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Streszczenie

Szpiczak plazmocytowy (PCM) jest chorobg nowotworowq charakteryzujgcq sie klonalng prolife-
racjq plazmocytow w szpiku kostnym lub narzgdach pozaszpikowych. Rodzaj zaburzen moleku-
larnych, szczegolnie wtornych, ksztaltuje tempo progresji tego nowotworu i roznorodnosc obrazu
klinicznego u poszczegolnych chorych. Choroba stanowi idealny model do badania zjawiska hete-
rogennosci wewngtrzklonalnej ze wzgledu na wysoki stopien zroznicowania genetycznego klonu
nowotworowego. Proces ewolucji wewngtrzklonalnej odgrywa podstawowq role w transformacyi
nowotworowej 1 progresji gammapatii o nieokreslonym znaczeniu ovaz bezobjawowego szpiczaka
tlgcego sie do postaci objawowej. Istnienie voznovodnych subklonow komorek przeklada sig rowniez
na rozng skutecznosc poszczegolnych strategii tevapeutycznych oraz implikuge potrzebe okveslenia
czynnikow stratyfikacyi ryzyka, ktore wumozliwilyby personalizacje i optymalizacje terapii. Ideal-
nym narzedziem umozliwiajgcym oceng ewolucyi klonalnej PCM jest technika sekwencjonowania
nastepnej generacyi. Pozwala ona zidentyfikowac mutacje sprawcze warunkujgce agresywnosc
rozrostu danego klonu komorek, a dodatkowo umozliwia ocene minimalnej choroby resztkowej
(MRD) z bardzo wysokq czuloscig, trudng do osiggniecia rutynowymi metodami diagnostyczny-
mi. Uzyskiwane obecnie wyniki oznaczania MRD majq znaczenie glownie prognostyczne, jednak
w bliskiej przyszlosci z duzym prawdopodobieristwem bedg one podstawq indywidualizacyi terapii.
Zrozumienie tego, jak zmiany genetyczne przyczyniajq sie do ewolucji klonalnej, a tym samym
rozwoju opornosci PCM, pozwoli w przyszlosci na przelamanie choroby opornej ovaz zapobiezenie
Jjej powstawaniu.

Stowa kluczowe: sekwencjonowanie nastepnej generacji, heterogennos¢ klonalna, szpiczak
plazmocytowy, choroba resztkowa
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Abstract

Plasma cell myeloma (PCM) is a cancer characterized by proliferation of clonal plasmocytes in the
bone marrow or extraosseus organs. Type of molecular events, especially of secondary nature, affects
the kinetics of disease progression and its clinical hetevogeneity in particular patients. Plasma cell
myeloma poses an ideal study model of intraclonal heterogeneity due to the high genetical variety
of the tumor clone. The process of intraclonal evolution plays a key role in the cancerous transfor-
mation of monoclonal gammapathy of undetermined significance and progression of smouldering
multiple myeloma to symptomatic PCM. The existence of various cell subclones affects the efficacy
of therapeutic strategies and urges the need of identification of novel risk stratification factors which
may allow the personalization and optimization of the therapy. Next generation sequencing is an
tdeal tool enabling the assessment of clonal PCM evolution. This technique is capable of identifying
Sfunding mutations defining the aggressiveness of the cell clone. Additionally, it enables the assess-
ment of minimal residual disease (MRD), which is not achievable with routine diagnostic methods.
The results of MRD assessment have so far mainly prognostic significance, however in the near
Sfuture it is most probable that it will be the basis of therapy personalization. The understanding of
how genetic changes contribute to clonal evolution and thereby to resistance of plasma cell myeloma
cells, will enable to overcome and prevent the development of refractory disease.
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Wprowadzenie

Szpiczak plazmocytowy (PCM, plasma cell
myeloma) jest choroba nowotworowa charakte-
ryzujaca sie klonalng proliferacja plazmocytow
w szpiku kostnym lub tkankach pozaszpikowych
[1]. Choroba dotyka giéwnie osoby starsze (me-
diana zachorowania 69 lat) i charakteryzuje sie
niekorzystnym rokowaniem. Jednak wprowadze-
nie kilku nowych grup lekéw w ostatnich dwoch
dekadach, w tym lek6w immunomodulujacych (ta-
lidomid, lenalidomid, pomalidomid), inhibitoréw
proteasomu (bortezmib, karfilzomib) czy prze-
ciwcial monoklonalnych (m.in. daratumumab),
znacznie przediuzylo oczekiwany czas przezycia
pacjentow [2-4]. Rownolegle do postepow w le-
czeniu szpiczaka rozwijano nowe metody diag-
nostyczne, takie jak mikromacierze ekspresyjne
pozwalajace na badanie profilu ekspresji genow
(GEP, gene expression profiling) czy sekwencjono-
wanie nastepnej generacji (NGS, next generation
sequencing), ktore wplynely na rozwoj wiedzy
dotyczacej patogenezy, czynnikow rokowniczych
1 predykcyjnych choroby [2, 5]. W niniejszej pracy
omoéwiono role badan metoda NGS w kontek-
Scie analizy heterogenno§ci wewnatrzklonalne;j
oraz monitorowania minimalnej choroby resztko-
wej (MRD, mininal residual disease) u chorych
na PCM.
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Zmiany genetyczne wystepujace w PCM

Szpiczak plazmocytowy jest nowotworem
o niejednorodnym obrazie klinicznym, zréznico-
wanym przebiegu choroby oraz niezdefiniowane;j
ostatecznie etiologii. Uwaza sie, ze wstepnym
etapem onkogenezy PCM sg biedy w fizjologicznym
procesie powstawania somatycznych hipermutacji
zachodzacym w komorkach prekursorowych limfo-
cytow B, co w przypadku zaburzen mechanizmow
naprawy DNA prowadzi miedzy innymi do translo-
kacji onkogendéw w poblize sekwencji wzmacniaja-
cych ekspresje w obrebie gendéw tancucha ciezkiego
immunoglobulin (/GH, immunoglobulin heavy
chain) [6, 7]. Skutkuje to niestabilnoScia genetycz-
na, pojawianiem sie mutacji w onkogenach oraz
powstaniem niewielkiego klonu plazmocytowego.
Prowadzi to do rozwoju gammapatii monoklonalne;j
o nieokres$lonym znaczeniu (MGUS, monoclonal
gammopathy of undetermined significance), ktora
prawdopodobnie poprzedza wystapienie PCM
u wiekszosci chorych, jednak ze wzgledu na brak
objawow Kklinicznych najczeSciej pozostaje nieroz-
poznana [1, 6, 8]. Najczestsze zmiany genetyczne
na tym etapie to wlaSnie zaburzenia w obrebie
gendéw IGH, w tym delecje calego genu lub jego
fragmentow oraz zaburzenia rearanzacji genow
kodujacych segmenty V, D 1]. [7, 9, 10].

