis i wsp. [89] oceniano korelacje endogliny z réznymi
parametrami dotyczgcymi chorych na szpiczaka plazmocytowego i podobnie jak w
niniejszej pracy, odnotowano wieksze stezenia endogliny u chorych z wiekszym
zaawansowaniem choroby w klasyfikacji Salmon Durie (p<0,002).

W analizie wiasnej, w poszczegodlnych stadiach zaawansowania w klasyfikacji
ISS oraz R-ISS wykazano istotne roznice statystyczne dotyczgce wartosci MVD u
chorych. Odnotowano istotne zwiekszanie wartosci MVD wraz z wigkszym stopniem
zaawansowania. W przypadku klasyfikacji ISS dotyczyto to zaréwno analizy przy
podziale chorych na podgrupe mniejszego (1+2) a wiekszego (3) zaawansowania
(p=0,0417), jak i zachowujgc podziat chorych zgodnie z klasyfikacjg na stopien 1, 2i 3
(p=0,0465). W przypadku klasyfikacji R-ISS, istotng statystycznie réznice odnotowano
jedynie w przypadku analizy w podgrupach chorych podzielonych zgodnie z
klasyfikacjg stopnia zaawansowania (stopien 1,2 i 3) — p=0,0092.

W przypadku biatek proangiogennych, w pracy wiasnej nie stwierdzono
istotnych réznic w ich stezeniu w zaleznosci od stopnia zaawansowania w
klasyfikacjach ISS oraz R-ISS. W pracy Markovi¢ i wsp. [134] poréwnywano stezenia
wybranych biatek proangiogennych (endoglina, angiogenina i VEGF) w zaleznosci od
stopnia zaawansowania w klasyfikacji ISS i stwierdzono istotnie zwiekszone stezenia
tych biatek w przypadku wyzszego stopnia zaawansowania.

Poréwnujgc liczbe prac dostepnych w pismiennictwie dotyczgcych zwigzku

MVD, ze stopniem zaawansowania, okazuje sie, ze wiekszos¢ dotyczy klasyfikaciji
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Salmon Durie. W badaniu Lee i wsp [125] wykazano silng korelacje pomiedzy
wartoscig MVD a stopniem zaawansowania wg ISS (p<0,001). W dostepnym
piSmiennictwie nie znaleziono natomiast prac, w ktore dotyczytyby oceny korelaciji
pomiedzy wartoscig MVD ale takze stezeniami biatek proangiogennych, a najnowszg
klasyfikacjg R-ISS. Moze to wynika¢ z faktu, ze klasyfikacja R-ISS zostata opracowana
stosunkowo niedawno, w 2015 roku.

W przypadku szpiczaka plazmocytowego, obecnos¢ specyficznych zmian
cytogenetycznych, jak wspomniano we wstepie, stanowi niezalezny czynnik
rokowniczy. Badanie cytogenetyczne jest aktualnie jednym z podstawowych badan
wykonywanych u chorych na szpiczaka plazmocytowego. W badaniu wtasnym, oprécz
oceny wartosci MVD oraz stezenia biatek proangiogennych w zaleznosci od stopnia
zaawansowania w klasyfikacji R-ISS (uwzledniajgca obecnos¢ niektorych zmian
cytogenetycznych w ocenie rokowania), poszerzono analize o ocene korelacji wartosci
MVD oraz stezenia biatek proangiogennych z poszczegolnymi zmianami
cytogenetycznymi, wykrytymi w badaniu FISH w badanej grupie chorych.

Wykazano istotnie zwiekszone wartosci MVD w grupie chorych, u ktorych
badanie FISH wykazato jakiekolwiek nieprawidtowosci (p=0,0296). W przypadku
pacjentow, u ktérych stwierdzono zmiany wysokiego ryzyka cytogenetycznego
(t(4;14), t(14;16) oraz delecje TP53), warto$ci MVD byty wieksze niz u chorych, u
ktérych tych zmian nie stwierdzono, aczkolwiek réznica nie byta istotna statystycznie,
co moze by¢ zwigzane ze stosunkowo niewielkg grupg badanych przypadkéw. Z kolei
poréwnujgc grupe chorych, u ktérych w badaniu FISH wykazano obecno$¢ zmian
sugerujgcych kariotyp hyperdiploidalny, z grupg, w ktorej takich zmian nie stwierdzono,
nie odnotowano znamiennie istotnych réznic w zakresie MVD.

W dostepnym pismiennictwie brakuje prac dotyczgcych korelacji zmian
cytogenetycznych z gestoscig naczyn w szpiku kostnym u chorych na szpiczaka
plazmocytowego.

