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1. IVADAS
1.1. Tiriamoji problema

Dauginé mieloma (DM) yra piktybiniy plazminiy Iasteliy (PL)
proliferacija kauly &iulpuose (KC). PL yra galutin¢ B limfocity diferenciacijos
stadija, o kloninés PL yra jprasty funkcijy neatliekantis, neoplazinis normaliy
PL atitikmuo (1). Lietuvoje DM yra tre¢ia pagal daznj piktybiné hematologiné
liga, kuri sudaro daugiau nei 10 % hematoonkologiniy naviky atvejy (2).

Gydant DM pasiekta didelé pazanga, kadangi daugiau nei 50 % pacienty
pavyksta pasiekti visiska atsaka (CR) | gydyma, taciau islieka poreikis
nustatant diagnoze¢ iSsamiai charakterizuoti sunkesnés eigos ar didesnés
recidyvo rizikos ligos atvejus, taip pat stebéti remisija pasiekusius ar ilgalaikj
palaikomajj gydyma gaunancius zmones dél recidyvo galimybés (3). Remisija
laikomas simptomy, siejamy su DM iSnykimas, ir piktybiniy lasteliy, ar jy
iSskiriamy medZziagy neaptikimas naudojant jautrius tyrimo metodus, kurie
bus aptarti véliau.

Sios disertacijos tiriamoji problema apima darbus, kuriais siekiama spresti
tyrimo atlikimo tékmés citometriniu (TC) metodu optimizavimas. MLL
tyrimas yra pagrjstas piktybiniy PL imunofenotipo nustatymu diagnozuojant
liga. Gydant DM sios informacijos pagrindu stebima liekamoji piktybiniy PL
koncentracija kraujyje ir (ar) kauly c¢iulpuose, siekiant jvertinti gydymo
efektyvuma bei vykdyti ilgalaike pacienty stebésena dél ligos recidyvo. TC
tyrimo optimizavimas apima piktybiniy PL imunofenotipo duomeny analizés
gairiy harmonizavima ir KC éminio surinkimo kokybés jvertinima. Antras

SNV =

TN v =

TC tyrimo metodu stebéti piktybiniy PL imunofenotipo pokycius,
nulemianc¢ius periferiniame kraujyje (PK) cirkulivojanéiy piktybiniy
plazminiy lasteliy (CPL) formavimasi, Siejamg su ligos agresyvéjimu ir
progresavimu. Si informacija leisty anks¢iau koreguoti paciento gydymo
metodus, siekiant laiku kontroliuoti ligos progresavima.

TC metodas plac¢iai naudojamas DM diagnostikai, norint nustatyti badinga
piktybiniy PL imunofenotipg (4), ta¢iau $iuo tyrimu gaunami duomenys gali
buti taikomi plac¢iau — ligos atsinaujinimo rizikai ir eigos prognozei (5)
vertinti. TC metodas taip pat leidZia stebéti gydymo metu isliekantj nedidelj
piktybiniy PL klong — vadinamaja MLL. MLL tyrimai leidzia jvertinti
organizme po gydymo kurso likusj piktybiniy lasteliy kiekj ne tik
periferiniame kraujyje, bet ir jvairiuose organizmo skysciuose, kuriuose $ios
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lastelés iSplinta ar islieka (6). Vis délto, norint pagerinti MLL tyrimo rezultaty
pakartojamuma ir patikimumg, butina tyrima harmonizuoti (7).
Harmonizavimo procesas leisty didesniu jautrumu nustatyti MLL dydj, taip
pat palyginti skirtingose laboratorijose atlikty bei klinikiniy tyrimy rezultatus
(8).

Jei DM islieka atspari gydymui ir atsinaujina, tokia ligos forma vadinama
recidyvine ir (ar) refrakterine DM (RRDM) (9). RRDM pacientams
piktybinés PL neretai aptinkamos net periferiniame kraujyje, nors jprastiné
piktybiniy ir normaliy PL aptikimo vieta yra kauly ¢iulpai (KC). Periferiniame
kraujyje randamos piktybinés PL yra vadinamos CPL. Krastutinai sunki
piktybiniy PL sukelta liga yra plazminiy lasteliy leukemija, kuriai esant
periferiniame kraujyje aptinkami ypac¢ dideli kiekiai piktybiniy PL, be to, liga
daznai yra atspari gydymui (10). Sis piktybiniy PL patekimas j periferija
siejamas su adhezijos molekuliy, kuriomis PL tvirtinasi prie KC stromos,
poky¢iais (11). Adhezijos molekuliy poky¢ius galima vertinti TC metodu ir
kauly c¢iulpuose, ir periferiniame kraujyje. Taigi CPL aptikimo bei
susiformavimo mechanizmo tyrimai gali padéti anksti suprasti DM atsparumo
gydymui mechanizma ir efektyviau koreguoti gydyma.

1.2. Problemos aktualumas

DM yra viena dazniausiy hematoonkologiniy patologijy, taciau nepaisant
dideliy pastangy ieskant pazangiy DM gydymo metody, galutinai isgydyti liga
kol kas yra sunku net ir taikant tokius metodus, kaip kauly ciulpy
transplantacija (12). Itin svarbus yra tikslus pirminis pacienty jvertinimas ir su
juo susijes tinkamo gydymo parinkimas. Sékmingam gydymui labai padeda
laboratoriniai tyrimai, tarp jy biocheminiai, hematologiniai, taip pat didele
jtaka turi genetiné ligos prognozé (13). Svarbi reik§mé tenka ir piktybiniy PL
imunofenotipo nustatymui, kadangi dalis imunofenotipo zymeny turi ry$j su
genetiniais ligos formavimosi mechanizmais, taip pat yra imunoterapijoje
naudojamy monokloniniy antikiiny taikiniai. Imunofenotipo jvertinimas
diagnozuojant liga gali suteikti papildomos informacijos nustatant ligos rizika.
Net esant geram atsakui j gydyma, kuris vertinamas MLL tyrimais, DM
pacientus reikia stebéti ilgg laikg, o reguliariai atliekamas MLL tyrimas leidzia
jvertinti ligos eiga ir ilgalaikj gydymo efektyvumg (14). Kauly ¢&iulpuose
matuojamos MLL rezultaty patikimuma padidinty geresnis rezultaty
pakartojamumas ir kauly Ciulpy aspirato kokybe leidziantys vertinti Kriterijai.
Jei liga yra atspari gydymui, naudingos informacijos galima gauti
identifikuojant jos progresavimo mechanizmus ir jvertinant CPL susidaryma
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periferiniame kraujyje (15), istyrus PL adhezijos molekuliy fenotipg tékmés
citometrijos metodu.

1.3. Darbo tikslas

Darbo tikslas — istirti, kaip piktybiniy PL imunofenotipavimas tékmeés
citometriniu metodu galéty biti naudojamas DM recidyvo prognozei, Sios
ligos agresyvéjimo vertinimui pagal periferinio kraujo CPL formavimasi bei
DM MLL tyrimy optimizavimui harmonizuojant PL imunofenotipo analizés
strategija.

1.4. Darbo uzdaviniai

1. Igtirti KC piktybiniy PL adhezijos molekuliy imunofenotipg ir
nustatyti jo reikSme periferiniy CPL formavimuisi.

2. Isanalizuoti piktybiniy PL diagnostinio imunofenotipo Zymeny
raiskos ypatumy verte DM prognozei, jy sasajas su genetiniais DM prognozés
Kriterijais.

3. ]vertinti nuo tyréjo priklausomy PL imunofenotipavimo duomeny
analizés harmonizavimo jtaka DM MLL tyrimo rezultaty variabilumui.

4. Nustatyti KC méginio tékmés citometrinio istyrimo parametrus,
geriausiai atspindinéius KC aspirato paémimo kokybe.

1.5. Darbo mokslinis naujumas ir svarba

Gydant DM ne visuomet pavyksta pasiekti pageidaujama ligos atsaka,
todel ypac svarbu turéti galimybe anksti jvertinti su ligos progresavimu
susijusius veiksnius. Periferinio kraujo CPL yra vis placiau tyrinéjama DM
sritis, ypa¢ svarbi siekiant anksti aptikti agresyvias, atsparias gydymui,
nepalankios eigos ligos formas. CPL yra kauly ¢iulpy aspirate tiriamos MLL
atitikmuo periferiniame kraujyje ir siejamos su ligos progresavimu (16).
Kadangi CPL nustatomos i$ veninio kraujo éminiy, jiems surinkti reikalinga
mazesné intervencija, taigi CPL tyrimas galéty bati naudojamais papildomai
informacijai gauti $alia jprastiniy KC MLL tyrimy (17). Vienas pagrindiniy
su periferinio kraujo CPL atsiradimu siejamy veiksniy yra adhezijos
molekuliy raiskos poky¢iai piktybinése PL. Siandien iki galo néra aisku, kuriy
konkre¢iy adhezijos molekuliy raiSkos pokyciai gali biti siejami su CPL
atsiradimu (9). TC metodas leidzia jvertinti §iuos poky¢ius tiek PK, tiek KC.

Piktybiniy PL imunofenotipavimas gali bati atlickamas ne vien ligos
diagnozei nustatyti, bet ir recidyvo prognozei jvertinti. Siandien vertinant
ligos prognoze jau atsizvelgiama j chromosomines aberacijas ir Kitus PL
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genetinius poky¢ius, todél, jei rastume sasajy tarp imunofenotipo ir genetiniy
prognozés veiksniy, atsiverty papildomos DM prognozavimo galimybés (18).

Ekspertines DM MLL tyrimy rekomendacijos padeda laboratorijoms
suvienodinti tyrimy reagenty rinkinius, parinkti ttkmés citometry nustatymus
ir taikyti tokj méginiy paruo$ima, kuris sumazinty DM MLL tyrimo rezultaty
variabilumg. Tai kertinis naujos kartos tékmés citometrijos (angl. Next-
generation Flow) pritaikymo etapas (19), taciau triksta konkreéiy, placiai
taikomy citometriniy duomeny analizés gairiy, kurios sumazinty nuo tyrima
atliekancio specialisto ziniy ir patirties priklausoma tyrimo rezultaty
variabilumg (20). Tai buty ypa¢ svarbu klinikiniams vaisty tyrimams,
ilgalaikiam pacienty gydymo efektyvumo stebéjimui ir gydyma skiriantiems
bei koreguojantiems specialistams (21).

1.6. Ginamieji teiginiai

1. Piktybiniy PL adhezijos molekuliy imunofenotipo poky¢iai kauly
Ciulpuose nulemia DM progresavimg ir CPL formavimasi
periferiniame kraujyje.

2. DM piktybiniy PL diagnostinio imunofenotipo zymeny raiskos
ypatumai turi ry§j su Sios ligos prognozei vertinti naudojamais
genetiniais kriterijais.

3. Tékmés citometrijos duomeny analizés gairiy parinkimas ir jy
suvienodinimas pagerina DM MLL tyrimo rezultaty
pakartojamuma.

4. Tékmeés citometrinio tyrimo duomeny analizés gairiy
suvienodinimas leidzia turéti kriterijus KC éminio surinkimo
kokybei jvertinti.
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2. LITERATUROS APZVALGA

2.1. Dauginé mieloma ir plazminiy lasteliy diskrazijos

DM yra piktybiniy PL proliferacijos nulemta liga, pasireiskianti
specifiniais simptomais, pozymiais ir laboratoriniy tyrimy pokyciais (1).
Ligos substratas — tai savo jprastos funkcijos neatlickantis ir organus
pazeidziantis normaliy PL piktybinis klonas (22). Normalios PL yra galutiné
B limfocity, kuriy imuniné paskirtis yra gaminti antiklinus prie§ specifinius
infekcijos sukéléjy antigenus, diferenciacijos stadija (23).

Remiantis Klinikiniy, laboratoriniy ir instrumentiniy tyrimy duomenimis,
piktybinés PL ligos gali biiti skirstomos j atskirus nozologinius vienetus (24).
Sie vienetai skiriasi klinikinés bitklés sunkumu, kuris dazniausiai turi
biologinj pagrinda — skirtingg piktybiniy lasteliy kiekj (naviko masg), 1asteliy
piktybiskuma, iSplitimo laipsnj (25). Ligos eigai daznai budingas
progresavimas i§ lengvesnés formos j sunkesne (12).

DM yra dalis piktybiniy PL sukelty ligy spektro, pla¢iau vadinamo
plazminiy lasteliy diskrazijomis (gr. dyskrasia — blogas misinys). Si ligy grupé
apima ankstyvas ir specifinio gydymo ne visuomet reikalaujancias bukles
(neaiskios reik§més monokloning gamapatija — NRMG, rusenancia dauging
mieloma — RDM), taip pat tokias kliniskai pasireiskiancias ir gydymo
reikalaujancias ligas, kaip DM (26). DM taip pat gali pasireiksti skirtingomis
formomis — kaip nesekretuojanti DM, arba ligos agresyvios eigos buklémis,
kai piktybinés PL i$plinta uz KC riby, — kaip ekstrameduliné DM (27). Sios
PL ligos pasizymi progresavimu i§ ankstyvy, maziau piktybiniy bukliy j
stipresnés klinikinés raiSkos, sunkesnes bakles (3).

Su piktybinémis PL taip pat siejamos ir kitos ligos, ta¢iau jy pasireiS$kimas,
eiga ir gydymas daznai skiriasi nuo ikivéziniy bikliy ar jprastinés DM ligos
progresavimo. Dél §iy skirtumy neretai jos apraSomos ir nagrinéjamos atskirai
nuo DM. Tokiy bikliy pavyzdziai: plazminiy lgsteliy leukemija, izoliuota
plazmacitoma ir limfoplazmocitiné limfoma — vadinamoji Waldenstromo
makroglobulinemija (28).

