MOKSLO DARBAI « SCIENTIFIC PAPERS

LABORATORINE MEDICINA
2023, tomas 25, Nr. 2(94), p. 72-77

Daugine mieloma serganciy pacienty serumo
elektroforezés oligokloniniy juosty reikSmé po autologinés
kauly €iulpy transplantacijos. Klinikinis atvejis

Goda Aleknavicitité-Valiené', Réda Matuzevi

¢iené'? Dalius Vitkus'?

Wilniaus universiteto ligoninés Santaros kliniky Laboratorinés me-
dicinos centras

Center of Laboratory Medicine, Vilnius University Hospital Santa-
ros Klinikos

2Vilniaus universiteto Medicinos fakulteto Biomedicinos moksly
instituto Fiziologijos, biochemijos, mikrobiologijos ir laboratorinés
medicinos katedra

Department of Physiology, Biochemistry, Microbiology and Labo-
ratory Medicine, Institute of Biomedical Sciences, Faculty of Medi-
cine, Vilnius University

EL pastas: goda.aleknaviciute@santa.lt

Santrauka

Ivadas. Dauginé mieloma yra piktybiné kauly ¢iulpuose
randamy plazminiy lasteliy liga. Sergamumas $ia liga pasau-
lyje kasmet didéja, o ypac Jungtinése Amerikos Valstijose,
Australijoje ir Europoje. M baltymas yra laikomas vienu
svarbiausiy ligos aktyvumo Zymeny vertinant paciento atsa-
ka j gydyma. Taciau po chemoterapijos ir ypac autologinés
kauly ¢iulpy transplantacijos pacienty kraujo serumo balty-
my elektroforezés metodu aptinkama oligokloniniy juosty,
kuriy diagnostiné reik§mé ir vertinimas néra iki galo aiskas.

Sio darbo tikslas yra apzvelgti kraujo serumo oligokloni-
niy juosty diagnostine reik$me, pasitlyti jy vertinimo gaires
ir apras$yti tai jrodantj klinikinj atvejj.

Tyrimo medziaga ir metodai. Atlikta daugine mieloma
sergancios pacientés kraujo serumo méginiy analizé kapi-
liarinés elektroforezés (Sebia, Prancizija) ir imunofiksacijos
(Sebia, Prancuzija) metodais. Analizuoti tyrimy duomenys,
gauti prie$ autologine kauly ¢iulpy transplantacija ir po jos.

Tyrimo rezultatai. Elektroforezés tyrimais nustatyta, kad
po antrosios autologinés kauly ¢iulpy transplantacijos praé-
jus 5 mén., originalaus monoklono nebéra, ta¢iau matomos
intensyvios ir ryskios IgG kapa ir lambda oligokloninés juos-
tos. Identifikuota, kad $iy juosty imunoglobuliny izotipas bei
elektroforezinis judrumas pasikeite, tad jos yra oligokloninés
regeneracijos atspindys.

I$vados. Kraujo serumo oligokloninés juostos atspindi
praeinancig bukle, kuri yra siejama su ilgesniu iSgyvenamu-
mu be ligos progresavimo ir su bendru iSgyvenamumu po
autologinés kauly ¢iulpy transplantacijos. Sias juostas biity
galima naudoti kaip Zymenj, rodantj normalig imuninés sis-
temos veikla ir regeneracijg. Svarbu tinkamai jvertinti krau-
jo serumo baltymy elektroforezés tyrimy rezultatus, siekiant
uzkirsti kelig klaidingai teigiamy tyrimo rezultaty interpre-
tacijai, tad privalu lyginti to paties paciento kraujo serumo
baltymy elektroforezés rezultatus prie§ gydyma ir po jo ir tin-
kamai identifikuoti pradinj paciento M baltyma.

Reik$miniai ZodzZiai: dauginé mieloma, oligokloninés
juostos, elektroforezé, M baltymas.

