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Rola badan cytogenetycznych w
chorobach rozrostowych uktadu
krwiotworczego

* Poznanie biologii choroby

* Pomoc w ustaleniu rozpoznania

* Rokowanie, okreslenie czynnikow ryzyka

* Monitorowanie przebiegu choroby
(transformacja)

"Planowanie interwencji terapeutycznych
(leczenie celowane)



Cytogenetyka szpiczaka mnogiego
w ,,tyle” za innymi chorobami bo:

= konwencjonalne badanie cytogenetyczne —
czesto z komorek uktadu granulocytarnego
(prawidtowy kariotyp)

" szereg zmian cytogenetycznych nie
widocznych w konwencjonalnym badaniu

cytogenetycznym
"Heterogennos¢ stwierdzanych zmian



Historia odkryC cytogenetycznych w szpiczaku

Liang W, Hopper JE, Rowley JD.

1979

Liang (M-cytogenetics)

Abnormal in advanced MM Cancer. 1979;44:
t{11:14), 14g abn common 630-44.
Gainchr 1, 5, 9, 11

1985

Drach (FISH)

Aneuploidy, usually manifest by chr
gain, iscommon by FISH

Tricot (M-cytogenetics)
A13, A13qg or 11q abnormities prognostic

Sawvyer (M-cytogenetics)
Hyperdiploidy: trisomies 3,5, 7. 11. 15, 19, 21
A13M3q presentin 43%:"
Structural abn of chr 1 in 48%%:°
Breakpoint 14932 commaon,
with chr 11913 and 8g24 partners

2000

2002

2006 Hanamura (GEP)

1985 Dewald (M-cytogenetics)
Poor prognosis if any abnormality

1984 Dao

A Rb-1 in > S50%by ASH

Aimonly 17% by M-cytogenetics
1997 Chesi

Fbrobiast growth factor receptor 3

is 14q partner in t{4:14)
1998 |Sawyer (SKY)

Konisberg (FISH)
17p13 = poor prognosis
Jumping translocations of 1q common

Avel-Loiseay (FISH)
t{4:14) ort {14;16) associated 13

Increasing copy number of 1 q with
disease progression

Jumping translocations of 1 commaon

Chesi
t{4:14) c-maf is 14q partner
Avet-Loiseau (FISH)

lllegitimate 14q recombinations in 579,

Smadia (M-cytogenetics)
Hyperidiploid vs non-hyperdiploid MM

Hyperdiploid = better prognosis

2001 Awvva (M-cylogenefics)

Discordant cytogenetics between iliac crest
and other focal lesion biopsy

Smadija (M-cytogenetics)
Hypodiploidy is more important than A13

2003 Fonseca (FISH)
Association between hypodiploidy &

14932 translocations




Biologia-rozpoznanie




Dychotomia kariotypu szpiczaka
okresla droge ekspansji klonalnej

Hyperdiploidalny (H-MM) kariotyp (48 do 74,
mediana 53, chromosomow) z powtarzajacymi sie
trisomiami chromosomow 3, 5, 7,9, 11, 151 19 -
klon nabywa i traci chromosomy netto uzyskujac
wiekszg liczbe chromosomow waznych dla ekspansiji
Nie-Hyperdiploidalny: hypodiploidalny (< 48
chromosomow), pseudodiploidalny (czyli o
prawidtowej liczbie chromosomow, ale z aberracjami
strukturalnymi), lub prawie tetraploidalny kariotyp
(>74 chromosomow). — klon toleruje utrate
pewnych chromosomow bo posiada inna/e nieznang
Zmiane podtrzymujaca jego proliferacje




Implikacje biologiczne dychotomi
cytogenetycznej szpiczaka mnogiego

Widoczna od etapu MGUS, utrzymuje sie przez caty
okres trwania choroby, rowniez w okresie progresji

Klony hyperdiploidalne- bardziej zalezne od
mikrosrodowiska szpiku — brak linii komorkowych

Klony nie-hyperdiploidalne- zgrupowanie translokacji
obejmujacych lokus tancuchow ciezkich
immunglobulin w chromosomie 14 (14g32)