Plazminiy lasteliy leukemija galima apibrézti kaip terminaline piktybiniy
PL ekstramedulinio plitimo biiseng — neribota plitima j PK (10). Lengvesnés
ligos, pavyzdziui, izoliuota plazmacitoma, neplinta uz pirminio Zidinio riby.
Limfoplazmocitiné¢ limfoma siejama su piktybinémis plazmocitoidinés
diferenciacijos B limfoidinémis lastelémis, kurios sekretuoja imunoglobuling
M (IgM). Daznai aptinkamos ir piktybinés PL lastelés, ir piktybiniai B
limfocitai — B lasteliy limfoma. Taigi dalis Sios ligos savybiy bendros su DM,
pavyzdziui, progresavimas i§ NRMG | RDM ir galiausiai DM, taciau dalis
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labiau budingos ne-Hodzkino limfomy grupei, pvz. plitimas j limfmazgius,
gali buti aptinkamas tik piktybiniy B limfoidiniy lasteliy komponentas (28).

Taip pat yra su piktybiniy PL proliferacija susijusiy sindromy ar Kity ligy,
kuriy klinikiné eiga irgi gali bati dalis DM eigos. Monokloniniy
imunoglobuliny kaupimo ligos nustatomos, kai monokloniniai antik@inai
kaupiasi inksty glomeruly pamatinéje membranoje ir sukelia inksty
nepakankamuma. Gali buti pazeisti ir Kiti organai — kepenys, Sirdis,
periferiniai nervai, plauciai, oda. Prie $iy ligy priskiriama pirminé amiloidozé,
kitaip vadinama AL (amiloido lengvyjy grandziy) amiloidoze — tai sisteminé
amiloidozés forma, kai inkstus pazeidzia lengvosios grandys. Taip pat $iai
grupei priklauso lengvyjy ir sunkiyjy grandziy sankaupy ligos (24).

Kita, retesné grupé ligy yra plazminiy lasteliy piktybinés ligos su
susijusiais paraneoplaziniais sindromais. Joms priskiriami POEMS ir TEMPI
sindromai. POEMS sindromas pasizymi polineuropatija, organomegalija,
endokrinopatija, M baltymu ir odos poky¢iais. Sindromo pagrindas yra
piktybiniy PL sukelti papildomi imuniniai poky¢iai, citokiny gamyba, taip pat
angiogenezés skatinimas, sukeliantis papildomy simptomy ir pazeidimy (1).
TEMPI sindromas pasireiskia teleangiektazijomis, padidéjusiu eritropoetino
kiekiu ir eritrocitoze, monoklonine gamapatija, perinefriniu skys¢iy kaupimu
ir intrapulmoniniu nuosruviu.

2.1.1. Epidemiologija

Europoje per metus aptinkama 4,5-6,0 naujy ligos atvejy, tenkanciy
100 000 gyventojy. DM yra vyresnio amziaus zmoniy liga, amziaus mediana
— 72 metai. Mirtingumas sudaro 4,1 i§ 100 000 gyventojy per metus (8). JAV
duomenimis, tai antra pagal daznumg piktybiné hematologiné liga, apimanti
~1 % visy véziniy ligy ir apie 10 % onkohematologiniy ligy (24). Vidutinis
amzius, kai diagnozuojama liga, JAV yra 65 metai (29). DaZniau pasireiSkia
moterims, taip pat Sioje Salyje daznesné tarp juodaodziy. Remiantis
ilgalaikiais steb¢jimais, JAV kasmet diagnozuojami 4 ligos atvejai i§ 100 000
zmoniy. Lietuvoje kasmet nustatoma ~180 ligos atvejy (~6 atvejus i§ 100 000
zmoniy) (2).

Didzioji dalis DM issivysto i§ ankstesnés, simptomais nepasireiskiancios,
nepiktybinés ligos — neaiskios reik§més monokloninés gamapatijos (NRMG).
Tyrimy duomenimis, NRMG paplitimas gali biti iki 3 % zmoniy, vyresniy
kaip 50 mety amZiaus. NRMG progresavimo | DM daznis yra mazdaug 1 %
per metus. Dauguma zmoniy, kuriems nustatoma NRMG, $ig bikle turi iki 10
mety pries DM diagnoze (30).
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2.1.2. Etiologija ir patogenezé

Iki Siol néra nustatyta tiksli ar vienintelé DM i$sivystymo priezastis. Ligos
pradzia siejama su tokiais mutacijas skatinanéiais veiksniais, kaip
jonizuojancioji spinduliuoté, kancerogenai, taip pat dazna pakartotine
imuninés sistemos stimuliacija, taCiau daugumai pacienty konkretus
etiologinis rySys su aiSkia priezastimi nenustatomas (31).

Jprastai PL KC biina sustabdytos biisenos, G0/G1 lastelés cikle. Jas
aktyvuoja infekcija, kadangi kyla poreikis gaminti reikalingus antik@inus.
Vystantis DM piktybinés PL turi didesnius nei jprastos PL augimo ir
dauginimosi gebéjimus, o tai jmanoma tik iS¢jus i§ sustabdyto lastelés ciklo.
Tam turi reikSmés genetiniai pokyciai, kurie bus aptarti placiau, siejami su
lgstelés ciklu ir peréjimo 1§ GO/G1 fazés reguliavimu (31).

Nustatyti pradiniai chromosomy poky¢iai (translokacijos, aneuploidija),
kurios siejamos su pirminiu DM vystymusi, bus aprasyti atskirai (32). Taip
pat apraSyti genai, kurie gali nulemti DM i8sivystymg, pvz. CCDN genas,
koduojantis cikling D1. Siy geny poky&iams daznai turi jtakos piktybinése PL
nustatomos DM nulemiancios translokacijos, paprastai susijusios su
imunoglobuliny sunkigja grandj koduojanciu genu (IGH) 14 chromosomoje,
arba su lengvasias grandis koduojanéiais genais - IGK 2 chromosomoje ir IGL
22 chromosomoje (33, 34).

DazZniausiai iki iSsivystant simptominei DM ligai galima aptikti
besimptomius, ikivézinius etapus, pvz. NRMG ar rusenancig daugine
mieloma (RDM). Zinoma, tik dalis $iy ikivéziniy bukliy ilgainiui progresuoja
1 DM, o véliau — j ekstrameduling DM forma. Tik 20 % pacienty, kuriems
nustatoma NRMG, ilgainiui i§sivysto DM (35).
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Klanings, piktybinas plazmines lastelés

Nenustatytos i " .o N
Po germinacinio i ¥ Rusenanti dauginé Dauginé mieloma Plazminiy Igsteliy
tro B limfocitas reames mieloma leukemija

centro B fim monakloniné

Pirminiai genetiniai pokyéiai:
- IGH translokacijos
- Hiperdiploidija

- DNR hipometiliacija
- leytos mutacijos

1 paveikslas. Plazminiy lasteliy diskrazijy progresijos schema ir budingos
pirminés ir antrinés mutacijos. Parengta pagal Kumar ir kt., 2017 (1)

Progresavimas dazniausiai prasideda nuo tokiy besimptomiy biikliy, kaip
NRMG, po kurios vystosi RDM, véliau DM ir galiausiai ekstrameduliné DM
(1 pav.), tatiau ne visuomet pasireiSkia ar nustatomi visi etapai.
Ekstrameduliné ligos forma — kai piktybinés PL plinta uz KC riby — aptinkama
1-2 % pacienty nustatant diagnoze, taip pat 8 % i$sivysto jau sergant Sia liga
(36). Galimos ir kitos su piktybinémis PL susijusios buklés (pvz. plazminiy
lasteliy leukemija), kurioms nebtidingas $is vystymosi eiliSkumas.

Ekstramedulinis ligos plitimas siejamas su piktybiniy PL plitimu uz KC
riby, kuomet CPL aptinkamos ne tik periferiniame kraujyje, bet ir kituose
organizmo skys¢iuose, pvz. pleuros skystyje, ar tokiuose organuose, kaip oda,
kuriuos pazeidzia. Sis plitimas yra siejamas su imunofenotipo poky¢iais, ypa¢
adhezijos molekuliy — CXCR4 (CD184) ar CD54 netekimu (37).

DM formavimasis siejamas su procesais, kurie vyksta PL brendimo metu.
Besivystant PL vyksta somatiné hipermutacija, kai persitvarko V(D)J genai,
koduojantys imunoglobuliny molekules. Jprastiné Sio proceso paskirtis —
uztikrinti imunoglobuling molekuliy jvairove. Manoma, kad pirminiai
pakitimai, nulemiantys DM iSsivystyma, yra susij¢ su klaidomis vykstant
V(D)J geny persitvarkymui (38).
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Isskiriamos pirminés chromosominés anomalijos: translokacijos,
paliecianCios IgH koduojantj gena, taip pat aneuploidija, chromosomy
skaiCiaus pokyciai. DM patogenezé siejama su Siais liga inicijuojanciais
pirminiais pakitimais, taciau taip pat aprasomi antriniai pakitimai, kurie
aptinkami ligai progresuojant. Be klasikiniy chromosominiy paZaidy ir
translokacijy, nustatyta daug atskiry geny, kurie siejami su DM patogeneze ir
yra pladiai tiriami (38).

MM yra heterogeniska genetiSkai — daznai aptinkamos chromosomy
duplikacijos, dazniausiai nelyginiy chromosomy, arba translokacijos su
14 chromosoma, kur ir yra IGH genas. Sios dvi genetiniy poky¢iy grupés
dazniausiai neaptinkamos tiems patiems pacientams — pastebéta, kad paprastai
aptinkama tik viena arba kita grupé pokyc¢iy (33). Manoma, kad
chromosominés aberacijos (aneuploidija) ir [gH translokacijos yra aptinkamos
ankstyvose ligos stadijose — jau NRMG etape, kai dar néra simptominés ligos
formos. Kitos mutacijos ar chromosomy aberacijos atsiranda véliau, ligai
progresuojant j simptoming DM (39).

Yra aptikta genetiniy pakitimy, kurie nulemia NRMG per¢jimg | DM —
KRAS geno, esan¢io 12 chromosomoje, mutacijos, Myc geno, esancio 8
chromosomoje, aktyvacija, TP53 geno, esantio 17 chromosomoje
inaktyvacija. Vélesni antriniai pokyciai lemia DM peréjima ] ekstrameduling
DM. Nustatyti ir RMM progresijos | DM rizika lemiantys genetiniai veiksniai
— t(4;14) translokacija, 17p delecija, 1q duplikacija (28). Aprasyti Siai
progresijai budingi geny poky¢iai, susij¢ su Myc ir Ras onkogenais (40, 38).

Ankstyvose  ligos  stadijose daznai nustatomas intrakloninis
heterogeniskumas — skirtingy genetiniy klony formavimasis ir egzistavimas,
tatiau vélesnése stadijose pradeda dominuoti pavieniai klonai, kas nulemia
ligos progresavimg (39).

Vienas maziau tirty ligos progresavimo pozymiy — tai skirtinga
imunofenotipg turin¢iy subpopuliacijy mazéjimas ligai pereinant i§ NRMG |
DM. Toks procesas atspindi minéta klonin¢ selekcija — vykstant genetinei
konsolidacijai, pastebimi ir dominuojantys imunofenotipai, nustatant DM
diagnoze tékmés citometrijos metodu daZniausiai apraSomas vienas,
daugiausia du skirtingi piktybiniy PL imunofenotipai (35).

DM ligos simptomai pradeda ryskéeti, kai KC paZeidzia juose
proliferuojancios piktybinés PL, taip pat iSskiriamas patologinis M baltymas,
kuris nulemia inksty ir kity organy pazeidimus. DM pazeidzia KC ir tiesiogiali,
ir per piktybiniy PL iSskiriamas medziagas, tokias kaip RANKL, TNF-alfa,
IL-3 ir IL-6, kurios skatina osteoklasty veiklg ir skating kaulinio audinio
pazeidima, taip pat per CCL3 sumazina kraujodaros funkcija. M baltymas
dazniausiai sudarytas i§ sunkiyjy ir lengvyjy grandziy klono, taciau galimi

18



variantai, kai gaminamos tik lengvosios grandinés arba sekrecijos i§vis néra.
Nuo $iy skirtumy priklauso ir pazeidimo lokalizacija bei sunkumas (26).

Jei ligos eiga nerodo atsako j gydyma, i$skiriama atskira, gydymui atspari
ir recidyvuojanti ligos forma — RRDM. Ji apibréziama remiantis
laboratoriniais ir radiologiniais kriterijais — 25 % ar daugiau padidéjusiu
kraujo serumo ar Slapimo M baltymo kiekiu arba laisvyjy lengvyjy grandziy
santykio padidéjimu nuo geriausios pasiektos vertés gydymo metu. Taip pat
jvertinama naujai atsiradusi hiperkalcemija, radiologiskai aptinkami nauji
piktybiniy PL zidiniai — plazmacitomos. Nesekretuojancios DM formos atveju
vertinamas plazminiy lasteliy skaiiaus pokytis KC aspirate ar
trepanobioptate, jei liga anksciau jvertinta kaip turéjusi minimaly ar geresnj
atsakg j gydyma, taciau Siuo metu atsakas nebepasiekiamas, liga progresuoja
gydymo metu ar 60 dieny po paskutinio gydymo kurso (41, 42).

2.1.3. Pozymiai ir simptomai

Dazniausius DM simptomus nulemia KC paZeidimas, pasireiskiantis
anemija, didesne infekcijy rizika, taip pat kaulinio audinio pazeidimas,
pasireiskiantis  kauly 1Gziais, hiperkalcemija, ir inksty funkcijos
nepakankamumas bei jo nulemti simptomai. Siuos pazeidimus sukelia
piktybinés PL arba jy iSskiriamos medziagos. Simptomus galima apibadinti
anglisku trumpiniu CRAB (angl. hyperCalcemia, Renal failure, Anemia, Bone
lesions) — hiperkalcemija, inksty nepakankamumas, anemija, kauly
pazeidimas (24).