W kolejnym etapie dochodzi do dalszej ewo-
lucji klonu nowotworowego i jego proliferacji, co
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w konsekwencji powoduje wystapienie objawow
klinicznych PCM. Pojawiaja sie dodatkowe zmiany
genetyczne, takie jak delecje fragmentow chromo-
somu 13 czy 17, zaburzenia w obrebie chromosomu
1 lub mutacje genow KRAS 1 NRAS [6]. Procesy te
s3 konsekwencja narastajacej niestabilno§ci gene-
tycznej, ktora odpowiada za dalsze wtérne mutacje
onkogenow 1 gendow supresorowych oraz aberracje
chromosomowe. Prawdopodobnie rodzaj zaburzen
molekularnych, szczegélnie wtornych, ksztaituje
tempo progresjii heterogenno$¢ obrazu klinicznego
u poszczegolnych chorych [2, 5, 6, 11, 12]. Progresja
PCM do bardziej agresywnej postaci pozaszpikowe;]
lub bialaczki plazmocytowej wiaze sie z wystapie-
niem kolejnych wtoérnych aberracji, zwlaszcza takich
gendw jak ¢-MYC czy TP53 [6, 13, 14]. Dalsze
poznanie roli zmian genetycznych w procesie ewo-
lucji klonalnej PCM moze w przysztoSci umozliwi¢
zapobieganie oporno$ci na kolejne grupy lekow lub
przyczynié sie do opracowania nowych strategii
terapeutycznych przelamujacych te opornosé.

Obecnie najistotniejszymi czynnikami rokow-
niczymi u chorych na PCM s3 zmiany cytogene-
tyczne, wykrywane przede wszystkim technika
fluorescencyjnej hybrydyzacji in situ (FISH, fluo-
rescence in situ hybridization) [15]. Wyodrebnia
sie dwa podtypy choroby: posta¢ hiperdiploidalng
1 niehiperdiploidalng, a podzial ten odzwierciedla
dwie rézne patogenetycznie drogi ekspansji klonal-
nej plazmocytow. Hiperdiploidia jest stwierdzana
u okolo 50% chorych 1 zwigzana z trisomig chro-
mosomoOw nieparzystych, szczegolnie 5., 9. i/lub
17. pary. Klinicznie chorzy z kariotypem hiperdi-
polidalnym charakteryzuja sie wyzszym odsetkiem
odpowiedzi na zastosowane leczenie oraz dtuzszym
czasem przezycia calkowitego (OS, overall survival)
[12]. W postaci niehiperdiploidalnej czesto stwier-
dza sie calkowite lub czeSciowe monosomie chro-
mosomoéw 6., 13., 16. 122 pary oraz wystepowanie
translokacji z zaangazowaniem genow IGH [16,
17]. W tej postaci PCM rowniez czeSciej obserwu-
je sie genetyczne aberracje zwigzane z wysokim
ryzykiem progresji, takie jak delecja chromosomu
13.114. lub zaburzenia chromosomow 1.117.[12,
18]. Klinicznie postac¢ niehiperdiploidalna wigze
sie z bardziej agresywnym przebiegiem, krotszym
OS oraz krotszym czasem do wystgpienia nawrotu
choroby [12, 13, 19].

Do gtéwnych nieprawidlowoS$ci chromoso-
malnych stwierdzanych u chorych na PCM naleza
translokacje angazujace geny immunoglobulin,
glownie geny IGH. W translokacji uczestniczy
zwykle jeden z pieciu onkogenéw: CCND1, MAFC,

FGFR3, CCND3 badz MAFB. NajczeSciej wyste-
puje translokacja t(11;14)(q13;q32) powodujaca
nadekspresje genu dla cykliny D1 (CCNDI), co
promuje aktywnoS$¢ proliferacyjng komorek [11,
12, 20]. Podczas progresji w klonie nowotworowym
pojawiaja sie wtorne aberracje, w tym te zwigzane
ze zlym rokowaniem, takie jak del(17p), del(13q),
del(1p) i amp(1q). Do najistotniejszych aberracji
genetycznych, zwigzanych z wysokim ryzykiem
progresji, nalezg nieprawidlowosci o typie delecji
w obrebie ramienia krotkiego chromosomu 17. obej-
mujace locus genu TP53 (17p13) oraz utraty ramie-
nia diugiego chromosomu 13. — locus genu DLEU1
(13q14) wystepujace u okolo polowy chorych na
szpiczaka [12, 17]. W tym kontekScie wymienia
sie rowniez zaburzenia morfologii chromosomu 1.,
tj. del(1p) i amp(1q). Amplifikacje diugiego ramienia
chromosomu 1. sg stwierdzane u okoto 40% nowo
zdiagnozowanych chorych, a w nawrocie u prawie
70% pacjentow [21]. Region 1g21 obejmuje gen
CKS1B, ktérego nadekspresja powoduje wzrost
1 proliferacje komoérek nowotworowych [21]. Dele-
cja 1p wystepuje u 7-40% chorych, w tym w okoto
15% przypadkow dochodzi do utraty regionu 1p32,
co obniza ekspresje genu CDKN2C. Uwaza sie,
ze zmniejszenie ekspresji CDKN2C jest jednym
z czynnikow inicjujacych progresje MGUS do
objawowego PCM [22]. U okoto 15% chorych sa
opisywane rearanzacje regionu 8q24 kodujacego
gen C-MYC. W badaniu GEP wykazano, ze czyn-
nik transkrypcyjny c-MYC odgrywa glownag role
w transformacji prawidiowych komorek plazma-
tycznych do komorek szpiczakowych [13]. Chorzy
z GEP odpowiadajacy kategorii prognostycznej
bardzo wysokiego ryzyka charakteryzuja sie OS
ponizej 2 lat [12, 15].

Ewolucja klonalna

Jedna z cech choroby nowotworowej jest hete-
rogenno$¢ wewnatrzklonalna, czyli zjawisko wyste-
powania roznic genetycznych (zwykle niewielkich)
pomiedzy grupami komoérek w obrebie tego samego
klonu nowotworowego, nazywanymi subklonami.
W konsekwencji tych roznic poszczeg6lne sub-
klony charakteryzuja sie odmienng zdolno$cig do
przezycia oraz proliferacji w odpowiedzi na bodzZce
Srodowiskowe, na przyklad terapie przeciwnowo-
tworowa. HeterogennoS¢ wewnatrzklonalna jest
podiozem konkurencji miedzy subklonami o zasoby
mikro§rodowiska 1 prowadzi do ewolucji klonalne;.
Efektem takiej ewolucji moze by¢ na przykiad
progresja do fazy objawowej lub nawro6t po remis;ji
osiggnietej za pomoca chemioterapii.
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Szpiczak plazmocytowy wydaje sie bardzo
dobrym modelem do badania zjawiska ewolucji
klonalnej ze wzgledu na wysoki stopien zr6znico-
wania genetycznego klonu nowotworowego. Po-
wstanie PCM u chorego to zlozony, wieloetapowy
proces zwiazany z nabywaniem wielu kolejnych
zmian genetycznych, ktore prowadza do zmiany
wiasciwosci biologicznych plazmocytow. Obecno§é
tylko pierwotnych zmian genetycznych nie jest
wystarczajaca do rozwoju pelnoobjawowego PCM.
Do rozpoczecia procesu transformacji nowotwo-
rowej niezbedne jest nabycie dodatkowych zmian,
takich jak niesynonimiczne zmiany pojedynczych
nukleotydow (SNV, single nucleotide variation),
zmiany liczby kopii (CNV, copy numer variation)
oraz zmiany epigenetyczne.