JVADAS

Dauginé mieloma (DM) yra kauly ¢iulpuose randamy
plazminiy lasteliy piktybiné liga. Sergamumas $ia liga pa-
saulyje kasmet didéja, o ypac Jungtinése Amerikos Vals-
tijose, Australijoje ir Europoje. Pasaulio sveikatos organi-
zacijos padalinio — Tarptautinés véZio tyrimy agentiros
(angl. International Agency for Research on Cancer, IARC)
duomenimis, tai antras pagal daznumg kraujodaros orga-
ny navikas, o naujausi duomenys rodo, kad 2020 m. nu-
statyta 176 404 nauji DM atvejai [1]. Lietuvoje kasmet di-
agnozuojama apie 150 naujy atvejy, nors sergamumas $ia
liga ypac¢ didéja tarp vyresnio amziaus vyry (=50 mety),
taciau mirtingumas nuo DM, kaip ir pastargjj desimtmet;,
toliau mazéja dél vis tobuléjanciy gydymo metody. Vienas
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svarbiausiy aspekty islieka tinkama ir tiksli $ios ligos dia-
gnostika. Kadangi sergant $ia liga vyksta piktybiné plazmi-
niy lasteliy klono proliferacija, ji dazniausiai yra siejama
su cirkuliuojanciais monokloniniais imunoglobulinais.
Daugeliu atvejy kraujo serumo baltymy kapiliarinés elek-
troforezés (KE) budu aptinkamas vienas ryskus pikas — imu-
noglobulinas, susidarantis i§ vieno tipo sunkiosios grandi-
nés (G, A, D, E arba M) ir vieno tipo lengvosios grandinés
(kapa arba lamba), o atliekant imunofiksacija (IF) pastebi-
mas to paties izotipo ir elektroforezinio mobilumo M bal-
tymas. Toks imunoglobulinas 80 % atvejy yra sudarytas i$
IgG kapa grandiniy. Sis monoklono pikas KE vadinamas
M baltymu. Sis baltymas yra laikomas vienu svarbiausiy
ligos Zymeny stebint pacienty gydymo laikotarpiu. Ta-
¢iau 15-20 % DM atvejy gali bati gaminamos tik laisvos
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lengvosios grandinés, o itin retai, 1-2 % atvejy, mielomi-
nés lastelés gamina labai mazai arba visai nei$skiria M bal-
tymo. Tokia buklé vadinama nesekretuojancia mieloma [2].
Taciau po chemoterapijos ir ypac autologinés kauly ¢iulpy
transplantacijos (auto-KKLT) tokiy pacienty elektrofore-
zés tyrimy metodais vis dazniau aptinkama oligokloniniy
juosty, kuriy reik§mé ir vertinimas néra iki galo aiskis. Sio
darbo tikslas yra apzvelgti po chemoterapijos ar autologi-
nés kauly ¢iulpy transplantacijos atsirandanciy oligokloni-
niy juosty reiksme ir svarba, pasitlyti jy vertinimo gaires
bei aprasyti tai jrodantj klinikinj atvejj.

OLIGOKLONINES JUOSTOS

Per pastaruosius desimtmecius dauginés mielomos gy-
dymas reik§mingai vystési ir tobuléjo — nuo polichemotera-
pijos ir autologinés kauly ¢iulpy transplantacijos iki sékmin-
go naujy vaisty — proteosomy inhibitoriy, imunoterapijos
ar monokloniniy antikiiny pritaikymo. Baltymy elektrofo-
rezés ir imunofiksacijos (IF) tyrimai laikomi aukso vertés
DM diagnostikos standartu. Kartu atliekami ir kauly ¢iulpy
aspirato ir biopsijos tyrimai siekiant jvertinti mielominiy
lasteliy proporcija, jy kloniskuma bei genetinius pokycius.
Pritaikius S$iuolaikinius gydymo metodus pastebima, kad
praéjus apie 2 ménesiams po auto-KKLT naujo kraujo seru-
mo M baltymo gali biti aptinkama elektroforezés tyrimais net
73 % pacienty [2-4]. Sio M baltymo gali biiti neaptinkama
KE metodu, tac¢iau IF jis identifikuojamas apie 70 % atvejy.
Svarbiausia, jog $is baltymas skiriasi nuo pradinio originalaus
M baltymo, nustatyto prie§ pradedant gydymg. Siam feno-
menui apibadinti vartojami jvairiis pavadinimai, pavyzdziui,
oligokloninés juostos (OJ), oligokloniniai imunoglobulinai,
atipinés baltymy juostos, atipiniai IF modeliai, antriné ne-
apibréztos reik§més gamapatija (MGUS), imunoglobuliny
izotipy pasikeitimas [2]. Esant tokiam dideliam skirtingy si-
nonimy kiekiui reikéty harmonizuoti ir apibrézti viena $ioms
juosteléms apibudinti vartoting terming. Kadangi dazniausiai
matoma ne viena, o keletas juosteliy, formuojanciy oligoklo-
ninj vaizda, todél autoriai sitilo vartoti terming ,,oligokloninés
juostos®. Svarbu Zzinoti, kad oligokloniniy juosty savoka taip
pat vartojama likvoro izofokusavimo radiniams vertinti dia-
gnozuojant issétine skleroze, taciau su oligokloninémis juos-
tomis, nustatomomis DM serganciy pacienty elektroforezés
tyrimais, néra susijusios.