W pracy Schreiber i wsp. [133], opublikowanej w 2000 roku, oceniano MVD u
chorych na szpiczaka plazmocytowego w odniesieniu do okreslonych zmian
cytogenetycznych w badaniu FISH. Wykazano, ze obecnos$¢ co najmniej jednej zmiany
cytogenetycznej, uznanej jako niekorzystnej rokowniczo jak delecja 13914, delecja

17p, aberracje chromosomu 11 jak t(11;14) wigze sie z zwiekszonymi wartosciami
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MVD. Aczkolwiek szczego6towa analiza pokazata, ze istotnosc statystyczna zostata
osiggnieta jedynie w przypadku delecji 13q14.

W przypadku stezen biatek proangiogennych, nie odnotowano istotnych réznic
statystycznych u chorych, u ktérych stwierdzono prawidtowy kariotyp w poréwnaniu z
podgrupg chorych, u ktérych badanie FISH wykazato jakiekolwiek nieprawidtowosci,
bez wzgledu na ich znaczenie rokownicze. Podobne rezultaty uzyskano poréwnujac
stezenia tych biatek w grupie chorych, w ktorej w badaniu FISH wykazano obecnos¢
zmian sugerujgcych kariotyp hyperdiploidalny vs pozostali chorzy.

W przypadku obecnosci zmian cytogenetycznych, okreslanych jako zmiany
wysokiego ryzyka cytogenetycznego (t(4;14), t(14;16) oraz delecja TP53) stezenia
VEGF A oraz endogliny byty nieznacznie wigeksze niz u chorych, u ktérych tych zmian
nie stwierdzono, aczkolwiek réznica nie bytfa istotna statystycznie. Moze by¢ zwigzane
ze stosunkowo niewielkg grupg badanych przypadkéw, co wymagatoby dalszej
eksploracji.

Podobnie jak w przypadku gestosci naczyniowej, w dostepnym pismiennictwie
brakuje prac dotyczacych korelacji zmian cytogenetycznych ze stezeniem biatek
proangiogennych u chorych na szpiczaka plazmocytowego. W 2013 roku
opublikowano prace Hattori i wsp. [138], w ktorej autorzy skupili sie na charakterystyce
linii komodrkowej, ktérg nazwano MUMZ24, pochodzacej od pacjentki chorej na
szpiczaka plazmocytowego, opornej na kilka zastosowanych linii leczenia, miedzy
innymi obejmujgcych talidomid. Wykryto szereg nieprawidtowosci cytogenetycznych,
jak delecja TP53 oraz t(4;14). Wykazano, ze komorki te posiadaty zdolno$¢ do
uwalniania duzych ilosci czynnikéw proangiogennych jak VEGF, FGF-2 oraz HGF, a
obecnos$¢ traslokacji t(4;14) wigzano z ekspresjg receptora FGFR3. Z pewnoscig
kwestia korelacji stopnia angiogenezy a zmian cytogenetycznych wymaga gtebszej

eksploracji na wiekszej grupie chorych.
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5.2. Stopien nasilenia angiogenezy a wczesne wyniki leczenia

Istotnym punktem badania wtasnego byta ocena stopnia nasilenia angiogenezy
w szpiku kostnym przed leczeniem w kontekscie odpowiedzi na zastosowanie leczenie
I linii.

Wszyscy chorzy, ktorzy zostali witgczeni do badania otrzymali chemioterapie |
linii opartg na bortezomibie oraz deksametazonie w kombinaciji z cyklofosfamidem lub
talidomidem, zgodnie z aktualnie obowigzujgcym standardem w Polsce. Wiekszo$¢
chorych otrzymata leczenie wedtug schematu VCD (bortezomib, cyklofosfamid,
deksametazon). Odpowiedz oceniono u wszystkich pacjentow.

W badanej grupie dla celéw analizy dokonano podziatu chorych na tych, ktérzy
odpowiedzieli na leczenie i uzyskali co najmniej PR (grupa powodzenia leczenia) oraz
tych, ktorzy nie odpowiedzieli na leczenie, to znaczy uzyskali SD lub wystgpita
progresja na leczenie (grupa niepowodzenia leczenia).

W podgrupie powodzenia leczenia, MVD (zaréwno s$rednia jak i mediana) byfa nizsza
niz w podgrupie niepowodzenia. Rdznice te jednak nie byty istotne statystycznie
(odpowiednio: p=0,3419 i p=0,3346).