W przypadku PCM wykazano istnienie kilku
subklonow rézniacych sie miedzy soba obecnoscia
aberracji chromosomowych, mutacji w genach
oraz profilem ekspresji genow [2]. Proces ewolucji
wewnatrzklonalnej, warunkowany interakcjami
z mikroSrodowiskiem nowotworu, w tym od-
dziatywaniami z elementami podscieliska szpiku
kostnego oraz réznymi typami komoérek ukiadu
immunologicznego, odgrywa podstawowa role
w transformacji nowotworowej 1 progresji MGUS
oraz bezobjawowego szpiczaka plazmocytowego
tlacego sie (SMM, smouldering multiple myeloma)
do postaci objawowej. Wiadomo, ze juz na bardzo
wczesnym etapie rozwoju nowotworu w komorkach
plazmatycznych wystepuje duze zr6znicowanie na
poziomie subklonalnym, przy czym poszczegol-
ne subklony komorek rboznig sie agresywnos$cia,
podlegaja konkurencji i selekcji w odpowiedzi na
bodzce $rodowiskowe, w tym przede wszystkim
na zastosowane leczenie [23, 24]. Badania nad
ewolucja molekularnej heterogennos$ci PCM sg
niezwykle istotne, by lepiej zrozumie¢ mechanizmy
transformacji nowotworowej, oporno$ci na lecze-
nie oraz wyboru wlasciwej strategii terapeutycz-
nej. Istnienie réznorodnych subklonow komorek
PCM przeklada sie bowiem na r6zna skutecznos$c
poszczegoblnych strategii terapeutycznych i tym
samym implikuje potrzebe okre§lenia czynnikow,
ktore umozliwilyby personalizacje terapii.

Odnotowany w ostatniej dekadzie ogromny
postep w leczeniu PCM wplynal na odsetek oraz
gleboko$¢ uzyskiwanych odpowiedzi. Jednak, mimo
poprawy skuteczno§ci chemioterapii, u wiekszo$ci
chorych wciaz dochodzi do nawrotu choroby. Cho-
ciaz rearanzacje genOw IGH oraz hiperdiploidia sg
kluczowe do inicjacji onkogenezy, to na podstawie
badan innych nowotworéw nalezy sadzié, ze prze-
bieg choroby u konkretnego chorego jest uwarun-

kowany historia klonalng, przy czym niepowodze-

nie terapii pozostaje $ciSle zwigzane z powstaniem

opornych subklonéw komorkowych [8].

Na podstawie dotychczasowych badan postu-
luje sie istnienie trzech modeli ewolucji klonalnej:
1) modelu linearnego, zgodnie z ktérym no-

wotwor rozwija sie w wyniku sekwencyjnie

pojawiajacych sie nowych zmian genetycznych

w calym klonie;

2) modelu ekspansyjnego, zgodnie z ktérym
wszystkie niezbedne do nowotworzenia zmia-
ny genetyczne sg obecne w klonie juz w po-
czatkowym stadium choroby (MGUS), a ich
nastepowa ekspansja prowadzi do progresji
1 rozwoju pelnoobjawowego szpiczaka;

3) modelu wewnatrzklonalnej heterogenno$-
ci, zgodnie z ktorym w wyniku naturalnego
wspoOlzawodnictwa miedzy réznymi subklo-
nami komorek oraz w odpowiedzi na presje
selektywna Srodowiska dochodzi do dominacji
najbardziej opornego subklonu i jego dalszej
ekspansji.

Najwieksze zainteresowanie budzi ostatni
model ewolucji klonalnej, w ktérym rozne popu-
lacje komorek plazmatycznych charakteryzuja
sie wystepowaniem odmiennej kombinacji zmian
genetycznych, a pojawienie sie na kolejnym etapie
choroby dodatkowych zmian, tak zwanych mutacji
wiodacych (driver), determinuje selekcje pozy-
tywna 1 dominacje danego klonu komorek (ryc. 1).
Zmiany pierwotne, tak zwane mutacje passengers,
s neutralne w odniesieniu do zapoczatkowania
ewolucji danego klonu komorek. Powstate po trans-
formacji nowotworowej subklony, o odmiennym
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Rycina 1. Model rozwoju oraz progresji szpiczaka pla-
zmocytowego (PCM) z uwzglednieniem heterogenno-
$ci wewnatrzklonalnej; MGUS — gammapatia mono-
klonalna o nieokreslonym znaczeniu; SMM — szpiczak
plazmocytowy tlacy sie; PCL — biaftaczka plazmatycz-
nokomoérkowa

Figure 1. Initiation and progression model of plasma
cell myeloma (PCM) considering the intraclonal hetero-
geneity; MGUS — monoclonal gammopathy of unde-
termined significance; SMM — smouldering multiple
myeloma; PCL — plasma cell leukemia
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profilu mutacji, moga wspotistnieC przez dtugi czas
1 dopiero presja Srodowiska powoduje dominacje
jednego z nich [25].

Znaczenie NGS w badaniach
heterogennosci klonalnej w PCM

Sekwencjonowanie nastepnej generacji jest
obecnie jedna z nowoczesniejszych technik biolo-
gii molekularnej. Moze by¢ ona wykorzystywana
do sekwencjonowania genomow (WGS, whole
genome sequencing), eksomow (WES, whole exome
sequencing) 1 transkryptomow, sekwencjonowania
celowanego (obejmujacego wybrane fragmenty
genomoOw 1 amplikonow), identyfikacji roznic w pod
wzgledem liczby kopii, oceny obecnosci rearanzacji
chromosomalnych, badania interakcji biatko-DNA/
/RNA, sprawdzania stopnia metylacji czy metage-
nomiki. Stata sie uniwersalnym i niezastapionym
narzedziem biologii molekularnej, dajac niemal nie-
ograniczony wglad w informacje genetyczng. Row-
nocze$nie zapewnia duzg przepustowos$é, wysoka
precyzje 1 jako§¢ odczytow badanych sekwencji.
Dzieki mozliwo$ci dopasowania do indywidualnych
potrzeb projektu, NGS znajduje zastosowanie
w wielu dziedzinach naukowych — poczawszy od
diagnostyki medycznej, przez biologie ewolucyjna,
skonczywszy na ocenie MRD.