Oligokloninés juostos gali buti keliy tipy: gali bati nu-
statomas kitas imunoglobulino izotipas arba tas pats imu-
noglobulino izotipas, ta¢iau skirtingo elektroforezinio mo-
bilumo [5]. Siy juosty atsiradimo kelias néra visapusiskai
istirtas. Tikétina, kad ji nulemia ne vienas veiksnys ar pro-
cesas. Taciau pagrindiné hipotezé yra ta, kad OJ - tai kau-
ly ¢iulpy gerybiniy B lasteliy pirmtaky regeneracijos pro-
duktas ir imuninés sistemos atsakas po auto-KKLT ir (ar)
chemoterapijos [2]. Toks O] atsakas, atsirandantis tik po
chemoterapijos, dazniausiai pastebimas gydant naujaisiais
vaistais — bortezomibu, talidomidu, lenalidomidu ar melfa-
lanu. Jdomu tai, kad OJ trumpiau aptinkamos tiems pacien-
tams, kuriems buvo atlikta auto-KKLT, nei tiems, kuriems
taikyta tik chemoterapija [6].

73

OJ buvimas yra praeinanti bakle, kuri gali islikti nuo 1 iki
22 ménesiy, taciau yra aprasyta atvejy, kai OJ buvo randamos
net devynerius metus. OJ atsiradimas po auto-KKLT yra sie-
jamas su palankiu rezultatu ir gera prognoze [5-8]. Nustatyta,
jog pacienty po auto-KKLT kohortoje vertinant atsakg OJ sie-
jamos su ilgesniu iSgyvenamumu ligai neprogresuojant (angl.
progression-free survival) ir su bendru iSgyvenamumu (angl.
overall survival) [5, 7, 9]. Esama sitllymy $ias juostas naudo-
ti kaip normalios imuninés sistemos veiklos ir regeneracijos
zymenj [9-10]. Teigiamg O] reik$éme jrodo ir tai, jog pacienty,
kuriems randamos $ios juostos, kauly ¢iulpy méginiuose mi-
kroskopijos buidu atipiniy plazminiy lasteliy neaptinkama, o
tékmés citometrijos metodu nerandama kloniniy lgsteliy [5].
Siems pacientams taip pat nustatoma statistiskai reik§mingai
maziau CD8 T lasteliy bei didesnis CD4/CD8 santykis, o tai
reiSkia greitesnj T lasteliy atsistatyma [5]. Svarbu ir tai, jog
molekuliniais tyrimais jrodyta, kad pacientams, pasiekusiems
visiska remisijg, taciau randant O], plazminés lastelés biina
nepiktybinio klono kilmés [7, 11]. Ta¢iau pastebéta, kad esant
O] reikeéty kritiskai vertinti serumo laisvy lengvyjy grandiniy
(SLLG) kiekybinj tyrima, kuris naudojamas stebint pacienty
gydymo eigg. OJ klaidingai padidina kapa ir lambda laisvy
lengvujy grandiniy santykj [4, 12].