DM sergantiems pacientams aptinkami piktybiniy PL Zidiniai, kurie
pasirei$kia kaip dariniai arba ardomo kaulo paZeidimo vietos. Kaulinio
audinio pazeidimas neretai hulemia kauly lazius, ypac¢ ligai pazengus, daznai
pasitaiko kompresiniai stuburo slanksteliy lGziai. Kartais pirmas DM
pasireiSkimo poZymis yra bitent liizis arba atsitiktinis kaulo struktiirg
ardan¢iy zidiniy aptikimas atliekant rentgenologinj tyrima (43).

Skirtingai nuo kai kuriy kity piktybiniy ligy, esant DM organizmo
pazeidima daugiausia nulemia ne naviko masés efektas ar lasteliy plitimas, bet
piktybiniy PL i$skiriamos medziagos — citokinai, M baltymas (31). Kauly
pazeidimg sukelia osteoklasty aktyvacija, osteoblasty supresija. Svarbi ne tik
lokali osteoporoze aplink naviko mase, taciau ir sisteminis poveikis, kadangi
atsiranda daugybiniy kaulinés destrukcijos Zidiniy, 0 tai nulemia kalcio
atsipalaidavima | kraujotaka ir hiperkalcemija. Hiperkalcemija gali paveikti
Sirdies veikla, taip pat turi jtakos kitiems elektrolity kiekiui jautriems
audiniams (43).
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Anemijg nulemia kauly Ciulpy pazeidimas ir sumazéjusi geba gaminti
eritrocitus. Sj poveikj daugiausia sukelia ne kauly &iulpy tiirinis peraugimas
piktybinémis lgstelémis ar naviko masés poveikis, bet specifinés signalinés
molekulés, kurios slopina eritrocity gamyba panaSiu mechanizmu, Kkaip ir
létiniy ligy anemijos atveju. DM lemia uZdegiminio atsako ir citokiny
poky¢ius KC — padidéjus IL-6 ir BMP-2 sekrecijai, didéja ir hepcidino
sekrecija (23).

Inksty nepakankamumas vystosi dél piktybiniy PL i$skiriamy patologiniy
imunoglobuliny, kuriy nesugeba efektyviai filtruoti inkstai. Inksty funkcijos
nepakankamumas biidingas daugiau nei 50 % DM pacienty. DaZniausi
patogenezés mechanizmai yra lengvyjy grandziy nefropatija, kai lengvosios
grandys jungiasi su inksty kanalé¢liuose gaminamais Tamm-Horsfall
baltymais. Taip inksty kanaléliuose formuojasi cilindrai, kurie sutrikdo inksty
funkcijg ir nulemia nepakankamuma. Lengvosios grandys taip pat gali
tiesiogiai pazeisti glomerulo pamating membrana ir sutrikdyti filtracija (23).

Kiti simptomai atsiranda dél padidéjusio baltymy — patologiniy
imunoglobuliny ar jy komponenty Kiekio, pavyzdziui, padidéjes kraujo
klampumas. Taip pat dazna yra imunosupresija dél sutrikusios jprasty
— AL amiloidozé, periferiné neuropatija, autoimuniniai sutrikimai; galimi ir
tokie nespecifiniai simptomai, kaip kar$¢iavimas (44).

2.1.4. Dauginés mielomos diagnostika

DM diagnostika remiasi laboratoriniais kraujo, Slapimo ir kauly ¢iulpy
tyrimais, taip pat vaizdiniais rentgenologiniais tyrimais. Surinkti anamneze
isliecka svarbu dél patologiniy baltymy ar plazminiy lgsteliy proliferacijos
sukelty simptomy, pvz. kompresiniy liziy, inksty veiklos sutrikimo, anemijos
ar hiperkalcemijos sukelty padariniy ir poju¢iy. [tarimg taip pat gali sukelti
atsitiktiniai, atliekant vaizdinimo (Kklasikinj rentgenologinj, kompiuterinés
tomografijos) tyrimus pastebéti daugybiniai besimptomiai kauly pazeidimai,
kompresiniai stuburo slanksteliy laziai. Esant izoliuotiems ar pavieniams
dariniams, pvz. solitarinei plazmacitomai, plazminés lastelés gali biiti aptiktos
ir identifikuotos atlikus darinio biopsija ir histologinj bei imunohistocheminj
bioptato istyrimg (24).

DM 7Zidiniai gali bati aptikti jprastu rentgenologiniu tyrimu, ta¢iau DM
plitimui nustatyti taikomi tikslesni metodai. KT arba viso kiino mazy doziy
KT budu galima aptikti zidinius kauluose, ypac¢ jei aptikus vieng zidinj norima
patvirtinti solitarinés plazmacitomos, o ne i$plitusios ligos diagnozg (45).
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PET-KT, kaip ir MRT, leidzia aptikti zidinius ir ne kauliniame audinyje, esant
ekstramedulinés DM jtarimui.

Ikivézinés biiklés (pvz. NRGM) daznai nesukelia pastebimy klinikiniy
simptomy, taigi gali buti aptinkamos atsitiktinai, atliekant kraujo tyrimus, pvz.
taikant elektroforezés ar imunoglobuliny kiekiui nustatyti skirtas anali¢iy
paletes (30). Vieni pirmyjy poky¢iy — M baltymo (arba M gradiento)
aptikimas kraujo serume, naudojant baltymy elektroforezés tyrimg, su
papildomu imunofiksacijos tyrimu konkreciai M baltymo sudééiai nustatyti.
Naudingas ir laisvy lengvyjy grandziy tyrimas, ypac¢ esant lengvyjy grandziy
ligos formai. Taip pat svarbu identifikuoti piktybines plazmines lasteles,
dazniausiai kauly Ciulpuose, naudojant citomorfologinius, tékmés
citometrinius kauly c¢iulpy aspirato tyrimus ar histologinj kauly Ciulpy
trepanobioptato tyrima (24).

Nors itin svarbu nustatyti M baltymg ir laisvas lengvasias grandis bei
jvertinti jy Kiekj, nes juos gamina piktybinés PL, ta¢iau pasitaiko i§im¢iy —
nesekretuojanciy ligos formy, kai kraujo serume, $lapime neaptinkama nei
patologiniy imunoglobuliny ar jy komponenty, nei padidéjusio kiekio
intaktiniy imunoglobuliny, nei atskiry lengvyjy ar sunkiyjy grandziy. Tokios
isimtys sudaro tik 3% ligos atvejy (46). Siais atvejais ypa¢ svarbis
morfologiniai ar klinikinés lasteliy analizés tyrimai, pvz. tékmés citometrija.

Baltymy elektroforezé¢ — tai tyrimo metodas, kai makromolekulés, DM
atveju baltymai, yra jleidziami j laidzig terpe, kurioje paveikti elektrinio lauko
juda priklausomai nuo molekulés svorio ir elektrinio kriivio. Serumo baltymy
elektroforezei taikoma izoelektrinio fokusavimo elektroforezés modifikacija,
kai baltymai sustoja neutralioje vietoje, kurioje kriivis nelemia tolesnio
judéjimo. Serumo baltymy elektroforezés metu siekiama aptikti piktybiniy PL
gaminamg M Dbaltyma, kuris savo krivio ir molekulinés masés
charakteristikomis skirsis nuo normaliy kraujo serume aptinkamy baltymuy,
netgi panasios struktiiros imunoglobuliny. Kadangi tai baltymas, artimas
imunoglobulinams, jis daznai aptinkamas serumo baltymy gama frakcijoje,
tac¢iau daznai to baltymo Kiekis yra didesnis nei jprasty imunoglobuliny ir jis
koncentruojasi konkrecioje frakcijos vietoje. Taip pat gali biiti randamas ir
kitose frakcijose arba tarp skirtingy frakcijy, kur paprastai aptinkami mazi
baltymy kiekiai. Kadangi M baltyma gamina kloninés PL, $is baltymas yra
vienodos sudéties, taigi elektroforezés lauke koncentruojasi vienoje
konkrecCioje vietoje, skirtingai nei dauguma jprasty baltymy frakcijy, kurios
dél savo heterogeniskos sudéties pasklinda placiau. Tai leidzia aptikti M
baltyma ir atlikti tolesnius tyrimus jam identifikuoti (23).

Imunofiksacija yra metodas, leidziantis aptikti specifinius M baltyma
sudarancCius antikinus. Galima atskirai aptikti M baltymo — kloninio
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imunoglobulino — sunkiasias (IgG, IgA, IgD, IgM, IgE) ir lengvasias grandis
(kappa, lambda). Sis aptikimas turi reik§més ne tik diagnozei patvirtinti ar
ligai stebéti, taciau svarbus ir ligos Klasifikacijai, pavyzdziui, aptikus IgM
daznai nustatoma limfoplazmocitiné limfoma. Laisvy lengvyjy grandziy
tyrimas leidzia nustatyti ne intaktiniy imunoglobuliny sudétyje kraujo serume
esanciy laisvy kappa ir lambda lengvyjy grandziy kiekj ir santykj tarp jy, kuris
diagnozuojant DM daznai biina pakitgs (47).

Kiti laboratoriniai pakitimai, leidZiantys jtarti simptomine liga, yra nulemti
organy taikiniy pazeidimo — hiperkalcemija, sumazéjgs hemoglobino kiekis —
anemija, padidéjes kreatinino ar kity inksty funkcijos zymeny kiekis kraujyje
(24).

DM diagnostikai taip pat naudojami KC aspirato ir trepanobioptato
tyrimai. Kadangi dél adheziniy savybiy PL yra linkusios pasilikti kaulinése
Ciulpy struktiirose, dazniau didesnis kiekis PL aptinkamas biitent
trepanobioptate. Labai svarbi gera kauly Ciulpy aspiracijos méginio kokybé,
nes $iame meéginyje tiksliau atspindimas piktybiniy PL kiekis. Taip pat
atliekama 24 valandy Slapimo éminio analizé, siekiant jvertinti naviko masg
pagal M baltymo kiekj, i$skirtg su slapimu per §j laikg. Nustatant ligos rizikg
vertinami ir Kiti biocheminiai kraujo tyrimai — beta-2 mikroglobulino, LDH,
albumino, hematologiniai kraujo tyrimai — automatizuotas hematologinis
kraujo tyrimas. Ligos rizikai vertinti svarbiis genetiniai tyrimai i$ iSgryninty
PL, kuriose nustatomi chromosominiai pakitimai. Tam taikoma FISH ir
kariotipo analizé. Pagal chromosomy rinkinio ir struktiiros paZaidas
(aneuploidija, translokacijas) diagnozé dazniausiai néra patvirtinama ar
paneigiama, ta¢iau chromosominés aberacijos svarbios vertinant ligos rizika
ir prognoze (3).

Tarptautiné mielomos darbo grupé (angl. International Myeloma Working
Group — IMWG) nustaté jvairiy DM stadijy, iskaitant IlgM NRMG, ne-IgM
NRMG, lengvyjy grandziy NRMG, RMM, ir simptominés DM diagnostikos
kriterijus (zr. 1 lentel¢) (42).

DM diagnozei bitinas miclomg apibréZiantis jvykis — MDE (angl.
myeloma defining event). MDE apima su PL lasteliy proliferacija siejama
organy pazeidimg — hiperkalcemija, inksty nepakankamumg, anemija, kauly
pazeidimo zidinius. Taigi, pagal IMWG apibrézima, DM diagnozei butini
CRAB kriterijai. Taip pat j kriterijus yra jtrauktas labai padidéjes plazminiy
lasteliy kiekis kauly ¢iulpuose, padidéjes laisvyjy grandziy santykis, daugiau
nei vieno kauly destrukcijos zidinio nustatymas atliekant magnetinio
rezonanso tomografijos ar kompiuterinés tomografijos tyrimus (45).
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NRMG atveju aptinkamas M baltymas, tadiau diagnozei nustatyti serumo
M baltymo koncentracija turi biiti maZzesné nei 30 g/l, o PL kiekis kauly
Ciulpuose — mazesnis nei 10 %, taip pat nenustatyta MDE (48).

Rusenanti DM (RDM) yra simptomais nepasireiSkiantis sutrikimas,
apibréziamas aptiktu didesniu nei 30 g/l M baltymo kiekiu ir/arba 10-60 %
PL kauly ¢iulpuose, ta¢iau jokiy MDE neaptinkama (48).

Neseniai perzitréjus DM apibrézima, RDM pacientai, ankséiau laikyti
turinciais didele progresijos rizika, buvo perklasifikuoti j sergan¢iuosius DM.
Ivertinti progresavimo rizika yra gana svarbu, kadangi nustatyta, kad esant Siai
rizikai ankstyvas gydymas nulemia geresnes baigtis ir NRMG, ir RDM
pacientams (48).