DYCHOTOMIA SZPICZAKA MNOGIEGO

Limfocyt B z osrodkow rozmnazania

/©\

MGUS Nie-hiperdiploidalny Hiperdiploidalny ~ MGUS

Trisomie
3,5,7,9,11, 15,19, 21

11q13, 4p16, 16923, 6p21

SZPICZAK MNOGI SZPICZAK MNOGI



Non-hyperdiploid MM/MGUS Hyperdiploid MM/MGUS

“Primary” Not Recurrent No
IgH IgH IgH
Translocations Translocations Translocations

Non Ploidy
Hyperdiploid variable Hyperdiploid




mplikacje Kliniczne aychotomi
cytogenetycznej szpiczaka mnogiego

grupa hyperdiploidalna (H-MM)
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Translokacje obejmujace lokus genow
tancuchow ciezkich immunoglobulin
(14932) grupa nie-hyperdiploidalna (NH-MM)

Translokacja t(11;14)(q13;932) dotyczaca
cykliny D1

Translokacja t(6;14)(p21;q32) dotyczaca
cykliny D3

Translokacja t(4;14)(p16;q32)
Translokacja t(14;16)(q32;923)



Translokacja t(11;14)(gq13;q32)
dotyczgca cykliny D1

Czesta translokacja-15-18% chorych
zwiekszenie aktywnosci cykliny D1 (CCND1)

wzrost aktywnosci genu MYEOV (myeloma
overexpressed gene in a subset of t[11;14]-
positive multiple myelomas), konsekwencje
nie sg poznane

podobna czestosc¢ u chorych z MGUS



Translokacja t(11;14)(gq13;q32)
dotyczgca cykliny D1

klinicznie limfoplasmocytoidalna
morfologia, szpiczak Bence-Jones'a,
powierzchniowa ekspresja CD20 oraz
Zaangazowanie genow fancucha
lekkiego lambda

Przebieg kliniczny jest jednak
zroznicowany, u wiekszosci chorych
mato agresywny, u czesci gwattowny,



Translokacja t(6;14)(p21;32)
dotyczaca cykliny D3

u 5% chorych
zwiekszenie aktywnosci cykliny D3

konsekwencje kliniczne podobne jak
przy t(11;14)(q13;932) ze wzgledu na
niemal identyczny profil ekspresji genow



Translokacja t(4;14)(p16;q32)

PO raz pierwszy wykryta w liniach

komorkowych

nie jest widoczna w klasycznym badaniu

cytogenetycznym

zwiekszona ekspresja 2 genow: receptora 3

czynnika wzrostu fibroblastow
Growth Factor Receptor 3, FG
MMSET (Multiple Myeloma SET

(Fibroblast
R3) oraz genu
" domain) o

aktywnosci metylotransferazy

nistonow



Translokacja t(4;14)(p16;q32)

stwierdza sie u okoto 15% chorych z MM,
czesto o fenotypie IgA

agresywny przebieg choroby

nie ma korzysci z leczenia melfalanem w
wysokich dawkach

Wznowa w ciggu roku od pojedynczej
transplantacji, zwykle oporna na sterydy i leki
alkilujgce

czesto towarzyszy delecja/monosomia
chromosomu 13 = marker t(4;14)(p16;q32)



Translokacja t(14;16)(q32;923)

partnerami sq geny z rodziny MAF (Musculo
aponeurotic fibrosarcoma oncogene family)
kodujqce czynniki transkrypcyjne

nie jest widoczna w klasycznym badaniu
cytogenetycznym

czeste wystepowanie fenotypu IgAA oraz
wspotwystepowanie delecji chromosomu 13

agresywny przebieg choroby



Trisomie
grupa Hyperdiploidalna (H-MM)

szereg nieparzystych chromosomow, w
szczegolnosci chromosomu 9, 11§ 15

ale trisomia chromosomu 13 bardzo rzadko

Przyczyna tworzenia sie trisomii i ich roli w
ewolucji klonalnej- nie jasna

niedawne doniesienie: lepsze rokowanie w
grupie H-MM wynika z amplifikacji 5931.3.
(Avet-Loiseau, et al 2009)
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Czynniki warunkujgce progresje