Situacijos, kai atliekant serumo baltymy elektroforeze
aptinkamos O], yra gana nauja problema, todél kol kas néra
ai$kiy rekomendacijy, kaip reikéty vertinti tokius atvejus.
Pasak Tarptautinés mielomos darbo grupés (angl. Interna-
tional Myeloma Working Group, IMWG) vertinant mielo-
minés ligos gydymo atsaka, ypatinga démesj reikéty skirti
atsiradusiam kitokiam monokloniniam baltymui nei origi-
nalus M baltymas. Tokiy serumo baltymy elektroforezés re-
zultaty interpretacija turi bati atliekama itin atidziai, nepa-
mirstant visiSko atsako j gydyma (angl. complete response),
kuris siejamas su imuninés sistemos oligoklonine regene-
racija [13]. Europos kraujo ir kauly ¢iulpy transplantacijos
(angl. European Blood and Marrow Transplantation, EBMT)
kriterijuose pabréziama, kad, atsiradus naujam monokloni-
niam baltymui, bet neradus originalaus M baltymo, reikia
jvertinti visisko atsako j gydyma galimybe [14]. Ta¢iau net
tiksliai jvertinus originalaus M baltymo migracijos vieta
daznai yra sunku nustatyti, ar po gydymo gautos juostos
migruoja i ta pacig padétj. IF ir (ar) KE metodais aptikus
O], jos gali buti klaidingai palaikytos patologiniu M balty-
mu ir tuo remiantis klaidingai nustatyta progresuojanti liga
ar jos atkrytis ir dél to nepagrjstai pakeista gydymo takti-
ka [8]. Taip pat nukencia ir paciento psichologiné bukleé.
Be to, klaidingai jvertinus OJ kaip M baltyma, pacientui
uzkertamas kelias dalyvauti klinikiniuose tyrimuose, kurie
suteikia galimybe iSbandyti naujus vaistus ar palyginti jau
taikomus gydymo budus. Taip pat pacientui yra atliekama
daugiau tyrimy ir jis yra atidZiau stebimas, nei jprastai gy-
dant ligg. Taip prisidedama prie kity ta pacia liga serganciy
pacienty gydymo gerinimo. Verta paminéti, kad IgG kapa
yra dazniausiai nustatomas oligokloninio atsako imunoglo-
bulinas, aptinkamas apie 30 % pacienty [2, 4]. Kadangi ser-
gant daugine mieloma daZniausiai aptinkamas ir IgG kapa
imunoglobulinas, gali bati sunku nustatyti, ar tam tikra IgG
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kapa juosta yra pradinés ligos, ar oligokloninio atsako vys-
tymosi atspindys. Taigi, OJ trukdo vertinti kraujo serumo
baltymy elektroforezés rezultatus ir gali lemti klaidingg $iy
rezultaty interpretacija. OJ vertinimg palengvinty geresnés
skiriamosios gebos tyrimo metodas. Tai tampa ypac aktua-
lu, kai OJ ir pirminio piktybinio klono sekretuojamas imu-
noglobulinas yra tokios pacios sudéties [2]. Vienas i§ gali-
my, geresne skiriamaja geba pasizymind¢iy tyrimo metody
yra izoelektrinis fokusavimas (IEF). Atliekant IEF analize
baltymai yra fokusuojami gelyje pagal pH gradienta [9]. Jei
tradiciniais metodais — KE ir IF - yra sunku nustatyti, ar tai
yra originalus M baltymas, ar atsako j gydyma zymuo, IEF
metodu Siuos du atvejus galima gana lengvai atskirti. Jei mé-
ginyje yra O], IEF gelyje bus matomas atsitiktinis juosty vaiz-
das, o jei méginyje yra monokloninio baltymo, bus matomos

A

ryskios vienodu atstumu, tarsi kopétélés issidésciusios juostos
[9]. Butent toks monokloninio baltymo vaizdas susidaro dél
imunoglobulino mikroheterogeniskumo - deamidinimo
potransliacinés modifikacijos metu. Deja, nesant prieinamy
komerciniy rinkiniy, §j metodg néra patogu taikyti jprastoje
Kklinikinéje praktikoje.

KLINIKINIS ATVEJIS

Septyniasdesimties mety moteriai diagnozuota dauginé
mieloma - IgA lambda variantas, IT R-ISS stadija (angl. Revised
Multiple Myeloma International Staging System, R-ISS), nusta-
tyta 1q duplikacija. Pries gydyma KE aptiktas M baltymas gama
frakcijoje (8,7 g/1, 12,3 %), o IF gautas IgA lambda monoklonas,
migruojantis { gama frakcijos viduring dalj (1 pav.).