Podstawg metody jest rownolegle, masowe
sekwencjonowanie od kilku do kilkuset milionow
roznych matryc, tak zwanych bibliotek. Gtéwna
zasada przypomina sekwencjonowanie technologia
Sangera 1 opiera sie na sygnatach emitowanych
przez poszczego6lne zasady podczas resyntezy
DNA matrycowego. Odpowiednie przygotowanie
biblioteki DNA, w tym szczegdlnie etap wzbo-
gacania, pozwalaja na rozszerzenie tego procesu
poprzez jednoczesne prowadzenie milionow reakcji
1uzyskanie tym sposobem gigabajtow danych geno-
mowych z jednego sekwencjonowania. Dzieki tym
wlasciwos$ciom staje sie optymalnym rozwigzaniem
w diagnostyce genetycznej, zastepujac dotych-
czasowe metody, szczegblnie gdy w gre wchodzi
choroba o trudnym do ustalenia 1 heterogennym
podiozu genetycznym. Technika NGS stanowi
idealne narzedzie do badania ewolucji klonalne;].

W przypadku PCM w progresje do fazy obja-
wowej jest zaangazowanych prawdopodobnie wiele
réznorodnych aberracji genetycznych, prowadza-
cych do aktywacji réznych szlakéw sygnatowych,
z ktérych wiele pozostaje niepoznanych. Ponadto
otwarta kwestig pozostaje, ktore aberracje sa
kluczowe w procesie ewolucji klonalnej PCM.
Ostatecznego wyjasnienia mechanizmu ewolucji/
/heterogennosci klonalnej charakterystycznej dla

PCM upatruje sie w mozliwo$ciach, jakie niesie za
sobg technika NGS. Zastosowanie NGS pozwala na
identyfikacje mutacji sprawczych, warunkujacych
agresywno§¢ rozrostu danego klonu komérek oraz
jego ekspansywnos$¢. Specyficzne mutacje, klonal-
ne lub subklonalne, oceniane w materiale pacjenta
na podstawie odsetka odczytoéw oraz gieboko$ci
detekcji, umozliwiaja skonstruowanie drzew filo-
genetycznych nowotworu i analize ewolucji we-
wnatrzklonalnej [8, 23, 24, 26, 27]. W dotychczas
prowadzonych badaniach NGS zidentyfikowano
nowe geny wiodace, zaangazowane w proces
ewolucji klonalnej plazmocytow, oraz dowiedziono
heterogennej struktury i wspolistnienia subklo-
now komorek o roznej architekturze genetyczne;j,
odpowiadajacych za progresje szpiczaka [8, 23, 24,
26-28].

Ocena MRD w PCM

Mimo poprawy skuteczno$ci chemioterapii
u ogromnej wiekszoSci chorych dochodzi do na-
wrotu choroby, co wigze sie z wystepowaniem no-
wotworowych komoérek plazmatycznych niewykry-
walnych rutynowymi metodami diagnostycznymi,
tak zwanej MRD [19, 29]. Analiza poziomu MRD
stanowi najbardziej wiarygodne narzedzie oceny
odpowiedzi pacjenta na zastosowang terapie. Po-
ziom MRD pozostaje jednak czesto ponizej progu
czulo$ci metod standardowo wykorzystywanych
do oceny efektywnoS$ci leczenia, dlatego celem
monitorowania MRD jest nie tylko detekcja prze-
trwalych komorek nowotworowych (analiza jako$-
ciowa), ale przede wszystkim precyzyjne ustalenie
ich poziomu (analiza iloSciowa). Jednym z wazniej-
szych warunkow dotyczacych doboru odpowiedniej
metody do oznaczania MRD jest wykorzystanie
nowotworowo-specyficznych markerow.

Czulos¢ standardowych metod oceny odpo-
wiedzi na leczenie w PCM jest ograniczona i nie
przekracza 102 w przypadku definiowania catko-
witej remisji (CR) z wykorzystaniem immunofik-
sacji i badania morfologicznego szpiku oraz 10~3
w przypadku restrykcyjnej CR (sCR, stringent CR)
z zastosowaniem oceny klonalno$ci plazmocytow
szpiku 1 stosunku wolnych tancuchow lekkich
w surowicy [30]. Wykazano natomiast, ze obecno$¢é
MRD okreslanej na poziomie czulo$ci przynajmniej
10~* metodami molekularnymi stanowi niezalezny
niekorzystny czynnik prognostyczny dla czasu wol-
nego od progresji (PFS, progression-free survival)
1 0S [31].

Z tych powodow od lat sg prowadzone badania
nad opracowaniem i walidacja ré6znych technik
oznaczania MRD u chorych na PCM. Zasadniczo
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mozna wyrozni¢ dwa uzupelniajace sie kierunki
rozwoju tych metod 1) techniki pozwalajace na
bardziej precyzyjna ocene odsetka przetrwatych
patologicznych plazmocytow w szpiku kostnym;
2) badania obecnosci i aktywnosci rezydualnych
naciekow pozaszpikowych. Udoskonalone techniki
oceny MRD w szpiku kostnym, w tym wielopara-
metrowa cytometria przeptywowa (MFC, multico-
lor flow cytometry) oraz metody molekularne wy-
korzystujace NGS, umozliwiaja oznaczenie MRD
z czuto$cig 107°-1075, co oznacza identyfikacje
jednej nowotworowej komorki plazmatyczne;j
wérod nawet miliona prawidiowych komorek szpiku
[32-34]. Dotychczas stosowane metody mole-
kularne, takie jak na przykiad allelo-specyficzna
reakcja fancuchowej polimerazy (ASO-PCR, allele-
-specific oligonucleotide polymerase chain reaction),
pozwalaly na ocene MRD na poziomie czuloSci
10-%-10-°. Najnowsze wytyczne oceny odpowiedzi
w PCM wedtug International Myeloma Working
Group (IMWG) zostaly uaktualnione o kategorie
glebokich odpowiedzi obejmujace rowniez MRD
[30]. Ta istotna zmiana w podejSciu terapeutycz-
nym do PCM, wskazujaca na celowo$¢ dazenia do
eradykacji MRD, powoduje konieczno$¢ wprowa-
dzenia bardziej czutych metod monitorowania MRD
w referencyjnych oSrodkach hematologicznych.
Uzyskiwane obecnie wyniki oznaczania MRD maja
znaczenie glownie prognostyczne, jednak w bliskiej
przysztoSci beda one z duzym prawdopodobien-
stwem podstawg indywidualizacji terapii.