1 lentelé. Plazminiy lgsteliy diskrazijy kriterijai. Sudaryta pagal Rajkumar
ir kt. (2020) (49)

Liga Kriterijai

Neaiskios Turi atitikti visus tris Kriterijus:

reikSmes e monokloninio baltymo (M baltymas) serume

monokloniné <30 g/l;

gamapatija o piktybiniy plazminiy lasteliy kauly iulpuose

(NRMG) —ne <10 %"

IgM tipo o - : i}

e néra organy pazeidimo, kuris buty

priskiriamas plazminiy lgsteliy proliferacineli
ligai, pasireiskianciai hiperkalcemija, inksty
nepakankamumu, anemija, kauly pazeidimu
(CRAB simptomai)

Rusenanti Turi atitikti abu kriterijus:

dauginé e monokloninio baltymo (IgG ar IgA) serume

mieloma >30 g/l arba >0,5 g per 24 valandas §lapime

(RDM) ir/ar  Kloniniy plazminiy lasteliy  kauly
¢iulpuose 10-60 %;

e nenustatyti mielomg apibréziantys jvykiai

(MDE) ar amiloidozé

Dauginé Turi atitikti abu kriterijus:

mieloma e kloniniy plazminiy Igsteliy kauly &iulpuose

(DM) >10% arba biopsijos metodu aptikta
plazmacitoma kauluose arba uz kauly ciulpy
riby;
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e vienas arba daugiau i$ §iy MDE:

Organy taikiniy pazeidimo simptomai, kuriuos galimai
sukélé plazminiy lgsteliy proliferacinis sutrikimas:

hiperkalcemija: serumo kalcio kiekis >0,25 mmol/l
didesnis nei virSutiné normaliy veréiy riba, arba
>2,75 mmol/l;

inksty  nepakankamumas:  kreatinino  klirensas
<40 ml/min arba serumo kreatininas >170 umol/I;

anemija: hemoglobino kiekis >20 g/l mazZesnis nei
apatiné normaliy ver¢iy riba, arba <100 g/I;

kauly pazeidimas: vienas ar daugiau osteolizés Zidiniy
skeleto radiologiniame tyrime, kompiuterio tomografijos
(KT) ar pozitrony emisijos tomografijos — KT (PET-KT)
tyrime;

Kloniniy plazminiy lasteliy kiekis kauly ¢iulpuose
>60 %;

serumo laisvy lengvyjy grandziy (LLG) santykis tarp
kloniniy plazminiy lasteliy gaminamy ir normaliy LLG
>100 (kloniniy plazminiy lgsteliy gaminamy LLG turi biiti
>100 mg/l);

>1 osteolizés zidinys (bent 5 mm dydzio) magnetinio
rezonanso tomografijos (MRT) tyrime

IgM tipo Turi atitikti visus tris kriterijus:
NRMG e monokloninio baltymo (IgM tipo) serume <30
g/l;

e kloniniy plazminiy lgsteliy kauly ¢iulpuose
<10 %;

e néra anemijos, B simptomy, kraujo plazmos
klampumo padidé¢jimo, limfadenopatijos ar
hepatosplenomegalijos, kurig bty galima
priskirti limfoproliferacijai

Lengvyjy Turi atitikti visus Kriterijus:
grandZiy e nenormalus laisvy lengvyjy grandziy kappa ir
NRMG

lambda santykis (<0,26 arba >1,65);

e padidéjes kiekis atitinkamo kloniSkumo
lengvyjy grandziy — padidéjusios kappa LLG
pacientams su santykiu >1,65, arba lambda
LLG pacientams su santykiu <0,26;
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nepastebima sunkiyjy grandziy ekspresija
imunofiksacijoje;

néra organy taikiniy pazeidimo, sietino su
plazminiy lgsteliy proliferacine liga;

kloniniy plazminiy lasteliy kauly ¢&iulpuose
<10 %;

monokloninio baltymo $lapime <500 mg/24
val.

Solitariné
kaulo
plazmacitoma

Turi atitikti visus keturis kriterijus:

atlikus biopsija nustatytas kaulo ar minkstyjy
audiniy  pazeidimas, aptikus  kloniniy
plazminiy lgsteliy;

nepakite kauly ciulpai neaptikus kloniniy
plazminiy lgsteliy;

skeleto apzvalginiai rentgenologiniai tyrimai,
stuburo ir dubens MRT (arba KT) — be
pakitimy, iSskyrus pirminj izoliuotg zidinj,
Nenustatyta organy taikiniy pazeidimo -
hiperkalcemijos, inksty nepakankamumo,
anemijos ar kauly pazeidimo (CRAB), kurj
biity galima priskirti plazminiy lasteliy
proliferacinei ligai

Solitariné
plazmacitoma
esant
minimaliai
jtrauktiems
kauly
Ciulpams

Turi atitikti visus keturis kriterijus:

atlikus biopsija nustatytas kaulo ar minkstyjy
audiniy  pazeidimas, aptikus  kloniniy
plazminiy lasteliy;

Kloniniy plazminiy lasteliy kauly ciulpuose
<10 %;

skeleto apzvalginiai rentgenologiniai tyrimai,
stuburo ir dubens MRT (arba KT) — be
pakitimy, iSskyrus pirminj izoliuotg zidinj;
nenustatyta organy taikiniy pazeidimo -
hiperkalcemijos, inksty nepakankamumo,
anemijos ar kauly pazeidimo (CRAB), kurj
biity galima priskirti plazminiy lasteliy
proliferacinei ligai
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Diagnozuojant DM svarbu jvertinti ligos prognoze¢, kuria nulemia
progresavimo ar atkryGio rizika. Siai rizikai jvertinti atliekami
chromosominius poky¢ius leidziantys aptikti tyrimai — FISH (angl.
fluorescence in situ hybridisation) dél IGH translokacijy, kariotipavimas dél
aneuploidijy  (hipodiploidijos ar trisomijy), taip pat molekulinis
kariotipavimas dél 17p delecijos ar kity didelés rizikos aberacijy (1q
duplikacija, 1p delecija, 13 chromosomos delecija (50)).

Konvencinj kariotipavima, kai nustatomi chromosomy kiekio ar sudéties
poky¢iai, patogu taikyti daznai DM metu pasitaikanc¢ioms aberacijoms aptikti.
Si metoda taip pat galima pakeisti SNP (vieno nukleotido polimorfizmo —
angl. single nucleotide polymorphism) mikrogardelés molekulinio
kariotipavimo metodu, norint nustatyti tikslius kopijy skai¢iaus pokycius,
chromosomines aberacijas — nelyginio skai¢iaus chromosomy (3, 5, 7, 9, 11,
15, 19) duplikacijas, ilgojo ar trumpojo chromosomos peties delecijas (50).
Galima atlikti ir geny raiskos profiliavimo tyrimg (GEP, angl. gene expression
profiling), kai nustatomas didelés ar standartinés rizikos jvairiy geny mutacijy
rinkinys (51).

Vis placiau diskutuojama dél cirkuliuojanéiy plazminiy lasteliy (CPL)
tyrimo, naudojamo DM diagnostikai. Didelei daliai pacienty CPL aptinkamos,
taigi jy tyrimas veniniame kraujyje biity pranasesnis nei KC aspirato tyrimas
dél mazesnés intervencijos. CPL tyrimas galéty bati atliekamas pirminei
patikrai kartu su biocheminiais kraujo tyrimais. Pasiekus pakankamg tyrimo
jautruma, periferinéje kraujotakoje galima nustatyti ir aberantinio fenotipo,
piktybines PL, taip pat jvertinti piktybiniy CPL fenotipo variantus, kurie gali
turéti reik§Smés DM prognozei (7).

2.1.5. Dauginés mielomos plazminiy lgsteliy genetiniai pokyc¢iai

DM yra genetiskai heterogeniska liga. Skirtumai pastebimi ne tik tarp
skirtingy pacienty, bet ir tarp skirtingy klony, aptinkamy vieno paciento
navike. Intranavikinis heterogeniskumas — kai nustatomi skirtingi piktybiniy
lasteliy klonai — yra daznesnis ikiklinikingje ligos stadijoje (NRMG) ar
diagnozés nustatymo metu, taciau ligai progresuojant daznai pastebimas vieno
klono dominavimas. Taip pat gali atsirasti papildomy genetiniy pazaidy,
kurios nulemia atsparumg gydymui ir tolesn¢ Sio klono progresija (52).

Nors poky¢iai heterogeniSki, juos galima grupuoti (2 pav.). ISskiriami
dviejy rhsiy pirminiai, arba liga inicijuojantys, genetiniai poky¢iai:
hiperdiploidijos (trisomijos) ir ne hiperdiploidiniai pokyciai — translokacijos
(34). Hiperdiploidiniai poky¢iai — dazniausiai neporinio skai¢iaus (iSskyrus 1,
13 ir 21) chromosomy trisomijos — 3, 5, 7, 9, 11, 15, 19 ir/ar 21 (53).
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Po germinacinio cent tro

B limfocitas I::> N RMG |:> RDM |:> DM ‘:> Plazminiy lasteliy

leukemija

- IGH translokacijos -
t(4;14), t(11;14), t{14;16),
t(14;20), t(6;14)

- Hiperdiploidija - chr3, 5, 7,
9,11, 15, 1% ar 21 trisomija

Antriniai pokyciai

- MYC translokacijos

- Kopijy skaic¢iaus pokyciai - duplikacijos (1q, 8q ar 11q), delecijos (1p,
12p, 14q, 16q ar 17p

- DNR hipemetiliacija

- Somatinés mutacijos - MAPK signalinis kelias (KRAS, NRAS ar BRAF),
NF-kB kelias (CYLD, TRAF3 LBT ar NIK), DNR pazaidy taisymo kelias (TP53,
ATM ar ATR), RNR metabolizmas (DIS3 ar FAM46c)

2 paveikslas. Dauginés mielomos progresijos schema, pirminiai ir antriniai
genetiniai pokyciai. Parengta pagal Awada ir kt. (2021) (54)

Ne hiperdiploidiniai pirminiai poky¢iai — translokacijos, jtraukiancios 14
chromosomg, bitent joje esantj imunoglobuliny sunkiaja grandj (IgH)
koduojantj IGH gena. Dazniausiai aptinkamos translokacijos t(4;14), t(6;14),
t(11;14), t(14;16), t(14;20). IGH translokacijy luzio taskai parodo, kad jos
atsiranda vykstant germinacinio centro B limfocity klasés keitimo
rekombinacijai (55).

Dazniausiai aptinkama t(11;14) translokacija, iki 15-20 % DM atvejy.
Translokacija t(11;14) siejama su CCND1 genu 11 chromosomoje ir
padidéjusia ciklino D1 ekspresija; §i translokacija siejama su standartine ligos
rizika. Translokacija t(4;14) jtraukia MMSET/FGFR3 gena 4 chromosomoje,
ji aptinkama 11-15 % DM atvejy ir laikoma blogos prognozés pozymiu.
Tiesa, kai taikomas S$iuolaikinis gydymas proteosomy inhibitoriais (pvz.
bortezomibu), pacientai, turintys Sig translokacig, pasiekia geresnes baigtis.
Translokacijos t(14;16) ir t(14;20) yra retesnés, apima atitinkamai c-MAF ir
MAFB genus ir yra siejamos su didele rizika ir prastesnémis baigtimis net
taikant moderny gydyma. Translokacija t(6;14) randama ~1 % pacienty ir
nulemia CCND3 raiskos padidéjima (39).

Reciau aptinkami misriis variantai, kai randama ir IGH translokacijos, ir
trisomijos. Taip pat gali buti aptinkama izoliuota 14 chromosomos, kurioje
yra IgH koduojantis genas, monosomija ar 14 chromosomos ilgojo peties
(14q) delecija. Taciau neretai diagnozuojant liga neaptinkama jokiy
chromosominiy aberacijy ar genetiniy pokyciy, bent turin¢iy aiskia sgsaja su
DM patogeneze (34).
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Antriniai pokyc¢iai dazniausiai formuojasi kaip kloniné evoliucija, atsakas
1 gydymga arba ligos progresavimas. Tarp jy yra ir dazniau naudojami tokie
prognostiniai Zymenys, kaip 17 chromosomos trumpojo peties (17p) delecija,
apimanti p53 geng, MYC translokacijos, 1 chromosomos aberacijos (trumpojo
peties — 1p delecija ar ilgojo peties 1q duplikacija (56)). Taip pat aptinkama
13 chromosomos delecija, RAS (KRAS, NRAS) geny mutacijos, BRAF geno
mutacijos (39).

Atlikus genetiniy mutacijy analize nustatyta, kad dauguma naujai
diagnozuoty DM (NDDM) atvejy aptinkamos unikalios ar retos mutacijos,
kurias sunku grupuoti ar vertinti jy reikSme dél didelio heterogeniskumo (34).
Vienas i§ budy vertinti $ias heterogeniskas mutacijas yra ne iSskirti atskiras
mutacijas, bet vertinti poky¢iy profilj, t. y. atlikti geny raiskos profiliavima
(GEP). Sis metodas leidzia pritaikyti duomeny bazése sukaupta informacija
apie skirtingy ligos atvejy genetinj profilj, kuris gali buti skirstomas pagal
prognoze, ir leidzia nuspéti numanomga konkretaus paciento prognoze (57).

2.1.6. Dauginés mielomos stadijos ir rizikos vertinimas

Diagnozuojant DM nustatoma ligos isplitimas, arba stadija, taip pat Kiti
veiksniai, nuo kuriy priklauso ligos prognozé ir rizika — su pacientu susije
veiksniai, piktybiniy lgsteliy kiekis (naviko mas¢), vézio biologinés savybés,
atsako j gydyma prognozé (25). Didzioji dalis rizikos vertinimo susideda i§
kraujo zymeny ir genetiniy aberacijy tyrimo (58). Su pacientu susij¢ veiksniai,
turintys svarios jtakos gydymo sékmei, yra amzius, inksty funkcija, paciento
veiksnumo vertinimo skalés, pvz. ECOG (angl. Eastern Cooperative
Oncology Group)(59).

Rizikg galima vertinti remiantis biocheminiais kraujo tyrimais ir
genetiniais veiksniais — chromosomy aberacijomis. Viena i$ tradiciniy rizikos
vertinimo skaliy yra Durie-Salmon stadijos apskai¢iavimo sistema, ta¢iau jg
daug kur pakeité tarptautiné ligos stadijos nustatymo sistema — ISS (angl.
international staging system) ir perzitréta tarptautiné stadijos nustatymo
sistema (angl. revised — international staging system)(12).