ELP G A M K IL

1 pav. Kapiliarinés elektroforezés (A) ir imunofiksacijos (B) tyrimy rezultatai prie§ pradedant gydyma
Fig. 1. Capillary electrophoresis (A) and imunofixation tests (B) results before starting treatment

Skirtas gydymas pagal IRD protokola (iksazomibas,
lenalidomidas ir deksametazonas), 4 kursai, ir po 4 mén.
atlikta auto-KKLT. Po auto-KKLT taikytas palaikoma-
sis gydymas pagal IR protokols, tac¢iau po 8 mén. nu-
statytas mielomos progresavimas. Taikytas antros eilés
gydymas 4xKRD (karfilzomibas, lenalidomidas ir dek-
sametazonas), gydymo metu liga toliau progresavo. Tai-
kyti 2xVTDPACE (bortezomibas (Velcade), talidomias,

A

deksametazonas, platina, adriamicinas, ciklofosfamidas ir
etopozidas) kursai, pasiekta daliné remisija. Dar po 8 mén.
atlikta antroji gelbstinti auto-KKLT. Praéjus 2 mén. po
antrosios auto-KKLT, atlikus KE, gama frakcijoje aptikta
labai nedaug M baltymo (1,2 g/l, 1,8 %). Svarbu tai, kad
gama frakcijoje toliau link katodo buvo matomas fiktyvus
antrasis pikas, migruojantis toliau, nei originalus paciento
monoklonas (2 pav., A).

2 pav. Kapiliarinés elektroforezés (A) ir imunofiksacijos tyrimy (B) rezultatai praéjus 2 mén. po auto-KKLT
Fig. 2. Capillary electrophoresis (A) and imunofixation tests (B) results after 2 months post transplantation
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Taciau atlikus IF buvo matyti itin mazai originalaus IgA
lambda M baltymo, bet kartu buvo matomos ir oligokloni-
nés juostos, kurias lengva klaidingai jvertinti kaip IgG kapa
ir lambda oligoklong (2 pav., B). Po dar 3 mén. atlikus KE
gama frakcijoje aptiktas oligokloninei regeneracijai biidingas

vaizdas — banguotas kreivés virsus, kur esamy piky negalima
i$skirti kaip oligoklono (3 pav., A).

IF metu originalaus monoklono jau nerandama, taciau
matomos intensyvios ir ryskios IgG kapa ir lambda oligoklo-
ninés juostos (3 pav., B).

3 pav. Oligokloninei regeneracijai budingas kapiliarinés elektroforezés vaizdas praéjus 5 mén. po
auto-KKLT (A); imunofiksacijos tyrimy rezultatas praéjus 5 mén. po auto-KKLT (B)

Fig. 3. Typical oligoclonal regeneration capillary electrophoresis result image after 5 months post
transplantation (A); Imunofixation test result after 5 months post transplantation (B)

Kadangi aiskiai matyti pasikeites imunoglobuliny izotipas
ir kitoks nei originalaus monoklono elektroforezinis juosty
judrumas, darytina i$vada, kad atsiradusios juostos yra oligo-
kloninés regeneracijos, bet ne patologinés plazminiy lasteliy
klono proliferacijos atspindys.

DISKUSIJA

Oligokloninés juostos daugine mieloma sergantiems
pacientams po chemoterapijos, o ypa¢ po auto-KKL, néra
retas reiskinys. Sios juostos sunkina serumo baltymy elek-
troforezés tyrimy vertinimg, sukeldamos galimai klaidin-
gas rezultaty interpretacijas, kai $ios juostos palaikomos
patologiniu M baltymu. Tac¢iau O] atsiradimas siejamas su
reik§mingu piktybiniy plazminiy lasteliy klono sumazéji-
mu ir, nerandant originalaus M baltymo, parodo pasiekta
visi$kg remisijg. Siekiant iSvengti painiavos vertinant gali-
ma ligos atkrytj ar remisijg, svarbu harmonizuoti (suvie-
nodinti) atsiradusiy naujy juosty pavadinimg. Straipsnio
autoriai sialo jas vadinti oligokloninémis juostomis. Pa-
teiktas klinikinis atvejis puikiai iliustruoja, kaip svarbu
visapusiskai jvertinti gautus elektroforeziniy tyrimy rezul-
tatus. Laboratorinés medicinos gydytojas ar medicinos bi-
ologas, prie§ pateikdamas i§vadg ir patvirtindamas atlikto
tyrimo atsakyma, privalo perzitréti paciento ligos istorijos
jrasus, jvertinti taikyta gydyma ir nuspresti, ar galima ti-
keétis interferencijos. Kartu labai svarbu uztikrinti koman-
dinj darbg - glaudy laboratorijos ir gydytojy hematology
bendradarbiavimga.