Podstawy molekularnej oceny MRD w PCM
Punktem wyjs$cia do utworzenia markera
molekularnego, ktérego obecno$¢ umozliwia mo-
nitorowanie choroby resztkowej, sa hipermutacje
1 rekombinacje somatyczne sekwencji genow
kodujacych regiony zmienne lancucha ciezkiego
immunoglobulin (GVH, immunoglobulin variable
region heavy chain) [7, 10, 33]. Technika PCR
umozliwia selektywna amplifikacje okreslonego
regionu DNA. Namnozony okre$lony fragment
DNA, kodujacy rearanzacje gendéw IG charakte-
rystycznych dla nowotworu pacjenta, stuzy do
dalszej analizy badanego materiatu. Przez wiele
lat udoskonalano technike PCR, wdrazajac rézne
jej odmiany (jakoS$ciowe i poliloSciowe) do oceny
MRD w nowotworach limfoidalnych [35-38]. Tech-
nologie te byly swoiste 1 specyficzne, jednak ich
zastosowanie 1 czulo§¢ detekcji choroby resztkowe;j
pozostawaly ograniczone [38, 39]. Przelomowe
okazalo sie odkrycie i opisanie w 1993 roku metody
iloSciowej PCR, a w toku kolejnych modyfikacji
1rozwoju nauki — opracowanie techniki iloSciowej

oceny MRD w PCM za pomoca technologii TagMan
1w oparciu o ASO-PCR, czyli tak zwang ASO-qPCR
(allelo-specyficzna iloSciowa reakcja taficuchowa
polimerazy; allele-specific quantitative oligonucleo-
tide polymerase chain reaction) [40-45]. Wykazano,
ze metoda ta mozna wykry¢ komorki plazmatyczne
w przypadkach, w ktorych inne badania wskazywaly
na CR [41].

Najpowszechniejsza obecnie molekularna me-
toda oznaczania MRD jest oparta na wykrywaniu
sekwencji zlacz zrearanzowanych genow Ig/TCR,
kodujacych immunoglobuliny i receptory limfo-
cytow T w reakcji PCR w czasie rzeczywistym
(RQ-PCR, real-time quantitative PCR) [42, 43].
Metoda charakteryzuje sie czuto$cig 10~4-10-°
1 mozliwoS$cia zastosowania u wiekszosci chorych.
Przegrupowania genéw V-D—J (tzw. zmienno§¢ re-
kombinacyjna) oraz insercje i delecje pojedynczych,
przypadkowych nukleotydoéw na zlaczach V-D-J
(tzw. zmienno$¢ na laczach) powoduja powstanie
unikatowych dla danego klonu nowotworowego
(specyficznego dla danego pacjenta) sekwencji
markerowych. Podstawa analizy MRD ta metoda
jest identyfikacja rearanzacji markerowych w ma-
teriale uzyskanym przy rozpoznaniu nowotworu,
poprzez amplifikacje zrearanzowanych genow
metodg PCR z uzyciem standardowych kombinacji
starterow [42, 43]. Ocenie klonalno§ci wykrytych
w materiale wyjSciowym pacjenta rearanzacji
stuzy analiza heteroduplekséw. Umozliwia ona
odroznienie klonalnych produktow amplifikacji,
czyli potencjalnych markerow do analizy MRD, od
poliklonalnych produktéow reakcji PCR bedacych
efektem amplifikacji sekwencji w poliklonalnych
limfocytach. Kolejnym etapem jest identyfikacja
rearanzacji genow V, D, J i sekwencji zlacz V-D—J
poprzez sekwencjonowanie klonalnych produktow
PCR 1 analize porownawcza sekwencji z bazami
danych niezrearanzowanych gendéw immunoglo-
bulin. Umozliwia to zaprojektowanie starterow
oligonukleotydowych specyficznych dla kazdego
chorego (ASO, allele-specific oligonucleotides),
komplementarnych do miejsc zlacz, ktore w trakcie
leczenia wykorzystuje sie do oznaczen poziomu
MRD metodg RQ-PCR. Oznaczenie iloSciowe
wykonuje sie w technologii TagMan. W przypadku
oznaczania MRD w reakcji RQ-PCR stosuje sie
startery ASO oraz sondy i startery germinalne, tj.
specyficzne wobec zarodkowych sekwencji genow
V, D 1]. Poziom MRD w badanych probkach okresla
sie przy uzyciu krzywej standardowej, sporzadzo-
nej poprzez serie rozcienczen DNA uzyskanego
od danego pacjenta przed rozpoczeciem leczenia
[40, 42—-45]. Ta czasochlionna, ale szczegoélnie przy-
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datna w przypadku nowotwor6w z niedojrzatych
limfocytow B, technika jest rowniez z sukcesem
wykorzystywana w przypadku chorych na PCM,
znajdujac zastosowanie u chorych po przeszcze-
pieniu autologicznych krwiotworczych komorek
macierzystych (auto-HSCT, autologous hemato-
poietic stem cell transplantation) oraz u pacjentow
pozostajacych w czeSciowej remisji (PR, partial
remission) [39, 46].

Najlepszym markerem molekularnym dla PCM
jest fragment genu zawierajacy informacje odnos-
nie do budowy regionu z1acz taficucha ciezkiego Ig.
Charakteryzuje sie on najwieksza roznorodno$cia
w zakresie sekwencji eksonow V-D iD—J. Jest to tak
zwany odcinek nadzmienny CDR3 (complementarity
determining region 3) genu dla Ig i jest typowy dla
konkretnego nowotworu wywodzacego sie z ukladu
chtonnego [9, 10, 35, 38]. Limfocyty B dojrzewaja
rowniez w drodze powstawania hipermutacji soma-
tycznych, co szczegolnie dotyczy PCM, ktory jest
nowotworem z najbardziej dojrzatych komérek B.
W wyniku tych mutacji moze doj$¢ do zmiany sek-
wencji DNA, skutkujacej utrata markera moleku-
larnego zidentyfikowanego pierwotnie. W zwiazku
z tym zastosowanie metody ASO-qPCR jest dla
tych chorych bardziej ograniczone niz w przypadku
chorych na pozostate nowotwory B-komorkowe.

Metoda ASO-qPCR

Metoda ASO-qPCR umozliwia detekcje
specyficznych dla komoérki PCM klonalnych
rearanzacji /GH na bardzo niskim poziomie, tj.
z czuloécig 10~°. Zastosowanie starteré6w komple-
mentarnych do regionu zlgcz zrearanzowanych
genow IGH, specyficznych dla konkretnego
chorego, wymaga dysponowania materialem
z okresu rozpoznania PCM, w ktorym determinu-
je sie okreS§lony dla pacjenta marker klonalnoSci,
badany w kolejnych probkach szpiku i stuzacy do
oceny MRD.