Pagal Durie—Salmon vertinimo sistema liga skirstoma j tris stadijas, kuriy
kiekviena turi du potipius. Stadijos atspindi ligos iSplitima, arba naviko masg,
0 potipiai — inksty funkcijg (58). I stadija atitinka §iuos kriterijus: hemoglobino
koncentracija >100 g/1, nepakites kalcio kiekis kraujyje, IgG >50 g/l arba IgA
>30 g/, monokloninio baltymo §lapime <4 g/24 val. ir rasta ne daugiau kaip
vienas kauly pazeidimo zidinys. Il stadija neatitinka nei I, nei Ill stadijos
kriterijy. III stadija atitinka bent vieng i$ salygy: hemoglobino koncentracija
<85 g/l, kalcio <3 mmol/l, 19G >70 g/l, IgA >50 g/I, monokloninio baltymo
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Slapime >12 g/24 val., daugybiniai kauly pazeidimo zidiniai arba laziai. DM
vertinimo sistemos potipiai yra A ir B: A — kreatinino <177 pmol/l, B —
kreatinino >177 pumol/l. Durie-Salmon plus klasifikacija papildomai vertina
pazeidimo zidiniy kiekj, taip pat detalizuoja kreatinino koncentracijg.

Durie—Salmon ar Durie—Salmon plus klasifikacijas i§ esmés pakeité ISS (ir
véliau R-ISS) rizikos vertinimo sistema, kuri pagrjsta beta-2 mikroglobulino
ir albumino koncentracija kraujyje. Abu Sie veiksniai yra kliniskai nustatyti
kaip turintys aiSkia sgsaja su ligos prognoze. Ligos sukeltas pazeidimas
galutinai jvertinamas tik atsizvelgiant j pazeidimy visuma — kauly pazeidimus,
su liga susijusiy organy pazeidimus — CRAB simptomus. Sis klinikinis
vertinimas derinamas su rizikos skalémis (ISS ar R-ISS).

M baltymo imunoglobulino klasé turi ry$j su ligos prognoze — nors
dazniausiai aptinkama IgG sekretuojanti DM, ta¢iau IgA siejamas su didesniu
ligos agresyvumu. IgD DM forma itin reta, tadiau taip pat vertinama kaip
didelés rizikos liga, galimai susijusi su plazminiy lIgsteliy leukemija, kurig
apibrézia didelis kiekis kraujyje aptinkamy piktybiniy plazminiy lasteliy (60).
Kiti su agresyvia vézio biologija susije veiksniai — padidéjes serumo LDH
kiekis, taip pat plazminiy lasteliy aptikimas periferiniame kraujyje. Panasus
rizikos veiksnys — ekstramedulinés ligos (uz kauly Ciulpy riby) aptikimas,
kadangi tai biidinga toliau pazengusiai ligai (60).

Didzioji dalis rizikos vertinimo siejama su vézio biologinémis savybémis,
kurias daugiausia apibrézia pirminiai ir antriniai genetiniai poky¢iai. Iprastai
taikomas kariotipavimas ir FISH i§ KC atrinkty CD138+ plazminiy lasteliy
(38). Su didesne rizika siejami poky¢iai — 17p delecija, 1q duplikacija, 1p
delecija. Taip pat translokacijos t(4;14), t(14;16), t(14;20)(34). 1q yra viena
dazniausiai aptinkamy aberacijy sergant DM ir kitoms piktybinéms ligoms,
taip pat ji padeda numatyti DM prognoze (56).

2015 m. Palumbo ir kt. paskelbé IMWG darbo grupés rezultatus ir aprasé
atnaujintus DM stadijos nustatymo kriterijus (R-1SS). R-ISS j vieng sistema
bando sujungti ISS pateikiama vézio stadijos vertinima, taciau taip pat vertina
tris placiai taikomus didesnés rizikos citogenetinius zymenis ir LDH
koncentracijg kraujyje (1). Naudojant R-ISS Kklasifikacija, tampa itin
reikSmingi skirtingoms stadijoms biudingi iSgyvenamumo ir laiko iki
progresavimo skirtumai, kuriuos pakartotinai patvirtina klinikiniai tyrimai.

R-ISS remiasi ISS kriterijais (beta-2 mikroglobulinas, serumo albuminas),
ta¢iau papildomai vertina serumo LDH ir didelés rizikos chromosomines
aberacijas, aptiktas interfazés FISH izoliuotoje CD138 populiacijoje. R-ISS |
DM ligos stadijos nustatymg jtraukia veiksnius i§ ISS (beta-2 mikroglobulina,
albuming), taip pat tris placiausiai taikomus ir prieinamus genetinés rizikos
veiksnius: t(14;16), t(4;14) ir 17p delecija, taip pat LDH koncentracija
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kraujyje (61). R-ISS I —ISS I stadija ir jprastinés rizikos genetinés aberacijos,
nepakitusi LDH koncentracija kraujyje; R-I1SS 1l — nepriskiriama nei ISS I, nei
ISS 111; R-ISS 111 — ISS 111 stadija ir didelés rizikos genetinés aberacijos arba
padidéjusi LDH koncentracija.

Su genetiniy rizikos veiksniy vertinimu ypa¢ susijusi mielomos
stratifikacijos ir su rizika susijusios terapijos — m-SMART (angl. Stratification
for Myeloma and Risk-Adapted Therapy) klasifikacija, kurioje yra isskiriama
standartinés ir didelés rizikos DM liga. Sioje klasifikacijoje didelés rizikos
veiksniai yra 17p delecija, translokacijos t(4;14), t(14;16), t(14;20), p53 geno
mutacija, 1q duplikacija, taip pat didelés rizikos signalas GEP, R-ISS llI
stadija ir didesné aptikta S-fazé plazminése lastelése. Taip pat iSskiriamos
dviejy ar trijy didelés rizikos pazaidy DM, kuriai biidinga ypa¢ didel¢ rizika.

2013 m. atnaujintoje m-SMART klasifikacijoje (26) taip pat galima i$skirti
tarpinés (tarp didelés ir standartinés) rizikos laipsnj, kuriam budinga t(4;14),
13 chromosomos delecija, hipodiploidija, plazminiy lgsteliy dazymo indeksas
>3 (aptinkamas atliekant histologinj tyrimg), ta¢iau tarpinés rizikos kategorija
taikoma reciau. Standartiné rizika — visi Kiti genetiniai poky¢iai, tarp kuriy
minima t(11;14), t(6;14), trisomijos. M-SMART Kklasifikacija yra svarbi
priimant sprendima persodinti kauly ¢iulpus ar pasirenkant kita gydymo bida
(62).

Kitas didelés rizikos rodmuo yra ekstrameduliné liga — iSplitimas j audinius
uz kauly &iulpy riby. Sios grupés pacientams bidingas ypaé mazas
iSgyvenamumas, vidutiniS$kai 2-3 metai, (kai jprastinis DM pacienty
iSgyvenamumas siekia ir gali virSyti 5-10 mety) ir greitas ligos progresavimas.
Susijes blogos prognozés rodiklis yra didesnis CPL kiekis. CPL nustatymas ir
imunofenotipas taip pat gali turéti reikSmés DM prognozei, kadangi seniai
nustatyta CPL aptikimo ir blogos ligos prognozés sasaja. Taciau, kad biity
galima placiau taikyti §j tyrimo metoda, reikalinga paties metodo
harmonizacija (7) — panasiy reagenty rinkiniy naudojimas, — taip pat kriterijai,
kurie leisty klasifikuoti pacientus. Netaikant aiSkiy standarty sunku vertinti
konkrecig CPL aptikimo reikSme, ypa¢ kai naudojami skirtingi metodai ir
CPL apibrézimai (17).

Didelés rizikos ligos jvertinimas turi daug jtakos gydymo parinkimui (26).
Placiausiai priimtas didelés rizikos DM apibrézimas apima R-ISS stadijos
vertinima, didelés rizikos citogenetinius tyrimus, remiantis m-SMART, ir
padidéjusj LDH kiekj (12), taciau galimi skirtingi didelés rizikos apibrézimai.
Yra iSskiriama ir ypa¢ didelés rizikos ligos kategorija, kai aptinkami S$ie
poky¢iai: bialelinis TP53 netekimas arba 1q21 amplifikacija daugiau 4 kopijy,
kartu nustatant 1SS 111 stadija. Sios kategorijos pacienty iSgyvenamumas ypaé
mazas (vidutiniskai 1,7 mety) (61). GEP taip pat gali biiti vertinamas didelei
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rizikai nustatyti, taiau néra placiai taikomas neklinikinése studijose, nors yra
jtrauktas | m-SMART apibrézima. GEP gali turéti sgsajy su prognoze ar
terapijos parinkimu (57). Deja, iki $iol nerasta vieno aiSkaus didelés rizikos
genetinio Zymens ar atsparumo terapijai mechanizmo — didelés rizikos DM
yra gana heterogeniSka, taciau bendras bruozas yra terapijai atspariis lgsteliy
klonai, kurie aptinkami MLL stadijoje (63).

2.1.7. Gydymas ir ligos stebésena

Per pastaruosius deSimtmecius DM gydymui pradéta taikyti keletas
skirtingy veikimo mechanizmy vaisty, kurie labai pagerino pacienty
iSgyvenamuma (64, 65). Naudojami tokie vaistai kaip proteosomy inhibitoriai,
imunomoduliatoriai, monokloniniai antikinai prie§ CD38 ir histony
deacetilazés inhibitoriai, daznai rekomenduojami vaisty deriniai (8). DM
dazniausiai néra iki galo isgydoma, taCiau galima pasiekti gera atsaka i
terapija. Taikant trijy ar keturiy vaisty derinius, CR pasiekiamas net 70-80 %
pacienty(66).

Viena plaéiai naudojamy vaisty grupiy — imunomoduliatoriai. Tai tokie
vaistai kaip talidomidas ir jo analogai, pvz. lenalidomidas. Jy veikimas
pagrijstas poveikiu imuninei sistemai, citokinams, ta¢iau in vivo, tikétina,
stimuliuoja ir prie$ vézj nukreipta imuninj atsaka per NK ir T limfocitus,
esan¢ius mikroaplinkoje (63). Taigi galima daryti prielaida, kad ir imuninés
sistemos biiklé gydymo pradzioje, ir jos pokyciai gydymo metu gali buti
svarbiis parenkant ir vertinant §j gydyma, o imuninés sistemos biukle galima
stebéti tekmeés citometrijos metodu (67).

Proteosomy inhibitoriy ir imunomoduliatoriy veikimo principas, pagrjstas
apoptozés mechanizmy atktirimu, taip pat uzkerta daugelj signaliniy keliy,
kurie palaiko piktybiniy PL augimg, proliferacija, angiogeneze ir iSlikima
(68).

Pagrindiné gydymo strategija, leidzianti pasiekti geriausiy baig¢iy, taciau
ribojama paciento sveikatos buklés ir tokiy veiksniy, kaip amzius ar inksty
funkcija, yra kamieniniy kraujodaros lasteliy transplantacija (KKLT).
Gydymo strategija susideda i§ indukcijos, KKLT atlikimo, trumpos
konsolidacijos ir palaikomojo gydymo. Esant didesnés rizikos prognozei,
taikoma tandeminé KKLT — dviejy autologiniy KKLT atlikimas per trumpesnj
nei 6 ménesiy laikotarpj.

Daznai naudojamos gydymo taktikos apima KKLT, jei paciento biklé
gera, arba sudéting chemoterapijg, jei atlikti KKLT negalima. Gydymo eiga
priklauso ir nuo diagnozés metu nustatyty didelés rizikos genetiniy poky¢iy
(translokacijy t(4;14), t(14;16), t(14;20), 1q duplikacijos, 17p delecijos, arba
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p53 mutacijos). Visuomet rekomenduojama pacientus jtraukti j klinikinius
tyrimus tik nesant galimybés remtis standartinémis schemomis. Taip pat
didelés reikSmés turi recidyvinés ir(ar) refrakterines DM gydymas,
reikalaujantis skirtingos taktikos ir gydymo schemos keitimo (49). Geros
klinikinés buklés pacientams taikoma dideliy doziy terapija ir autologiné
kraujodaros kamieniniy lgsteliy transplantacija (autoKKLT), po Kkurios
skiriamas palaikomasis gydymas (8). Alogeniné KKLT neskiriama kaip
pirmos eilésgydymas. Pacientams, kuriy buklé neleidzia atlikti
transplantacijos, galima pasirinkti kelis vaisty derinius indukcijai. Deja, liga
yra laikoma neiSgydoma, taciau taikant Siuolaikinj gydyma 16% pacienty
pasireiskia recidyvas per 1 metus, 0 vidutinis laikas iki recidyvo virsija 2
metus (24).

Jei pacientas tinkamas transplantacijai, atliekama indukcija (trijy ar keturiy
vaisty deriniu, jtraukiant prie§ CD38 nukreipta monokloninj antikiing), tuomet
KKLT, o esant didelei rizikai — tandeminé KKLT, véliau t¢siamas
palaikomasis gydymas stebint pacientg. Palaikomojo gydymo ir stebéjimo
laikotarpiu daug reik8més turi ligos atsinaujinimo ar MLL tyrimai taikant
tekmés citometrijos metoda. Jei pacientas netinkamas KKLT arba liga yra
gana mazos rizikos — galima indukecija, biitinai keturiy vaisty deriniu, 0 po jos
— steb¢jimas, kraujodaros kamieniniy lgsteliy (CD34+) rinkimas, ilgalaikis
stebéjimas ir esant ligos recidyvui — KKLT (3).