Muszg byc obecne we wszystkich genetycznych
podtypach szpiczaka, zarowno H-MM i NH-MM, choc
Z rozng czestosciq

Delecje chromosomu 13

Delecje 17p13 i inaktywacja biatka p53
Zaburzenia chromosomu 1

Zaburzenia NF-kB

Zaburzenia genu MYC

Zaburzenia p16 i p18

Delecje 12p i zaburzenia 169




Delecje chromosomu 13

Wystepujq niemal u potowy chorych z MM, gtownie
w grupie NH-MM ale tez w H-MM, w 85% delecje

pierwsze zidentyfikowane aberracje o niekorzystnym
Znaczeniu rokowniczym

Bezposredni niekorzystny wptyw nie potwierdzony-
wspotwystepowanie z innymi niekorzystnymi
aberracjami t(4;14)(p16;g32)

istnienie genu supresorowego (antyonkogenu)-brak
trisomii 13-delecja akcelerowataby wzrost komorki.

Niektorzy za taki gen uwazajg gen Rb gen wraziwoi na
siatkowczaka (13q14.1-q14.2)



Delecje 17p13 | inaktywacja biatka p53

niekorzystne rokowanie, 10% chorych

w obrazie klinicznym czesto hyperkalcemia, guzy
plazmocytarne, zajecie osrodkowego uktadu
nerwowego oraz kragzace plazmocyty we krwi
obwodowe;]

inaktywacje p53stwierdza sie niemal we wszystkich
przypadkach biataczki plazmatycznej

Alo-HCT nie zmniejsza niekorzystnego wptywu
delecji 17p13 (7%vs 56% odpowiedzi)



Zaburzenia chromosomu 1

przybytki sekwencji i korespondujgcy im wzrost
aktywnosci w locus 1921 w 20-30% chorych z MM
Obejmujg okolice centromeru pod postacig
skaczacych translokacji- przybytki 1q i delecje 1p
sg bardzo blisko ze sobg zwigzane

gtownie obserwowano w klonach z t(4;14) i
t(14;16) lub o wysokim indeksie proliferacyjnym

amplifikacja chromosomu 1 jest tylko wyrazem
bardzie] zaawansowanej i genetycznie mniej
stabilnej choroby, negatywne rokowanie bo
zwigzek tego zaburzenia z translokacjami o ztym
rokowaniu



Zaburzenia drogi sygnatowe] NF-kB

LT, a0l , Srowth Tactors,
BAFF/BLys Imsulin,etc THF Ao -PEHIC Aoy
j LTBE v-::;# = THMFR TR ~ BCR
S O40 R
ll uﬂﬁﬂ:- L E i L v 1 I & i g i i ‘ i ' ™ ol gl o g i s =
Ras it Y LIC
BRI
3 - T ZAPTO - -—
- PIK3 i PLCy3) P13k
..-.-'-""'_'-H_H_# - - .
L1 ‘IL ME KK3 PKCa S -E:i-:'LC ;
- ProplilPKCE ) +——— ..
+ e L T
T
I 1Ko IKKB

@ i P IkKa, (GSK=- L
~ B ap
l RalBE j i L / S A

MNF-sB2 g

- -+ pESS -—
2100 | £ PSS oot ool H-n'i'.n

Prﬂh;a somail : MNF-wB2
Processing i pS
FE X I e ) = i . o gl ol o R o - [ s ¥
v
pESs
NF-wB2 = __LE_J:,D”"
p&2 L pEOGD 0

B Call Malturation Surwvival , ProlifTeration

- ”
| Lymphogenesis, | Inflammation, immune Regulation, |

"'i:-'- L
|




Zaburzenia NF-kB

u okoto 50% chorych z MM dochodzi do konstytutywne;
aktywacji sygnatu przenoszonego przez czynnik jgdrowy kB