W 2004 roku ukazaly sie wyniki pracy Bakkus
1wsp. [47], ktorzy oceniali uzyteczno$¢ oceny MRD
metodg ASO-qPCR jako czynnika prognostycznego
w 3.-6. miesigcu po auto-HSCT w grupie 67 cho-
rych. W toku analizy autorzy zdefiniowali prog od-
ciecia poziomu MRD (0,015%) stanowiacy istotnie
statystycznie niezalezny czynnik prognostyczny
w odniesieniu do PFS, pozwalajacy na identyfikacje
chorych predysponowanych do szybkiego nawrotu
nowotworu. W badaniu tym po raz pierwszy udo-
wodniono znaczenie prognostyczne oznaczania po-
ziomu MRD u chorych na PCM po auto-HSCT [47].

Z kolei Lipinski 1 wsp. [48] w analizie retro-
spektywnej oceniali poziom MRD u chorych po

auto-HSCT w probkach krwi obwodowej (ocena
stezenia bialka monoklonalnego) i szpiku (mole-
kularna ocena rearanzacji technikag ASO-qPCR)
w dwoch punktach czasowych — w remisji po
auto-HSCT oraz w momencie progresji choroby.
Potwierdzono wysoka czulo$¢ tej techniki do oceny
MRD, umozliwiajaca wykrycie progresji szpiczaka
wczesniej niz innymi metodami. Znaczenie progno-
styczne oceny MRD w PCM technikg ASO-qPCR
potwierdzono rowniez w wielu innych badaniach
[32, 49].

Temat znaczenia poziomu MRD jako czynnika
prognostycznego u chorych na PCM leczonych
przeszczepieniem allogenicznych krwiotworczych
komorek macierzystych (allo-HSCT, allogeneic he-
matopoietic stem cell transplantation) podjeli Lioznov
1wsp. [50]. W swojej pracy porownali wyniki oceny
MRD metodami MFC i ASO-qPCR oraz ocene
chimeryzmu metodg RQ-PCR. Wyniki tych badan
rowniez potwierdzily wysoka korelacje miedzy
technikag MFC 1 ASO-qPCR (p < 0,0001), a takze
bardzo dobra korelacje w zakresie negatywizacji
MRD, a catkowitym chimeryzmem ocenianym
metodg RQ-PCR [50].

W 2014 roku Puig 1 wsp. [46] opublikowali
wyniki swojej pracy, w ktorej porownywali zasto-
sowanie metod MFC i ASO-qPCR do oceny MRD
w grupie 170 chorych na PCM pochodzacych z kilku
badan klinicznych, ktérzy w wyniku leczenia osiag-
neli co najmniej PR. W swoich badaniach wykazali
wysoka korelacje miedzy obiema technikami. Nie-
prawidiowy fenotyp technika MFC wykryto u 46%
chorych, natomiast klonalng rearanzacje metoda
ASO-qPCR — u 54% chorych [46]. Zwraca uwage
fakt, ze tylko u 42% chorych wykazano mozliwo§¢é
rzetelnej oceny MRD technikg ASO-qPCR. U po-
nad polowy chorych oznaczenia t3 technika nie
wykonano lub wynik byl niemiarodajny z powodu
niestwierdzenia klonalnej rearanzacji genow IGH,
ograniczehn sekwencjonowania lub suboptymalnych
warunkow reakcji ASO-qPCR [46]. Ostatecznie
analize poroOwnawczg wykonano w grupie 103
chorych 1 wykazano wysoka korelacje w zakresie
oceny poziomu MRD miedzy obiema technikami
(p < 0,001). Stwierdzono rowniez, ze ocena MRD
na poziomie 10~ pozwala najlepiej klasyfikowaé
chorych do réznych kategorii ryzyka, niezaleznie
od intensywnosci leczenia. Chorych z MRD ponizej
10~ cechuje dluzsze PFS niz pozostatych (mediana
PFS nieosiagnieta . 31 mies.; p = 0,002) [46].
W grupie pacjentow, ktorzy osiagneli CR, wyniki
badania molekularnego pozwolity wyodrebnic¢ dwie
odmienne prognostycznie grupy chorych w zakre-
sie PFS (mediana PFS 49 v. 26 mies.; p = 0,001).
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W badaniu tym udowodniono, ze dla chorych,
u ktorych istnieje mozliwo$¢ zastosowania ozna-
czenia MRD technika molekularng, stanowi ona
znakomite narzedzie prognostyczne [46]. Podobne
wyniki w zakresie porownywalno$ci metod MFC
1 ASO-qPCR w ocenie znaczenia prognostycznego
badania MRD na poziomie 10~* w odniesieniu do
PFS wykazali rowniez niezaleznie Sarasquete
1 wsp. oraz Martinez-Sanchez i1 wsp. [51, 52].

Analiza sekwencji z wykorzystaniem NGS
(VDJseq NGS)

W celu podwyzszenia czutosci oceny MRD
rozpoczeto poszukiwania innych, bardziej precy-
zyjnych technik molekularnych oceny choroby
resztkowej. Alternatywa dla ASO-qPCR okazala
sie tak zwana metoda LymphoSIGHT (Sequenta
INC, USA), ktora charakteryzuje sie nie tylko
wyzsza czuloScig detekcji MRD, ale rowniez moze
by¢ zastosowana u wiekszego odsetka chorych
w por6wnaniu z innymi technikami (> 90%v. < 70%
ASO-PCR) [39].

Metoda LymphoSIGHT opiera sie na technice
NGS oraz reakcjach multiplex PCR z zastosowa-
niem uniwersalnych starter6w, umozliwiajacych
amplifikacje 1 sekwencjonowanie wszystkich zre-
aranzowanych segmentow genow kodujacych
tancuchy immunoglobulinowe (Ig) w klonie nowo-
tworowym [53-55]. Genomowe DNA jest amplifi-
kowane przy uzyciu locus-specyficznych starteréw
zaprojektowanych dla konkretnych rearanzacji
IGH-VDJH, IGH-DJH oraz IGK. Aby zapobiec nie-
proporcjonalnej amplifikacji jednej z rearanzacji,
testowano zestawy wielu starterow i dostosowano
je tak, by zagwarantowac porownywalng amplifika-
cje kazdej rearanzacji IG. Zamplifikowany fragment
jest nastepnie sekwencjonowany, a w kolejnym
etapie oszacowane zostaja czestoSci okreslonych
klonotypow i zdeterminowany ostateczny marker
molekularny danego pacjenta. Ograniczeniem
metody, w kontek$cie pozniejszej oceny MRD
u konkretnego pacjenta, jest odsetek komoérek
nowotworowych w materiale pobranym przed le-
czeniem. Tylko pacjenci z klonem komorek szpicza-
kowych stanowiacych powyzej 5% analizowanych
komorek w materiale wyjSciowym kwalifikuja sie
do pdzniejszej oceny MRD. Wystandaryzowany
algorytm, uwzgledniajacy wyjSciowy odsetek
komorek danego klonu, umozliwia ocene MRD na
poziomie czulo$ci nieprzekraczajacym 1075, czyli co
najmniej 10 razy wyzszym (1 log) niz w przypadku
innych technik [39].