Jei néra galimybés taikyti KKLT, islieka kitos galimybés — gydymas
mononokloniniais  antik@inais  (daratumumbas),  imunomoduliatoriais
(lenalidomidas), proteosomy inhibitoriais (bortezomibas) ir deksametazonu.
Naudojant pries CD38 nukreiptus monokloninius antik@inus svarbi ir tékmés
citometrija, leidzianti jvertinti, ar CD38 ekspresija plazminése lastelése yra
pakankama terapijai, taciau toks gydymas kol kas néra paplites (69).

Yra jvairiy indukcijos schemos, kurias gali sudaryti proteosomy
inhibitoriai  (bortezomibas), alkilinantys agentai  (ciklofosfamidas),
imunomoduliatoriai (talidomidas, lenalidomidas) ir steroidiniai hormonai
(deksametazonas). Tokiy schemy yra daug, Europoje placiai taikomas
bortezomibo, talidomido ir deksametazono derinys (VTD). JAV labiau
paplites bortezomibo, lenalidomido ir deksametazono derinys (VRD). Taip
pat galimos indukcijos schemos jtraukiant ciklofosfamida: ciklofosfamidas +
talidomidas + deksametazonas (CTD)(70).

VRD derinys leidZia pasiekti geras baigtis esant naujai diagnozuotai DM.
Taciau ir VTD derinys, ypac kartu su daratumumabu — prie§ CD38 nutaikytu
monokloniniu antikinu, taip pat yra veiksmingas. Sukurta ir naujos kartos
proteosomy inhibitoriy, pvz. karfilzomibas, taciau klinikiniai tyrimai parodeé,
kad jie nepasizymi zenkliai geresniais rezultatais nei VRD (71). Pirmas
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gydymo pasirinkimas esant naujai diagnozuotai DM yra VRD (bortezomibas-
lenalidomidas-deksametazonas). Taciau vienas svarbiausiy veiksniy yra MLL
statusas po konsolidacijos. Ta¢iau pacientams, kuriems i§licka teigiama MLL,
reikia didesng MLL neaptikimo tikimybe uztikrinancios terapijos, keturiy
vaisty derinio, jtraukian¢io monokloninius antikiinus pries CD38 (12).

Remisijg pasiekusius pacientus skirstant pagal tai, ar jiems aptinkama
teigiama MLL, galima detalesné prognoziy diferenciacija — kai MLL
neigiama, remisijg pasiekusiy pacienty klinikinés baigtys yra geresnés — net
nepaisant gydymo, kuriuo buvo pasiektas MLL neigiamumas (72). MLL
neigiamumas turi didesn¢ jtaka baigtims nei diagnozés metu nustatyti didelés
rizikos genetiniai veiksniai (72). Remisija, vertinama pagal neigiamg MLL
rezultata tékmés citometrijos metodu, yra vienas patikimiausiy prognostiniy
veiksniy, nulemianéiy DM pacienty baigtis po atliktos KKLT. 2008 mety
studijos duomenimis (73), iSgyvenamumo mediana nebuvo pasiekta MLL
neigiamoje grupéje, 0 MLL teigiamoje grupéje buvo 89 ménesiai.

2012 m. Paiva ir kt. (74) vertino jvairiy veiksniy jtaka DM pacienty
remisijos islikimui daugiau nei vienerius metus. Vieninteliai veiksniai, kurie
rodé patikima ry$;j su ilgalaike remisija, buvo diagnozés metu nustatyti didelés
rizikos genetiniai veiksniai ir ilga laika islickanti neigiama MLL.

2014 m. pranciizy dauginés mielomos darbo grupé (Intergroupe
Francophone du Myelome) paskelbé duomenis (75), kuriais jvertino
transplantacijos po lenalidomido, bortezomibo ir deksametazono indukcijos,
su paskesne lenalidomido palaikomaja terapija, rezultatus. Buvo pasiekti geri
gydymo rezultatai, ypaé ty pacienty, kuriems nustatyta neigiama MLL, — né
vienas §ios grupés pacienty neturéjo recidyvo tyrimo laikotarpiu. Taigi MLL
neigiamumas buvo susietas su gera prognoze.

2015 m. publikuotas pranesimas, kad iSskirta griezta (MLL neigiama) CR
pasiekusiy pacienty grupé turéjo geresnes baigtis biitent dél apibrézime
jitraukto neigiamo MLL statuso (76), o laisvyjy grandziy santykio pakitimai
neprisideda prie blogesnés prognozés. Taip pat buvo nustatyta, kad iSliekanti
teigiama MLL susijusi su prasta prognoze.

2015 m. apzvalgoje (77) Paiva ir bendraautoriai aprasé kelis deSimtmecius
kaupiamus jrodymus, kad didéjant remisijos pasiekimo dazniui tarp DM
pacienty, vis didesn¢ svarbg recidyvo tikimybei nuspéti turi gydymo
stebgjimas taikant MLL tyrimus tékmés citometrijos, PGR ar PET/KT
metodais. MLL tyrimai gali ir turéty buti naudojami kaip gydymo vertinimo
biozymuo, taip pat biiti iSgyvenamumo, kaip tyrimo baigties, pakaitinis
rodiklis. Buvo iskeltas visisko atsako (CR) apibrézimo klausimas. Pastebéta,
kad CR nustatymas remiantis palankiais biocheminiais rodikliais (pvz.
neigiama imunofiksacija), plazmacitomy neaptikimu ir <5 % plazminiy
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lasteliy kauly ¢iulpuose yra nepakankami rodikliai spresti apie ligos prognoze.
Buvo iskelta griezto CR (SCR) idéja, kurig véliau priémé ir paskelbé IMWG
(2 lentelé). Taip pat buvo paminéta galimybé naudoti duomeny bazes, kuriose
yra piktybiniy ir gerybiniy plazminiy Igsteliy imunofenotipai. Tai leisty taikyti
automating analiz¢ ir taip sumazinti analizés kompleksiSkumg. IMWG
paskelbé atsako kriterijus, j kuriuos jtrauktas MLL vertinimas.

2 lentelé. IMWG atsako | gydyma kriterijai
Visiskas atsakas

Neigiama serumo ir S$lapimo
imunofiksacija, minks$tyjy audiniy
plazmacitomy iSnykimas ir <5 %
plazminiy Igsteliy kauly ¢iulpuose

MLL neigiama pagal naujos kartos
tékmés citometrija — NGF (angl.
next generation flow)

Visiskas atsakas, neaptikta kloniniy
PL KC naudojant Euroflow arba
kita  validuoty

jautrumas bent 107

metoda, kurio

MLL neigiama pagal naujos kartos
sekvenavimg — NKS (angl. next
generation sequencing)

Visiskas atsakas, neaptikta kloniniy
PL KC naudojant NKS pagrista
kloniskumo tyrima, kurio jautrumas
bent 10°

Vaizdinimo tyrimai, neaptikta MLL

Kauly ¢iulpy MLL neaptikta (pagal

NGF/NKS), visy didesnio Zymens
kaupimo zony i$nykimas lyginant su
ankstesniais PET/KT arba
sumazéjimas  iki nei
mediastinalinés kraujotakos
aplinkiniy  audiniy
sunaudojimo kiekio
Kauly c¢iulpy MLL neigiamumas
(NGF/NKS) ir neigiami vaizdinimo
tyrimai, tarp kuriy bent 1 mety
pertrauka

mazesnio
arba
standartinio

ISliekantis MLL neigiamumas

2016 m. Rawstron ir kt. (78) aprasé poreikj naudoti MLL kaip stebimajg
baigtj klinikiniuose tyrimuose, kadangi naudojant $iuolaikinj gydyma didelés
dalies pacienty iSgyvenamumas virSija 5 metus, o tai reiSkia, kad tre¢ios fazés
klinikiniai tyrimai, lyginantys vaistus, uztrukty itin ilgai, jei baty lyginamas
vien iS§gyvenamumas. Buvo pazyméta, kad MLL siejosi su i§gyvenamumu ir
laiku iki progresavimo, taip pat kad MLL tyrimg galima pritaikyti daugumai
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pacienty. 2017 m. Munshi ir kt. (79). publikuotos meta-analizés duomenimis,
MLL statusas gali nuspéti DM pacienty iSgyvenamuma. Tai blity esminis
faktas, leidziantis naudoti MLL statusg kaip pakaiting baigtj klinikiniuose
tyrimuose, kadangi, kaip minéta, pasiekti statistiSkai reikSmingus
i§gyvenamumo skirtumus uztrunka keleta mety ar ilgiau. MLL neigiamumas
buvo siejamas su ilgesniu laiku iki progresavimo ir ilgesniu iSgyvenamumu
nepaisant pasiekto gydymo rezultato — ir CR pasiekusiems, ir Kitiems
pacientams. Taigi MLL neigiama statusg galima traktuoti kaip nepriklausomag
prognostinj veiksnj, paremiant ir jo naudojima klinikiniuose tyrimuose. 2018
m. Spencer ir kt. (80) lygino pacientus, gydomus prie§ CD38 nutaikytu
monokloniniu antikiinu — vaistu daratumumabu, ir juo negydomus. Kaip
antriné baigtis buvo stebimas laikas iki ligos progresavimo pagal MLL statusa
— abiejose pacienty grupése neigiama MLL turintys pacientai turéjo
statistiskai ilgesnj laika iki ligos progresavimo. Nors vartojant daratumumaba
laikas iki progresavimo buvo ilgesnis, ta¢iau abi MLL neigiamos grupés turéjo
geresnes baigtis, nepaisant gydymo. 2018 m. Gambella ir kt. (81) vertino MLL
senesniu aleliams specifiniy oligonukleotidy metodu, taip pat tékmés
citometrija. Buvo vertinama lenalidamido palaikomoji terapija, kurig
gaunantiems pacientams buvo dazniau nustatoma neigiama MLL, ir remisijos
trukmé buvo ilgesné. . Taip pat pastebéta, kad MLL aptikimo statusas turé¢jo
reikSmingesnj poveikj laikui iki ligos progresavimo, nei standartiniai rizikos
veiksniai. Rasta gera koreliacija tarp molekulinio ir tékmés citometrijos
metodo nustatant MLL. 2020 m. Cavo ir kt. (82) palygino skirtingas gydymo
schemas, taikytas naujai diagnozuotos DM atvejais (su ir be konsolidacijos),
taCiau kaip antring stebimg baigtj lygino pacienty su aptinkama ir neaptinkama
MLL baigtis. Jei MLL buvo neaptinkama palaikomojo gydymo metu, laikas
iki ligos progresavimo buvo daug ilgesnis.

Senesni gydymo atsako kriterijai rémeési tik monokloniniy baltymy
aptikimu serume ar Slapime, taip pat kauly Ciulpy trepanobioptato vertinimu,
kurio jautrumas nepakankamai didelis. Ligai stebéti reikalingi nauji Kriterijai.
Juos apibrézé IMWG ir tie kriterijai apima gilesnj atsaka j gydyma, nei
klasikiné CR (42). Pirminiai KC atsako kriterijai reikalavo maziau nei 5 %
plazminiy lasteliy KC, nediferencijuojant jy piktybinés ar gerybinés kilmés.
Véliau atsirado tikslesni biocheminiai tyrimo metodai, leidZiantys aptikti
nedidelj kiekj patologinio baltymo, taip pat galimybé iSmatuoti laisvas
lengvasias grandis. Taciau klinikiniai tyrimai, kaip antai atlikti Ispanijos
mielomos grupés (PETHEMA/GEM), parodé, kad net esant biochemiskai
neaptiktam patologiniam baltymui vis vien galima aptikti teigiamg MLL, ir
iy pacienty ligos baigtys bus blogesnés (83). Panasiis radiniai gauti ir
Rawstron ir kt. atliktame MRC IX tyrime (42).
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Taip pat nustatyta, kad MLL neaptikimas po gydymo gali biiti svarbesnis
veiksnys, nulemiantis ligos progresavima, nei diagnozés metu nustatyta rizika.
PETHEMA/GEM grupés duomenimis, R-ISS I, 11, ir 11 stadijos pacientams,
kuriems nustatyta neigiama MLL, laikas iki ligos progresavimo buvo
vienodas (83). Galima teigti, kad iSsiskiria grupé pacienty, kuriems ligos
progresavimo rizika vien remiantis NGF MLL neigiamu tyrimo rezultatu yra
daug mazesné. Taciau pasitaiko i8im¢iy — pacienty, kuriems neaptinkama
MLL, tadiau véliau pasireiskia ligos recidyvas. Viena i§ galimy priezas¢iy —
nevientisas  ligos plitimas, kai formuojasi  solitariniai  dariniai
(plazmacitomos), i§ kuriy nepaimamas méginys tyrimui ir piktybinés PL
neaptinkamos. Vienas i§ budy iSspresti §ig problemg yra MLL tyrimy
derinimas su vaizdiniais (PET/KT) tyrimais, kg rekomenduoja IMWG (82,
42). Tokie tyrimai leidzia aptikti ekstramedulinj (uz kauly ciulpy riby
vykstantj) ligos plitima, kuris siejamas su progresuojancia liga ir blogesnémis
baigtimis. Neatsizvelgus | nevientisg ligos plitimg, galimas Kklaidingai
neigiamas MLL rezultatas (72).

Dazniausi KC MLL nustatymo metodai yra NKS ir NGF tékmés
citometrija (84). Abiem metodais gaunami rezultatai yra suderinami, kai
pasickiamas panaSus jautrumas (85), rezultaty atitikimas jvairiose pacienty
grupése sickia 76-94,4 %, didZiausi neatitikimai yra ties jautrumo riba 10°.