Rozktad zaburzen prowadzacych do zwiekszonej
aktywnosci NF-kB- rownomierny we wszystkich gtownych
genetycznych podtypach szpiczaka - wtorny charakter
tych zaburzen

aktywnosci NF-kB znaczenie(?) w przewidywaniu
odpowiedzi na zastosowanie inhibitorow proteasomow -
u chorych z niskim poziomem TRAF3, (wyktadnik
konstytutywnej aktywacji NF-kB) 90% odpowiedzi na
bortezomib, natomiast u chorych z prawidtowym
poziomem TRAF3 tylko 35% odpowiedzi.(Keats, et al
2007)



Zaburzenia p16 1 p18

Biatko p16INK4A - inhibitor cykliny CDK4/6 aktywujgcej
biatko Rb . Brak biatka p16 prowadzi do nadmiernej
proliferacji

Inaktywacje genu p16 (9p21) przez metylacje
obserwowano u 50% chorych z MM (rola w rodzinnym
wystepowanie szpiczaka ?)

Ale, metylacja genu p16 wydaje sie nie mie¢ znaczenia
prognostycznego- stad rola w progresji MM niejasna

Biatko p18INK4C- inhibitor cykliny, brak tego biatka —
zwiekszona proliferacja

Bialleliczna delecja p18 u 10% chorych z MM

Ale u innych chorych z wysokg proliferacjg — zwiekszone
stezenie p18- mechanizmy utraty wrazliwosci na p18 nie
poznane



Delecja 12p | zaburzenia 169

u 12% chorych z MM (analiza polimorfizmu pojedynczych
nukleotydow , SNP)

Krotszy czas przezycia catkowitego | wolnego od zdarzen
(Avet-Loiseau, et al 2009)

zaburzenia 16q wazne | powtarzalnych aberracjie

genetyczne (20% badanych chorych) (Walker, et al
20006)

czesto dochodzi do utraty obydwu regiondw 16q=
przypuszczenie, ze gen WWOX zlokalizowany w
regionie 16q petni role antyonkogenu w MM

Utrata genu WWOX wigze sie ze ztym rokowaniem.
(Jenner, et al 2007)



Jeden gen — mato informaciji

RNA,
profil ekspresji
gendéw

Kompletny zestaw genow — daje peten obraz



Fropartion of Cates

Sygnatura genowa wysokiego ryzyka

technika mikromacierzy GEP (gene expression profile)-
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Klasyfikacja molekularno-cytogenetyczna

Fonseca, et al Leukemia 2009

Podtyp Procent | Cechy kliniczne i laboratoryjne

Hyperdiploidalny 45 Przebieg mniej agresywny, IgGk, starsi chorzy

Nie-hyperdiploidalny 40 | Przebieg bardziej agresywny, IgAA, mtodsi chorzy

Translokacje cyklin D 18

t(11;14)(q13;932) 16 Zwigkszenie ekspresji CCND1, rokowanie lepsze, zmiany kostne, dwa typy GEP
t(6;14q)(p21;32) 2 Prawdopodobnie taki sam jak CCND1

t(12;14)(p13;932) <1 Rzadki

Translokacje MMSET 15 Zwigkszenie ekspresji MMSET, Zwigkszenie ekspresji FGFR3 w 75%, zte
t(4;14)(p16;932) rokowanie przy konwencjonalnym leczeniu, zmiany kostne rzadko

Translokacje MAF 8 Choroba agresywna

t(14;16)(q32;923) 5 Agresywny przebieg potwierdzony przez 2 badania

t(14;20)(q32;q11) 2 Jedno badanie wykazujace agresywny przebieg

t(8;14)(q24;932) 1 Wplyw na przebieg jeszcze nieudokumentowany, prawdopodobnie agresywny

Nieskalsyfikowane 5 Rézne podtypy, niektére si¢ naktadaja




Rekomendacje badan molekularnych

panel FISH (Minimal FISH Panel) obejmujacy t(4;14)
(p16;932), t(14,16)(932;923) i —17p13 wykonywany na
oczyszczonych plazmocytach

WYKRYWANIE INNYCH CHORYCH O GORSZYM ROKOWANIU
ORAZ CHORYCH O LEPSZYM ROKOWANIU

Szerszy panel powinien obejmowac¢ mozliwos¢ oznaczenia
zaburzen chromosomu 1, utraty 12p oraz przybytku 59,
okreslenia ploidii, a takze wykrycia t(11;14)(q13;932) i
innych translokacji IgH nie sprecyzowanych