Poniewaz ocena MRD technikg NGS w sposob
zaproponowany przez Sequenta i wsp. jest doSc

skomplikowana, Martinez-Lopez 1 wsp. zapropo-
nowali zmodyfikowana i uproszczong metode NGS
oparta na starterach zaprojektowanych do badania
BIOMED-2 [42, 56]. Metodyka umozliwia identy-
fikacje klonotypu szpiczakowego u 97% chorych,
co stanowi bardzo zblizony wynik do uzyskiwanego
technikg MFC, a lepszy niz w przypadku metody
Sequenta [39]. Wyniki zaproponowanej analizy
MRD sa powtarzalne przy czulo§ci oznaczen wy-
noszacej 107>, Wykazano rowniez zwigzek negaty-
wizacji MRD okreSlanej nowa metodg z dluzszym
PFS [39, 57]. Martinez-Lopez 1 wsp. [39] dowiedli,
ze odpowiedz molekularna oceniana metodg NGS,
korespondujaca z nieobecna na poziomie ponizej
10> MRD, pozostaje w korelacji z istotnie staty-
stycznie diuzszym czasem do progresji (TTP, time
to progression), z mediang czasu 80 w porownaniu
z 31 miesigcami (p < 0,0001) oraz dtuzszym OS
(p = 0,02), odpowiednio, u chorych z nieobecna
(niewykrywalna) oraz obecna (wykrywalna) MRD.
W tym samym badaniu zaproponowano stratyfi-
kacje chorych z przetrwala MRD do trzech grup
ryzyka (wysokiego, posredniego, niskiego) wynika-
jacych z poziomu, na jakim choroba resztkowa byta
wykrywana (odpowiednio 103, 10-3-10-°, 1075).
Wykazano, ze mediana TTP ulegla istotnemu wy-
diuzeniu wraz z osiggnieciem gtebszych odpowiedzi
1 wynosila odpowiednio 27, 48 1 80 miesiecy [39].

Ladetto 1 wsp. [67] porownywali zastosowanie
obu technik molekularnych — ASO-qPCR oraz
NGS, aby ocenié, w jakich przypadkach technologia
NGS przetamuje ograniczenia ASO-qPCR i czy rze-
czywiScie przekiada sie to na zwiekszenie czuto$ci
1 specyficznosci oceny MRD. Udowodniono wysoka
zgodno$¢ w zakresie identyfikowanych klonotypow
komorek nowotworowych (97% homologii). Czu-
to$¢ detekcji MRD w obu metodach wyniosta 107,
a korelacja w zakresie wykrywania MRD wykazata
zgodno$¢ w 79,6% przypadkow [57]. Autorzy zwro-
cili uwage, ze niewatpliwg zaleta technologii NGS
jest brak koniecznoSci projektowania starterow
1 sond indywidualnych dla chorego [57].

W wielu opisanych badaniach wykazano, ze
badanie MRD metoda NGS moze osiggnaé czuto§é
10-5. Natomiast nalezy pamietaé, ze obie techniki
molekularne oparte na ocenie rearanzacji genow
IGH bezwzglednie wymagaja oceny wyjSciowego
materialu pacjenta, pobranego przed rozpoczeciem
leczenia, w celu identyfikacji konkretnego markera
do pdzniejszej oceny MRD [32, 39, 53-571.

Martinez-Lopez i wsp. [39] podjeli sie porow-
nania technologii NGS i MFC. Poréwnywali probki
szpiku pobrane przed leczeniem oraz od chorych
z bardzo dobra odpowiedzig czeSciowa (VGPR,
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very good partial response) 1 odpowiedzig catkowitg.
Identyfikowali klonotyp w materiale wyj$Sciowym,
anastepnie przeprowadzali reewaluacje w materiale
pobranym w czasie leczenia (MRD) na obecnos$é
tego samego klonotypu. Pacjentow niekwalifiko-
wanych do transplantacji oceniano po zakonczeniu
indukcji terapii, a chorych poddanych auto-HSCT
— w 3. miesiacu po procedurze. Wykazano, ze
klon dominujacy zostal zidentyfikowany ogolnie
w calej grupie w 91% przypadkéw (w przypadku
okre§lonych rearanzacji odpowiednio: IGH-VDJH
w 69%, IGH-DJH w 55%, IGK w 48%). Sugeruje
to, ze niektore klony moga nie zosta¢ wykryte
z powodu hipermutacji somatycznych. W przypadku
materialow pobranych w trakcie leczenia (110/121
chorych) i ocenianych metodag NGS osiagnieto
czutoé¢ oznaczenia 1075 i wykazano obecno$¢ cho-
roby resztkowej u 73% chorych. Wérod chorych,
ktorzy osiagneli VGPR, wykazano diuzsze PFS10S
w grupie MRD(-) w poréwnaniu z grupag MRD(+).
W grupie z CR wiekszo$¢ chorych wykazywata
negatywizacje MRD, co dodatkowo wydiuzylo PFS
u tych chorych (w poréwnaniu z MRD +). Informa-
cje dotyczace oceny MRD innymi metodami byly
dostepne odpowiednio u 99 chorych metodg MFC
oraz 41 ocenianych metodg ASO-qPCR. Zgodno$é
w zakresie oceny MRD miedzy NGS 1 MFC oraz
NGS i ASO-qPCR wyniosta odpowiednio 83%
185%. W grupie niezgodnosci 12 chorych z wyni-
kiem negatywnym w MFC uzyskato wynik dodatni
w NGS, 5 z wynikiem dodatnim w MFC uzyskato
wynik o uyjemnych w NGS [39].

Kazandjian i wsp. [58] rowniez oceniali poziom
MRD technikami MFC i NGS w grupie 43 chorych
na PCM leczonych karfilzomibem, lenalidomidem
1 deksametazonem. Zaobserwowano, ze 12-mie-
sieczny PFS wyniost odpowiednio 100% u chorych
MRD(-) 1 79% w grupie MRD(+) (p < 0,001)
W ocenie cytometrycznej oraz 100% w porownaniu
2 95% (p = 0,02) odpowiednio u chorych MRD(-)
1 MRD(+) ocenianej technika NGS [58].