Idealus metodas turéty atitikti Siuos kriterijus: pasizyméti dideliu
pritaikomumu (daugumai pacienty), dideliu jautrumu ir specifiSkumu, biti
patikimai atlieckamas (rezultatai gaunami daugumai pacienty), lengvai
prieinamas, greitai atliekamas ir su mazu kKiekiu méginio, kurj lengva pervezti,
turéti pakartojamuma, jrodyta Kliniking vertg ir pateisinama kaing. Deja, kol
kas néra testo, kuris atitikty visus $iuos reikalavimus (42).

Kalbant tékmés citometrijg, biitina i$skirti naujus, EuroFlow konsorciumo
sudarytus naujos kartos tékmés citometrijos (angl. next-generation flow
cytometry — NGF) protokolus, kuriy tikslas — didesnis tyrimy jautrumas ir
harmonizacija. Ir NGS, ir NGF gali pasiekti jautrumg iki 10 — tai yra aptikti
vieng piktybine plazming lgstele i§ vieno milijono. Dauguma laboratorijy geba
pasiekti jautrumg 10, o toks jautrumas, jrodyta, siejamas su skirtinga CR
pasiekusiy pacienty prognoze (6). Taciau Siuo metu jmanoma pasiekti didesnj
— 10 ar NGF atveju net 10 jautrumg, kuris leidzia dar tiksliau nustatyti
prognoze (86).

Kiekvienas logaritminis (deSimteriopas) MLL sumazéjimas siecjamas su
geresnémis  baigtimis.  Klinikiniai ~ tyrimai, pvz. IFM-2009 ir
PETHEMA/GEM2012MENOS65, parodé, kad ligos baigtys yra geresnés
lyginant 105 ir 10 pasiektg MLL (14).
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2021 m. Narita ir kt. paskelbé, kad sCR pasiekimas siejamas su gerokai
ilgesniais bendru i§gyvenamumu ir laiku iki ligos progresavimo. MLL ir CR
buvo vertinami pagal IMWG kriterijus. Taip pat buvo pastebéta skirtumy tarp
lengvyjy grandziy DM, kai aptinkamos tik laisvos lengvosios grandys, ir visa
nepakitusj imunoglobuling produkuojancios DM. Taciau §i studija buvo
parinkusi 10* aptikimo ribg, kuri yra per Zzema pagal pacias nhaujausias
rekomendacijas, todél, tikétina, sumazino MLL aptikimo prognosting verte.
Panasiis stebéjimai atliekami ir su Kitomis ligomis. Pavyzdziui, B-iminés
limfoblastinés leukemijos MLL tyrimuose gydymo pradzioje matuojama
MLL, pagal kurios aptinkama kiekj ir iSnykima pacientai yra skirstomi |
didesnés ar standartinés rizikos grupes. Véliau, gydymo metu, intensyvesné
terapija MLL teigiamy grupiy gydymo rezultatus priartina prie MLL neigiamy
(87).

Taip pat MLL steb¢jimas gydymo metu ir jos poky&iai ar KC, ar PK gali
nulemti tolesnio gydymo sékme. Tai suteikty galimybe laiku keisti gydyma
arba i§vengti ankstyvo recidyvo (16). Taip pat pastebéta, kad CPL stebéjimas
ir kiekio nesumaz¢jimas po vieno gydymo ciklo gali lemti trumpesn;j laika iki
ligos progresavimo ir trumpesnj isgyvenamuma (16).

2021 m. Narita tyr¢ DM laisvy lengvyjy grandziy ir nepakitusiy
imunoglobuliny pacienty grupes, kurios pasieké gera dalinj atsaka arba
geresnj nei gerg dalinj atsaka. Buvo pasirinkta neigiama MLL riba <1x104, ir
lyginti pacientai siekiant jvertinti, ar skiriasi jy iSgyvenamumas priklausomai
nuo MLL statuso ir pasiekto sCR. Isgyvenamumo ir atsako skirtumai buvo
pastebimi lengvyjy grandziy grupéje, lyginant SCR ir MLL statusa, ta¢iau
panasaus skirtumo nebuvo lyginant nepakitusiy imunoglobuliny grupe. Ypac
mazas MLL procentas buvo geros baigties Kkriterijus, nepriklausomai nuo bet
kuriy kity veiksniy.

2.2. Tékmeés citometrijos metodas
2.2.1. Tékmés citometrijos tyrimo eigos principai

Pagrindinis tékmés citometrijos metodo pranasumas ir principas yra
pavieniy lgsteliy imunofenotipo jvertinimas ir jo analizé. Méginyje esanciy
lasteliy srautas iSrikiuojamas taip, kad pro lazerio spindulj eity tik viena lastelé
vienu metu. Tam pasiekti naudojamas hidrodinaminis fokusavimas (88).
Principo pagrindas jau seniai naudojamas hematologiniuose kraujo
analizatoriuose, veikian¢iuose Coulter principu. Pavieniy lasteliy analizé
suteikia galimybe jvertinti skirtingy lasteliy pozymiy visuma, taip
identifikuojant norimas lgsteles ar piktybiniy lgsteliy poky¢ius (89). Taip pat
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naudojami lazerio Sviesos sklaidos principai, kurie leidzia analizuoti tam
tikras lasteliy fizines savybes. Lastelés suspensijoje po vieng keliauja pro
lazerio spindulj ir detektorius. Hidrodinaminis fokusavimas leidzia neSan¢iam
skysc¢iui 1§ meéginio suformuoti pakankamai siaura, vienos lastelés plocio
srautg (90).

Siuolaikiné daugelio parametry tékmés citometrijos metodika remiasi
pavieniy lgsteliy pavirsiuje, citoplazmoje ar branduolyje esanciy baltymy
nustatymu. Sie baltymai taip pat vadinami lasteliy Zymenimis — tai
biozymenys, kuriy raiSkos, arba ekspresijos, intensyvumas leidzia
identifikuoti normalias ar pakitusias — vézines ar aberantines lgsteles ir jas
apraSyti. Lasteléms galima priskirti kilmeg, patologing ar nepatologing
prigimtj, funkcija, imuninj statusa, aprasant ir piktybines, atipines, ir
normalias Igsteles (89).

Pagrindinés tékmés citometrijos analizatoriaus dalys — skysCiy sistema,
Sviesos Saltiniai, Sviesos jutikliai ir duomeny registravimo bei analizés
programiné jranga. Galimos kitokios papildomos dalys, kurios modifikuoja
veikimo ar méginio surinkimo principg. Akustinio fokusavimo tékmés
citometrijai naudojamos garso bangos, kad bity galima geriau fokusuoti
lasteles. Lasteliy rasiuotuvai (angl. cell sorter) leidZia nustaéius tam tikro
zymens raiska jj ekspresuojancia (ar neekspresuojancia) lastele nukreipti j tam
tikrg surinkimo meégintuvélj, naudojant magnetus, nukreipiancius skyscio
srove po analizés. Vaizdiniai citometrai — yra mikroskopijos ir citometrijos
derinys (91). Masés citometrijos esmé ta, kad vietoje tradiciniy fluorochromy
naudojami su monokloniniais antiktinais sujungti sunkiyjy metaly jonai, kurie
detektuojami masiy spektrometrijos biidu. Privalumai — siauras signalo
aptikimo spektras, nereikalaujantis kompensavimo, taip pat daug didesnis
vienu metu nustatomas zymeny kiekis. Taciau yra ir trokumy, Kuriais
nusileidzia tradicinei tékmés citometrijai: tiriamas méginys yra sunaikinamas,
tradiciniy $viesos spindulio sklaidos parametry, méginio praleidimas daug
létesnis (91). Kitas tékmés citometrijos biidas — spektro analizatoriai, kai
detektuojamas visas isspinduliuotos $viesos spektras, o tai leidzia nustatyti
tam tikro biozymens spektro pobiidj, vadinasi, tiksliau identifikuojami aptikti
Zymenys, nereikia matematiskai kompensuoti spektry sanklotos, kad bty
galima nustatyti tikslig ekspresijg (19).

Tékmés citometro skyséiy sistemos principas — méginyje esanciy tiriamy
lasteliy neSimas pavieniui pro lazerio Sviesg. Tam formuojamas pavieniy
lasteliy srautas, o susikirtimo su lazerio spinduliu vietoje matuojama tik
vienos lastelés charakteristika. Tam naudojami jvairlis srauto formavimo
budai, tarp jy hidrodinaminis fokusavimas. Kartu su méginiu skysc¢iy sistema
leidzia papildoma neSantj skystj, kuris iSleidziamas laminaraus, arba
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sluoksninio, srauto pavidalu, kartu leidziant méginyje esantj skystj. Siam
tikslui naudojamas apgaubiantis nesancio skyscio srautas (angl. sheath fluid),
1 kurio a$j léciau SvirkS§¢iama méginio suspensija. NeSantis skystis apsupa
méginio lasteliy suspensija, ir jas greitai siauresniu kanalu nunesa iki lazerio
spindulio ir méginio susikirtimo vietos. Galutinis skys€io srauto skersmuo
buina kiek didesnis, nei pacios lastelés — apie 70 mikrometry. Priklausomai
nuo méginio émimo grei¢io nustatymy ir analizatoriaus charakteristikos, pro
lazerio spindulj gali biiti praleista nuo keliy tukstanciy iki keliy deSimciy
tukstanciy lasteliy per sekunde (91).

Taip pat veikimui biitini §viesos Saltiniai — lazeriai. Veikimo principas —
naudojami lazeriai, skleidziantys tam tikro bangos ilgio $viesa. Dazniausiai
naudojami raudonos (633-637 nm), mélynos (488 nm), violetinés (405-
407 nm), zaliai geltonos (514 nm) $viesos bei ultravioletiniy ir infraraudonyjy
spinduliy lazeriai. Didesnis lazeriy kiekis leidzia naudoti didesnj kiekj
skirtingy fluorochromy — kadangi skirtingus fluorochromus suzadina skirtingo
bangos ilgio lazerio Sviesa. Lazeriai spinduliuoja tam tikro bangos ilgio
spindulj, kurj sugeria fluorochromas, sujungtas su tam tikru monokloniniu
antiklinu, kuris pritvirtintas prie lastelés paviriaus (92).

Seniausi lazeriai buvo zaliai melsvi (488 nm), ir jiems pritaikytas
fluoresceinas (FITC). Si pora vis dar itin daZnai taikoma kaip derinys. Véliau
buvo atrastas fluorochromas fikoeritrinas (PE). Po to iSrasti tandeminiai PE
konjugatai (PE-Cy5, PE-Cy5,5, PE-CY7), kurie pasizymi skirtingais $viesos
sugérimo ir iSskyrimo spektrais. Véliau daugéjo jvairiy lazeriy ir
fluorochromy deriniy, siekiant praplésti naudojamas spektro dalis ir suteikti
kuo didesnj kiekj jmanomy Zymeny deriniy vienu metu (93).

2.2.2. Sviesos faltinio ir signaly registravimo sistema

Prie lasteliy prijungty ir lazeriu suzadinty fluorochromy iSspinduliuotos
Sviesos signalai yra stiprinami ir paverCiami suprantamais naudojant
programing jranga — spektry atskyrima pagal lastelés aptikimo laika, skirtingy
aptikty signaly atskyrimg. Tékmés citometrijoje naudojami specifinio bangos
ilgio lazeriai, gebantys suzadinti specifinius fluorochromuose naudojamus
dazus — fluorofory molekules. Kuo didesnis spinduliy kiekis, tuo daugiau
skirtingy rasiy fluorochromy galima suzadinti, ir didéja geba identifikuoti
didesnj kiekj lasteliy pavir§iaus zymeny (94).

Lazerio spindulys pacios lastelés yra paveikiamas dvejopai. Priekiné
sklaida (angl. forward scatter — FSC) yra nustatoma priesingoje nei lazeris
dalelés puséje ir atspindi santykinj lastelés dydj. Soniné sklaida (angl. side
scatter — SSC) yra nustatoma 90 laipsniy kampu nuo lazerio ir atspindi lastelés
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vidiniy komponenty kompleksiSkuma arba gridétumg. Kuo didesné Soniné
sklaida, tuo daugiau lgstelés viduje yra elementy — segmentuotas branduolys,
granulés (btidingos monocitams ar granulocitams). Kuo mazesné sklaida — tuo
maziau vidinio kompleksiskumo, pvz. tik branduolys ir mazai citoplazmos
(limfocitai) (95).

Fluorochromai yra tam tikros fluorescuojan¢ios molekulés ir
monokloninio antikiino konjugatai. Fluorescenciné molekulé gali biiti i§ vieno
komponento arba gali turéti vieng dalj, kuri sugeria Sviesos bangas, o kitg —
kuri $vyti. Dauguma fluorochromy nespinduliuoja vieno specifinio bangos
ilgio $vies0s, o §vyti tam tikrame spektre, kurio pikas yra viename ar keliuose
bangos ilgio diapazonuose. D¢l Sio fakto, naudojant daugiau nei viena
fluorochroma, reikalingas tam tikras skirtingy signaly diferencijavimas,
naudojant kompensavimg — matematinius veiksmus, kurie leidzia pasalinti
nenorimo signalo jtakg matuojamam signalui (96).