W badaniu Bhatti i wsp [122] — podobnie jak w pracy wtasnej, oceniano
angiogeneze metodami bezposrednimi - jako MVD i TVA w preparatach z
trepanobiopsji szpiku u chorych w momencie rozpoznania choroby. Odnotowano
istotnie mniejsze nasilenie angiogenezy u chorych, ktérzy uzyskali catkowitg remisje
(okreslonych jako grupe powodzenia leczenia) w porownaniu do pozostatych chorych.
W badaniu tym wzieto udziat ponad dwukrotnie wiecej chorych niz w badaniu wkasnym
(110 chorych vs 53 chorych). Taki podziat chorych jak zastosowat w analizie Bhatti byt
mozliwy z powodu istotnie wiekszej ilosci chorych, ktérzy uzyskali catkowitg remisje
(38 chorych), co stanowito prawie jedng trzecig wszystkich pacjentow w badaniu.
Tymczasem w badaniu wikasnym catkowitg remisje uzyskato jedynie 3 pacjentéw, co
uniemozliwito pod wzgledem statystycznym wykonanie analizy w takich podgrupach
jak w badaniu Bhatti. Dlatego tez podjeto decyzje o dokonaniu podziatu pacjentéw na
dwie grupy biorgc pod uwage jako chorych odpowiadajgcych na leczenie takze tych,
ktorzy uzyskali VGPR jak i PR.

Z kolei w badaniu Babarovi¢ i wsp [127], w ktorym badana grupa objeta 42

pacjentow, zastosowano podobny jak w pracy wiasnej podziat chorych na
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odpowiadajgcych (co najmniej MR) i nieodpowiadajgcych na leczenie. Stwierdzono
istotng statystycznie wiekszg wartos¢ MVD w szpiku kostnym przed leczeniem u
chorych, ktérzy nie odpowiedzieli na leczenie.

W pracy wiasnej wprawdzie nie stwierdzono istotnej réznicy MVD miedzy
podgrupami chorych, ktérzy odpowiedzieli a nie odpowiedzieli na leczenie, aczkolwiek
mozna zauwazy¢, ze w grupie niepowodzenia MVD byta nieznacznie wyzsza. By¢
moze analiza w szerszej grupie pacjentéw pozwolitaby na uzyskanie znamiennosci
obserwowanej roznicy.

W pracy wtasnej szczegdlng uwage zwrocono na 6 pacjentow, u ktérych
stwierdzono progresje choroby. U 3 z nich, u ktérych doszto do wczesnego zgonu
zaraz po stwierdzeniu progresji choroby stwierdzono szczegdlnie wysokie wartosci
MVD. Pacjentéw tych cechowato dodatkowo wysokie zaawansowanie choroby
stwierdzane w klasyfikacjach ISS, R-ISS oraz Salmon Durie oraz u 2 z nich obecnos¢
zmian cytogenetycznych wysokiego ryzyka — miedzy innnymi t(4;14), mutacji TP53
oraz t(14;16). Podobne obserwacje poczynili wspomniani powyzej Bhatti i wsp.
Odnotowali istotnie wieksze nasilenie angiogenezy u chorych, u ktérych stwierdzono
gwaltowng progresje oraz zgon. W badaniu Sezer i wsp.[123] stwierdzono istotng
réznice w przezywalnosci chorych, u ktorych stwierdzono wysoki a niski stopien
nasilenia angiogenezy w szpiku kostnym. Na podstawie wielowariantowej analizy
Coxa, biorgc pod uwage dotychczas uznane w szpiczaku plazmocytowym czynniki
prognostyczne jak np. stezenie 32 mikroglobuliny, MVD pozostato istotnym czynnikiem
prognostycznym.

W pracy wtasnej nie odnotowano roznic istotnych statystycznie dotyczgcych
stezen biatek proangiogennych pomiedzy grupami chorych pozytywnie i negatywnie
odpowiadajgcych na leczenie. By¢ moze wynika to ze zbyt matej liczby pacjentow
wigczonych do badania, co uniemozliwiato wyznaczenie innego podziatu kryteriow
powodzenia leczenia. W pracy Saltarella i wsp. opublikowanej w 2019 roku [139],
badaniem objeto prawie dwukrotnie wiekszg liczbe chorych (n=124). Wykazano, ze w
grupie chorych, ktérzy najlepiej odpowiedzieli na leczenie (odpowiedz co najmniej
VGPR), wyjsciowe (w momencie diagnozy) stezenia biatek proangiogennych (miedzy
innymi FGF-2, VEGF, ANG-2) byly istotnie nizsze. Autorzy wyznaczyli rowniez punkty
odciecia dla stezeh czynnikbw proangiogennych, ktoére determinowaly lepsza