Kadangi OJ rezultatus bitina vertinti ir interpretuoti itin
kruopsciai ir atsargiai, autoriai siillo tokj elektroforeziniy
migracijos profiliy vertinimo kelig:
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1. Palyginti elektroforezinius paciento baltymy profilius
pries ir po gydymo.

2. Kritiskai svarbu patvirtinti, jog tarp migruojanciy oli-
gokloniniy juosty néra tokiy pat juosty - to paties izotipo,
migruojanciy tokioje pacioje vietoje — kaip paciento origi-
nalaus M baltymo.

3. Identifikavus, jog tai néra originalus M baltymas, jo-
kiu badu tokiy OJ nejvardyti kaip monokloninio baltymo, o
charakterizuoti OJ izotipg ir elektroforezinj mobiluma.

ISVADOS

Svarbu jsitikinti, jog tarp migruojanciy O] néra paciento
originalaus M baltymo - to paties izotipo ir elektroforezinio
judrumo. Nustacius tokig juosta, negalima teigti, jog ori-
ginalus M baltymas i$nyko, tad visiSka remisija dar nepa-
siekta. Be abejo, visi$ka remisijg patvirtina ne tik serumo ir
$lapimo baltymy elektroforezés tyrimai, kai jais nustatoma,
jog M baltymo nebéra, bet ir tai, kad plazminiy lasteliy kie-
kis kauly ¢iulpy aspirate yra <5 %. Taigi, tinkamas elekro-
foreziniy tyrimy jvertinimas be klaidingai teigiamy rezul-
taty leidzia tiksliai stebéti paciento ligg ir bukle bei parinkti
tinkama gydyma. Autoriy sitilomas rezultaty interpretacijos
variantas: ,Rastos silpnos juostelés (pvz. tipas IgG kapa),
kuriy elektroforezinis mobilumas skiriasi nuo originalaus
M baltymo. Rezultatas suderinamas su oligoklonine regene-
racija.“ Be abejo, kartu su OJ aptinkant ir originaly M balty-
ma bitina tai paminéti aprasant jo izotipa.

Gauta: 2023 0207  Priimta spaudai: 2023 04 18
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Summary

IMPLICATIONS OF BLOOD

SERUM ELECTROPHORESIS
OLIGOCLONAL BANDS IN PATIENTS
WITH MULTIPLE MYELOMA AFTER
AUTOLOGOUS STEM CELL
TRANSPLANTATION.

CASE REPORT

Goda Aleknaviciuté-Valiené, Réda
Matuzeviciené, Dalius Vitkus

Introduction. Multiple myeloma is a malignant he-
matologic disorder which is described by the clonal ex-
pansion of plasma cells in the bone marrow. The incidence
of this disease is increasing every year all over the world,
especially in the United States, Australia and Europe. M-
protein is considered to be one of the main markers for
the disease monitoring in patients during therapy. How-
ever, after the treatment of patients with chemotherapy
and especially autologous bone marrow transplantation,
oligoclonal bands can be observed in serum electropho-
resis; their diagnostic significance and implications are
not fully elucidated.

The purpose of this paper is to review the diagnostic
significance and importance of serum oligoclonal bands,
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were analysed.
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da oligoclonal bands were observed. It was identified that
the immunoglobulin isotype and electrophoretic mobil-
ity of these bands have changed, thus they are result of
oligoclonal regeneration.

Conclusions. Serum oligoclonal bands are a tran-
sient condition, which is associated with longer progres-
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bands could be used as a marker of normal immune sys-
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