Wartosc¢ prognostyczng rozpatrywac w potgczeniu z parametrami klinicznymi.
Przyktadowo, stezenia 32 mikroglobuliny moduluje znaczenie prognostyczne
t(4;14)(p16;932)(Avet-Loiseau, et al 2007) czy amplifikacji 5931.3.(Avet-
Loiseau, et al 2009) oraz chromosomu13 - cho¢ sam przestat by¢ uwazany za
silny czynnik prognostyczny




Stratyfikacja ryzyka szpiczaka wg Mayo Clinic.
(Stewart, et al 2007)

Wysokie ryzyko (25%)** Standardowe ryzyko (75%)*
Jakikolwiek czynnik z: Hyperdiploidia i nieobecnos¢
t(414) w FISH CzynnikéW WySOkiegO
t(14,16) lub t(14:20) w FISH t(11;14) w FISH

Delecja 17q13 w FISH 4(6;14) w FISH

Delecja 13 lub aneuploidia w analizie metafaz

Indeks znakowania plazmocytow >3.0

*chorzy ,,prawdziwie” z grupy niskiego ryzyka: genetycznym markerom
niskiego ryzyka towarzyszg laboratoryjne i kliniczne cechy nieagresywnej
choroby: B2 mikroglobulina <5.5 mg/l, LDH<250 i/lub indeks znakowania
plazmocytéw <1.0.

**B2 mikroglobulina<3.5 mg/l u chorych wysokiego ryzyka genetycznego moze
wskazywac¢ na mniej agresywny przebieg choroby. Np. chorzy z t (4;14) i niska
B2mikroglobuling (<4mg/l) i HgB>10g/dl maja chorobe posredniego ryzyka



Czy warto w codziennej
praktyce lekarskiej?

Stwarza mozliwosc ,personalizacji” leczenia
szczegolnie wobec mozliwosci wyboru roznych
strateqii leczenia (mtodzi chorzy)

Szybka identyfikacja chorych bardzo wysokiego
ryzyka

pomocna w diagnostyce roznicowej: oznaczenie
translokacji t(11;14)(q913,932) pozwala na
odroznienie rzadkich przypadkow szpiczaka IgM

od makroglobulinemii Waldenstroma, avet-Loiseau, et a/
2003)



PERSONALIZACJA LECZENIA

Transplant Ineligible
MP + Bortezomib® MP + Thalidomide*
} |
Observation Observation

* In patients in whom administration of thalidomide or bortezomib is of concern,
consider MP or Rd

Wintrobe’s Clinical Hematology 2009



PERSONALIZACJA LECZENIA

Transplant Eligible

3-4 cycles of: Lenalidomide-low dose Dex OR |
Bortezomib based regimens

(e.g. Cyclo-Bortezomib-Dex, Bortezomib - Dex)* *Boriezomib containing
1 regimen preferrad in

canioxt of renal failure
Collect Stem Cells

BT BTN

Add or continue bortezomib to maximal Autologous stem cell
response + 2 cycles (or intolerance) transplant (ASCT) !

L !

Consider Lenalidomide-4ow dose Dex Consider 2nd ASCT If
untll progression not in VGPR or better after 1st ASCT !

[

Observation !

Wintrobe’s Clinical Hematology 2009



	Slajd 1
	Slajd 2
	Slajd 3
	Slajd 4
	Slajd 5
	Slajd 6
	Slajd 7
	Slajd 8
	Slajd 9
	Slajd 10
	Slajd 11
	Slajd 12
	Slajd 13
	Slajd 14
	Slajd 15
	Slajd 16
	Slajd 17
	Slajd 18
	Slajd 19
	Slajd 20
	Slajd 21
	Slajd 22
	Slajd 23
	Slajd 24
	Slajd 25
	Slajd 26
	Slajd 27
	Slajd 28
	Slajd 29
	Slajd 30
	Slajd 31
	Slajd 32
	Slajd 33
	Slajd 34
	Slajd 35
	Slajd 36