odpowiedz na leczenie. W pracy wiasnej na podstawie przyjetych kryteriow
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powodzenia i niepowodzenia leczenia, nie udato sie na podstawie krzywych ROC
wyznaczy¢ punktow odciecia stezen badanych biatek proangiogennych.
Podsumowujgc, nalezy podkresli¢, ze jednym z istotnych ograniczen pracy byta
liczba zrekrutowanych pacjentow. Poza uzyskanymi, istotnymi wynikami
wskazujgcymi na zwigzek stopnia nasilenia angiogenezy w zaawansowaniem
choroby, rysowaty sie takze trendy, ktdére moim zdaniem sg interesujgce pod katem

dalszego badania tego zagadnienia.
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. Wnioski

. Stwierdzono korelacje MVD oraz nacieku nowotworowymi plazmocytami w
szpiku kostnym, stopniem zaawansowania choroby w klasyfikacji ISS oraz R-
ISS, a takze nieprawidtowym wynikiem badania FISH oraz korelacje stezenia
endogliny u chorych z zaawansowaniem choroby w klasyfikacji Salmon Durie
oraz z nasileniem widknienia szpiku.

. Nie stwierdzono istotnej korelacji stopnia nasilenia angiogenezy ocenianego
metodg MVD oraz stezenia badanych biatek proangiogennych z wczesnymi
wynikami leczenia u chorych na szpiczaka plazmocytowego.

. Nie stwierdzono istotnej wartosci prognostycznej stopnia nasilenia angiogenezy
ocenianego metodg MVD oraz stezenia badanych biatek proangiogennych dla
wynikéw wczesnych chemioterapii pierwszej linii u chorych na szpiczaka

plazmocytowego
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Streszczenie

Wprowadzenie

Szpiczak plazmocytowy (MM) jest chorobg nowotworowg, ktéra wywodzi sie z
limfocytow B, ktore znajdujg sie w koncowym etapie procesu réznicowania. Pomimo
postepu jaki dokonat sie w ostatnich latach w diagnostyce i leczeniu, choroba ta
pozostaje nieuleczalna, a jej przebieg jest trudny do przewidzenia. Dane dostepne w
piSmiennictwie wskazujg na role procesu angiogenezy w rozwoju i progresji szpiczaka
plazmocytowego. Stopieh nasilenia angiogenezy w szpiku kostnym u chorych na
szpiczaka plazmocytowego mozna ocenia¢ w sposob bezposredni poprzez okreslenie
gestosci mikronaczyn w preparacie histologicznym szpiku (MVD — mean vessel

density) lub posredni przez badanie stezen biatek proangiogennych.

Cele

Celem pracy byta ocena korelacji stopnia nasilenia angiogenezy metodg MVD
oraz stezenia biatek proangiogennych (endoglina, VEGF A, VEGF B, FGF2, FLT3) z
wybranymi parametrami Kklinicznymi, histopatologicznymi oraz genetycznymi
okreslonymi w momencie diagnozy u chorych na MM a takze wczesnymi wynikami

leczenia oraz ich wartosci prognostyczne;.

Materiat i metody

Do badania wtgczono 53 chorych na nowo zdiagnozowanego MM w Oddziale
Hematologicznym SPZOZ Zespole Szpitali Miejskich w Chorzowie. Wsrod chorych
byto 25 kobiet i 28 mezczyzn, a mediana wieku wynosita 67 lat. Ocene osoczowych
stezen biatek proangiogennych (endoglina, VEGF A, VEGF B, FGF2, FLT3) dokonano
za pomocg ilosciowych testow immunoenzymatycznych (ELISA, z ang. enzyme-linked
immunosorbent assay). U chorych wykonano biopsje aspiracyjng szpiku kostnego,
trepanobiopsje oraz badanie cytogenetyczne FISH. Ocene MVD przeprowadzano w
materiale  uzyskanym z  trepanobiopsji szpiku z uzyciem  barwien

immunohistochemicznych (przeciwciata przeciwko antygenowi CD34), liczgc naczynia
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w 10 polach widzenia o subiektywnie najwiekszej ilosci naczyn (,hot spots”). Stopien
zaawansowania choroby okreslano przy uzyciu klasyfikacji R-ISS, ISS oraz Salmon
Durie. Wszyscy pacjenci otrzymali leczenie chemioterapeutyczne wedtug schematéw
opartych na bortezomibie. Ocene efektu leczenia przeprowadzano po 6 cyklach

leczenia wg kryteriéw IMWG.