W badaniu klinicznym IFM2009 (700 objetych
randomizacja chorych) 289 pacjentdéw oceniano
metoda NGS, a 475 metodg MFC przed terapig
podtrzymujacg oraz 178 technika NGS 1310 tech-
nika MFC po zakonczeniu leczenia podtrzymuja-
cego. Ocena MRD metodg NGS z czuto$cig 10-6
byla mozliwa do przeprowadzenia u 92% chorych.
Wsrod chorych, ktorzy osiagneli CR, 3-letnie
PFS wyniosto 87% w odniesieniu do MRD(-)
1 odpowiednio 42% w odniesieniu do MRD(+)
w grupie przed leczeniem podtrzymujacym (pre-
-maintenance) oraz odpowiednio 83% 1 30%
w grupie post-maintenance [59].

Podsumowanie

Postep w dziedzinie biologii molekularne;j
znacznie poprawil stan wiedzy na temat biologii
PCM. Liczne badania pozwolily zidentyfikowaé
nowe onkogeny oraz zdefiniowa¢ wspierajaca role
mikro§rodowiska szpiku kostnego w aktywacji
poszczegolnych komorkowych szlakow przekazy-
wania sygnalu, prowadzacych do wzrostu patolo-
gicznych plazmocytow, ich proliferacji, przezycia,
migracji oraz lekooporno$ci. Wykorzystanie tej
wiedzy w praktyce klinicznej umozliwia poprawe
koficowych wynikow leczenia chorych na PCM.
W przysztych badaniach klinicznych powinno
zostaé okreSlone, w jaki spos6b wprowadzane
schematy lecznicze zmodyfikuja dotychczasowe
parametry rokownicze, co bedzie podstawa rozwoju
zindywidualizowanych terapii.

Rodzaj zaburzen molekularnych, szczegélnie
wtornych, ksztaltuje tempo progres;ji i heterogen-
nos$¢ obrazu klinicznego u poszczegdlnych chorych.
Zrozumienie tego, jak zmiany genetyczne przy-
czyniaja sie do ewolucji klonalnej, a tym samym
rozwoju opornosci szpiczaka, pozwoli w przyszlosci
na przelamanie tej opornosci lub jej zapobiezenie.

Metodyka NGS wydaje sie idealnym narzedziem
do oceny zmian genetycznych w komorkach szpicza-
ka, okresSlenia zmian genetycznych prowadzacych
do powstania oporno$ci oraz odpowiadajacych na
poprowadzenie subklonu w kierunku ewolucji.

Techniki biologii molekularnej (PCR, ASO-
-qPCR, NGS) pozwolily na lepszy wglad w biologie
1 genetyke PCM oraz poznanie przebiegu choroby.
Wprowadzenie nowoczesnych metod leczenia
chorych na PCM wiaze sie z konieczno§cia zasto-
sowania lepszych, cechujacych sie wyzsza czuloScia
detekcji, technik oceny MRD umozliwiajacych
stratyfikacje do grup ryzyka, wczesne rozpoznanie
1leczenie nawrotu choroby oraz zindywidualizowa-
nie terapii [29].

Metode ASO-qPCR przez wiele lat uwazano
za najczulsza metode molekularng do oceny MRD,
jednak bardzo pracochionng. Ponadto badanie to nie
daje jednoznacznej mozliwos§ci rozréznienia miedzy
komoérkami PCM a limfocytami B zawierajacymi
klonalng rearanzacje genow IGVH. Z tego wzgledu
jej przydatno$¢ jest ograniczona. W interpretacji
badania nalezy liczy¢ sie z ryzykiem uzyskania
falszywie negatywnych wynikow zaleznych od
niereprezentatywnej probki materiatu, nierowno-
miernego rozproszenia komoérek nowotworowych
w szpiku oraz mozliwg zmiang pierwotnego mar-
kera w przebiegu ewolucji klonalnej choroby [32,
46, 50, 51].
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Tabela 1. Poréwnanie technik oceny minimalnej choroby resztkowej u chorych na szpiczaka plazmocytowego (PCM) (zmody-

fikowano na podstawie [30])

Table 1. Comparison of minimal residual disease assessments methods in patients with plasma cell myeloma (PCM) (modi-

fied from [30])

prébka wyjsciowa

Oceniany parametr ASO-qPCR MFC NGS [VDJseq]
Zastosowanie 60-70%* Prawie 100% > 90%
Koniecznos¢ dysponowania Tak Nie Tak

Analiza w czasie

Materiat Swiezy
lub zamrozony

Dostarczenie do pracowni
w ciggu 24-48 h
Koniecznie $wiezy materiat

Materiat Swiezy
lub zamrozony

Ocena jakosci materiatu

W momencie oceny

Od razu — ocena W momencie oceny

komérkowosci
badanego szpiku

Czuto$¢ oznaczenia 107 1076 107°-10"°
Dodatkowe informacje na temat Nie Tak -
badanego materiatu
Szybkos¢ oznaczenia (czas do uzyskania Procedura czaso- Zautomatyzowana Procedura czaso-
wyniku) i pracochtonna (kilka dni) procedura mozliwa do i pracochfonna

Koniecznos¢ projektowania przeprowadzenia (kilka dni)

starteréw i sond indywidual- w ciggu kilku godzin Koniecznos¢

nie dla pacjenta wspotpracy
z bioinformatykiem

Standaryzacja Nie dla PCM, tak dla ALL Tak (EuroFlow) W toku

Mozliwosé zastosowania w osrodkach

Szeroka

Szeroka Ograniczona
posiadaniem

platformy NGS

*Hipermutacje somatyczne; ASO-qPCR (allele-specific quantitative oligonucleotide polymerase chain reaction) — allelo-specyficzna ilosciowa reakcja taricuchowa polimerazy;
MFC (mutlicolor flow cytometry) — wielokolorowa cytometria przeptywowa; NGS (next generation sequencing) — sekwencjonowanie nastepnej generacji; ALL (acute

lymphoblastic leukemia) — ostra biataczka limfoblastyczna

Metoda LymphoSIGHT zapewnia obecnie
najwieksza mozliwa do osiagniecia czuto$¢ oceny
MRD, dlatego znajduje zastosowanie szczegoélnie
u chorych z niewykrywalna innymi metodami
chorobg resztkowa 1 umozliwia identyfikacje cho-
rych obcigzonych potencjalnie wyzszym ryzykiem
nawrotu (z MRD wykrywalng na poziomie 10-5)
[39, 56, 57, 59].

Do oceny MRD u chorych na PCM moga by¢
wykorzystywane roznorodne techniki przedsta-
wione w tabeli 1. Optymalna technologia powinna
by¢ mozliwa do zastosowania u wszystkich lub
wiekszo$ci chorych, charakteryzowac sie wysoka
czulo$cia 1 specyficzno$cig oznaczenia, powtarzal-
noscia, tatwym dostepem, mozliwoscia uzyskania
wyniku w krotkim czasie, konieczno§cig pobrania
odpowiednio niewielkiej ilo§ci materiatu oraz
udokumentowanym znaczeniem klinicznym i pro-
gnostycznym.
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