Wyniki

W momencie diagnozy MM, MVD byta istotnie zwiekszona w przypadku
wyzszego stadium zaawansowania (p = 0,0417) wg klasyfikacji ISS oraz u pacjentow
z 2 50% naciekiem komorek plazmatycznych w trepanobiopsji szpiku kostnego (p =
0,0002). Stwierdzono istotnie wyzsze stezenie endogliny w grupie chorych z wyzszym
stopniem zaawansowania choroby wedtug klasyfikacji Salmon Durie (p=0,0039) oraz
u chorych z wiekszym nasileniem widknienia szpiku (p=0,0228). Wykazano istotnie
zwiekszone wartosci MVD w grupie chorych, u ktérych badanie FISH wykazato
nieprawidtowosci (p=0,0296).

Nie stwierdzono natomiast istotnej korelacji miedzy stezeniami biatek

proangiogennych lub MVD a wczesng odpowiedzig na leczenie.

Whnioski

Stwierdzono korelacje MVD oraz nacieku nowotworowymi plazmocytami w
szpiku kostnym, stopniem zaawansowania choroby w klasyfikacji ISS oraz R-ISS, a
takze nieprawidtowym wynikiem badania FISH oraz korelacje stezenia endogliny u
chorych z zaawansowaniem choroby w klasyfikacji Salmon Durie oraz z nasileniem
widknienia szpiku. Nie stwierdzono istotnej korelacji oraz wartosci prognostycznej
stopnia nasilenia angiogenezy ocenianego metodg MVD oraz stezenia badanych
biatek proangiogennych dla wynikéw wczesnych chemioterapii pierwszej linii u chorych

na szpiczaka plazmocytowego.

Stowa kluczowe: szpiczak plazmocytowy, angiogeneza, biatka proangiogenne,

rokowanie, chemioterapia
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Abstract

Introduction

Multiple myeloma (MM) is a cancer that originates from B lymphocytes that are
in the final stages of differentiation. Despite the progress that has been made in
diagnostics and treatment during the recent years, the disease remains incurable and
its course is difficult to predict. Data available in the literature indicate the role of
angiogenesis in the development and progression of MM. The incidence of
angiogenesis in the bone marrow in patients with MM may be assessed directly by
determining the microvessel density in the histological preparation of the bone marrow
(MVD - mean vessel density) or indirectly by measuring the levels of proangiogenic
proteins.

Objective

The aim of the study was to assess the correlation of the incidence of
angiogenesis with the MVD method and the concentration of proangiogenic proteins
(endoglin, VEGF A, VEGF B, FGF2, FLT3) with selected clinical, histopathological and
genetic parameters determined at the time of diagnosis in patients with MM and also

with the early treatment results and their prognostic value.

Materials and Methods

We enrolled 53 patients with newly diagnosed multiple myeloma, 25 women and
28 men. The median age was 67 years. The assessments of plasma concentration of
endoglin, VEGFA, VEGFB, FGF2, FLT3 ligand were evaluated with ELISA test. The
bone marrow biopsy, aspirate and cytogenetics (FISH) were also performed. MVD was
estimated using standard immunohistochemical method (antibodies against anti-
CD34) by counting the number of microvessels in ten "hot spots”. The staging was
performed using R-ISS, ISS and Salmon Durie systems. All the patients received
bortezomib-based treatment, and the disease assesement was performed after 6

cycles of treatment as per IMWG criteria.
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Results

At the time of MM diagnosis, MVD was significantly increased in the higher stage
(p = 0.0417) according to ISS classification and in the case of = 50% plasma cell
infiltration in bone marrow trephine biopsy (p = 0.0002). A significantly higher endoglin
concentration was found in the group of patients with a higher stage of disease
according to the Salmon Durie classification (p = 0.0039) and in patients with a higher
severity of bone marrow fibrosis (p = 0.0228). Significantly increased MVD values were
found in the group of patients in whom FISH showed abnormalities (p = 0.0296).

There was no significant correlation between proangiogenic protein or MVD

levels and early response to treatment.

Conclusions

There was a significant correlation between MVD and infiltration of malignant
plasma cells in the bone marrow, the ISS and R-ISS stage and abnormal FISH result.
There was also a significant correlation of endogline levels in patients with advanced
disease in the Salmon Durie classification and the severity of bone marrow fibrosis.

There was no significant correlation or prognostic value of angiogenesis assessed
by MVD or the concentration of proangiogenic proteins for the early results of frontline

chemotherapy in patients with MM.

Key words: multiple myeloma, angiogenesis, proangiogenic proteins,

prognosis, chemotherapy
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