Sviesos signaly detektoriai — paprastai i§ fluorochromy spinduliuojama
Sviesa yra pernelyg silpna, kad galéty biiti registruojama, taigi reikia pirminio
Sviesos stiprinimo. Tam naudojami fotomultiplikacijos vamzdeliai — PMT
(angl. photomultiplier tubes). PMT naudoja katodus ir anodus $alto vakuumo
salygomis, kad sukelty $viesos signalo nulemtg elektrinj signalg. Proceso metu
generuojami papildomi elektronai, kurie stiprina signalg. Galutinis i$
fotomultiplikacijos vamzdeliy gautos informacijos registravimas vyksta prie
tekmés citometrijos analizatoriaus prijungtame kompiuteryje, kuriame yra
reikalinga programiné jranga (93). IraSoma signaly informacija visuose
norimuose detektoriy kanaluose, kartu ir 1asteliy surinkimo laiko informacija.
Taip pat iSsaugoma informacija apie eksperimenta, priklausomai nuo
naudojamos aparatiiros — kokia naudojamo jrenginio konfigiracija, lazeriai,
kokie fluorochromai naudoti, kiek laiko vyko duomeny rinkimas. Informacijai
iSsaugoti naudojamas standartinis FCS failo formatas (97).

2.2.3. Tékmeés citometrijos reagentai

Nuo $viesos spindulio sklaidos nepriklausomi parametrai remiasi lasteliy
dazymu — sujungimu su reagentais. Sios medziagos turi savybe sugerti lazerio
Sviesg ir i§spinduliuoti kito bangos ilgio $viesos spindulius, kuriuos aptinka
detektoriai. Tai gali biiti medziagos, kurios savaime dazo tam tikrus lastelés
komponentus, arba monokloniniai antikiinai, sujungti su fluorochromais,
kurie pasiZzymi minétomis savybémis. Monokloniniy antiktiny paskirtis yra
jungtis tik prie tam tikry pavirSiaus ar vidaus baltymy, kuriy aptikimg ir
santykinj kiekj 1gsteléje parodys i$spinduliuotos $viesos kiekis (89).
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Lastelés gali biiti dazomos fluorescenciniais dazais, pvz. propidzio jodidu,
dazan¢iu DNR, arba su fluorescencinémis molekulémis konjuguotais
monokloniniais antikiinais — fluorochromais. Veikimo principas — antigeno ir
antikiino sgveika. Naudojami fluorochromai, kurie sugeria vieno bangos ilgio
spindulj, taciau iSleidzia kito bangos ilgio. Yra tam tikri nustatyti
fluorochromy absorbcijos ir emisijos spektrai (95). Jei norimas nustatyti
zymuo, kurio koncentracija lasteléje maza, reikia naudoti stipriau Svytincius
zymenis, jei koncentracija didelé — silpniau. Jei taikoma terapija prie§ tam
tikra zymenj (pvz. CD38), verta naudoti ne vieno, 0 daugelio epitopy
(multiepitopinius) monokloninus antikiinus, kurie galéty jungtis prie Iasteliy
net taikant terapija (5).

Fluorochromai gali patys tiesiogiai dazyti tam tikras lastelés elementus,
struktiiras arba biiti sujungti su antikinu prie§ tam tikrus baltymus.
Dazniausiai tékmés citometrijos budu tyrinéjamiems baltymams yra
suteikiami CD (angl. cluster of differentiation) nomenklatiiros numeriai (pvz.
CD1a, CD2 ir t. t.), kuriy $iuo metu yra jvardyta beveik keturi Simtai (91).

Dazai gali sugerti vieno ar keliy skirtingy bangos ilgiy lazeriy $viesg, taip
pat spinduliuoja placiu diapazonu, taigi norint atskirti skirtingy fluorochromy
signalus bitina suderinti naudojamus lazerius, fluorochromus ir detektorius.
Sustiprintas signalas yra fiksuojamas duomeny apdorojimo sistemos ir
automatiskai uzraSomas j standartinj FCS formato faila. JraSomas FCS failas,
kuriame yra visa visi duomenys, taip pat papildomi duomenys apie rinkimag
(rinkimo laikas, naudoti lazeriai, fluorochromai). FCS faily standartas
sukurtas 1984 m. Visi FCS duomeny failai turi .fcs plétinj ir gali bati atidaryti
bet kurios tékmés citometrijos duomeny analizés programos, 0 haujausias
FCS standartas yra FCS 3.1 (97).

2.2.4. Duomeny analizé

I duomeny faily analize¢ jeina keli etapai: kompensavimas, pakopinis
duomeny pasirinkimas, arba geitavimas (angl. gating), kuris gali buti
automatizuotas, su operatoriaus priezilra, duomeny jvertinimas ir
interpretavimas, iSvady darymas.

Kompensavimas — tai matematiné operacija, leidZianti sumazinti
fluorochromy $vytéjimo spektry sanklotos jtaka vieno kitam. Kadangi
fluorochromai $vyti ne viename konkrefiame bangos ilgyje, o diapazone,
vieno fluorochromo signalui fiksuoti skirtas detektorius gali pagauti dalj kito
fluorochromo skleisto $viesos spektro. Norint sumazinti tokiy tariamai
uzfiksuoty signaly kiekj, i$ tikrojo norimo signalo detektuojamy signaly
kanalo atimama tam tikra dalis kito, galimai interferuojancio signalo stiprumo.
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Taip galima sumazinti interferuojancio signalo jtaka iki Zemesnés nei teigiama
ekspresija nurodancios ribos (19).

Pakopinis duomeny parinkimas — dazniausiai tai vieno ar dviejy Zymeny
deriniy naudojimas, norint visy pirma atskirti gyvybingas, analizuotinas
lasteles, o antra — priskirti Igsteles prie reikiamy populiacijy (98).

Gautus duomenis dazniausiai vertina patyres specialistas, ta¢iau daliné
interpretacija galima tam tikroje programingje jrangoje — automatiskai
pateikiamos normaliy lgsteliy populiacijy ribos, taip pat pasitilomas nustatyto
lgsteliy fenotipo vertinimas. Duomeny analizé remiasi pakopiniu apibrézimu
atvejy (angl. events) — taskinés diagramos tasky, kurie atitinka norimus
parametrus. Dazniausiai naudojami dviejy parametry deriniai taskingje
diagramoje. Taip pat galima vieno parametro analiz¢, kuomet apibrézimas
vykdomas vienos aSies histogramoje (98). Daugumoje $iy etapy
automatizacija néra galima, taciau lgsteliy populiacijy skirstymas gali biti i$
dalies automatizuotas — pritaikant patyrusio analizatoriaus prieZitirg.

Itin svarbios ribos, kurios parenkamos kaip nuo foninio S§vytéjimo
besiskirianti tam tikro Zymens ekspresija. Toks ekspresijos pobiidis, virsijantis
neigiamomis kontrolémis nustatytg arba pagal sutarimg priimtg verte,
jvardijamas kaip teigiamas. Taigi dvimatéje taskin¢je diagramoje galimi
keturi dviejy parametry deriniai — neigiama abiejy ekspresija, teigiama abiejy
ekspresija, taip pat teigiama tik vieno, arba tik kito Zymens ekspresija (99).

Priekiné Sviesos spindulio sklaida — FSC nurodo lastelés dydj: didesnéms
lasteléms (pvz. neutrofilams) biidinga auksta priekiné sklaida (FSC-auksta),
mazoms lgsteléms (pvz. limfocitams) biidinga Zema priekiné sklaida (FSC-
7ema). Sonin¢ 3viesos sklaida — SSC nurodo lastelés vidaus sandaros
kompleksiSkumg. Didesnio sandaros kompleksiskumo lasteléms —
polimorfonuklearams, griidétoms lasteléms (pvz. neutrofilams, eozinofilams)
budinga auksta Soniné sklaida (SSC-auksta), o paprastos sandaros Igsteléms
(pvz. limfocitams) — zema Soniné sklaida (SSC-Zema).

Taip pat jvertinama ir imunofenotipo Zymeny raiska. Ji gali buti teigiama
(pvz. CD19+ B limfocitai), neigiama (pvz. CD3-NK lgstelés), taciau galimos
ir kitos ekspresijos variacijos. Daliné Zymens ekspresija pastebima, kai tik
dalis lasteliy populiacijos pasizymi zymens ekspresija (pvz. CDI16+dal
monocitai). Taip pat galima blanki ekspresija (pvz. CD20+bl B limfoidinés
lastelés), lyginant su referentine populiacija (jprastu nepiktybiniu lgstelés
atitikmeniu, arba limfocitais, priklausomai nuo tiriamos populiacijos ir raiSkos
jvertinimo paskirties), ryski ekspresija (pvz. CD38+rys plazmingés lastelés),
heterogeniska ekspresija, kai ekspresijos spektras platus — nuo neigiamos iki
teigiamos ekspresijos, arba teigiamos ekspresijos, kai ekspresija apima placias
ribas nuo blankios iki ryskios (pvz. HLA-DR+het T limfocitai) (94).
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Zymens ekspresija gali biiti vertinama teigiamu Zymens ekspresijos
procentu, pavyzdziui — 60 % CD4 ekspresija aptikta CD3 T limfocity
populiacijoje. Ekspresija taip pat galima vertinti vidutiniu S$vytéjimo
intensyvumu — MFI (angl. mean fluorescence intensity), kuris parodo vidutinj
tam tikro fluorochromo $vytéjimag parinktoje lasteliy populiacijoje, taCiau
nevertina Svyte¢jimo diapazono. MFI priklausomas nuo naudojamo
fluorochromo dazo intensyvumo, taciau leidzia palyginti skirtingy méginiy ar
populiacijy $vytéjima, jei naudojamas tas pats dazas (100).

Analizés programos yra jvairios: sitilomi komerciniai ir nekomerciniai
variantai — FACSDiva, FlowJo, Infinicyt, Kaluza, FCS Express, WinList,
WINMDI. APS (angl. automatic population separator) — tai Infinicyt
(Cytognos, Salamanka, Ispanija) programai biuidingas duomeny sintezés
metodas, kai vertinama ne vieno ar keliy zymeny ekspresija, ta¢iau remiantis
visy ar didelio kiekio zymeny ekspresija iSskiriamos i$ principo skirtingos
lasteliy populiacijos. Sios populiacijos atskiriamos remiantis principinio
komponento analize (angl. principle component analysis), nustatoma vidutiné
tam tikro Zymens populiacija, ir visos lastelés, kurios turi panasig visy norimy
zymeny vidutine ekspresija, yra grupuojamos kartu.

Sis metodas leidzia i§ dalies automatizuoti tyrima, kadangi naudojant
vienodus reagentus atsiranda galimybé skirstyti populiacijas pagal zinoma
lasteliy ekspresija. Esant daugiau nei 14 parametry, konvenciné analizé yra
nepatogi, todél naudojami automatizuoti kompiuteriniai algoritmai (91).

2.3. Dauginés mielomos imunofenotipavimas

2012 m. van Dongen apra$¢ EuroFlow validuoty zymeny rinkinius
leukemijy ir limfomy diagnostikai. Progresas, pasiektas Sioje srityje, buvo
zenklus — anks¢iau bidavo pateikiami jvairis Zzymenys, Kuriuos
rekomenduodavo ekspertai, taciau nebiidavo atilikti validavimo veiksmai.
EuroFlow zymeny deriniai buvo validuoti ir patikimai veiké tarpusavyje. Tai
buvo tam tikras paradigmos keitimas, kuris nulémé tolesnio harmonizavimo
galimybes.

CD138 - specifinis plazminiy lasteliy Zymuo, naudojamas jy selekcijai
magnetinémis dalelémis, taip pat plazminiy Igsteliy identifikacijai
imunofenotipuojant ar tiriant imunohistochemiskai (20). Nepaisant
specifiSkumo, ekspresija gana silpna, todél Siuo metu $is Zzymuo néra taikomas
kaip terapijos taikinys. CD38 — daug skirtingy funkcijy turintis lgsteliy
pavirSiaus Zymuo, randamas ankstyvy kraujodaros lasteliy (pirmtaky)
pavirSiuje, taip pat kai kuriy limfocity, daugumos monocity pavirsiuje, didelé
jo koncentracija aptinkama plazminiy lasteliy pavirSiuje (69). CD45 — visy
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leukocity bendras Zymuo. Dazniau turi blankesne¢ ekspresija piktybinése PL
(101), taigi naudojamas jy diferenciacijai. CD19 — specifinis B limfocity
kilmés zymuo, aptinkamas daugumoje jprasty PL, ta¢iau retai ekspresuojamas
piktybiniy PL (102). CD56 — NK lasteliy, dalies T limfocity, taip pat dalies
monocity ir normaliy plazminiy lasteliy Zymuo, taip pat ne kraujodaros
lasteliy zymuo, aptinkamas nervinio audinio lgstelése. Daznai piktybinéms PL
budinga padidéjusi jo ekspresija (103). CD117 — jauny kraujodaros lgsteliy,
mastocity, taip pat ne kraujodaros lasteliy Zzymuo. Gali biiti ekspresuojamas
piktybiniy PL, ta¢iau neaptinkamas normaliose PL (18). CD81 — B limfocity
ir kity jauny lasteliy Zymuo, ekspresuojamas normaliy PL, taciau daznai
ekspresija sumazéjusi piktybinése PL (104). CD27 —atminties B ir T limfocity
zymuo, aptinkamas ir normaliose PL, taciau piktybinéms PL daznai biidinga
jo hipoekspresija (105). cKappa/cLambda — citoplazminés lengvosios
grandys: jprasti B limfocitai ar plazminés lastelés yra skirtingy klony ir
paprastai ekspresuoja vieng ar kitg lengvaja grandj santykiu 2:1-1:1. Kloninés
(piktybinés) lgstelés ekspresuoja tik vieng ar kitg Zymenj (106).

2.3.1. Diagnostinis dauginés mielomos imunofenotipavimas

DM siejama su jprasty B limfocity diferenciacijos ir funkcijos slopinimu
(imunopareze), ir yra aptiktas atvirk$c¢iai proporcingas rysys tarp ligos stadijos
ir imuninés pazaidos. Anksciau aprasyta, kad PPL aptikimas DM diagnozés
metu KC yra siejamas su geresnémis baigtimis, panasiis poky¢iai aprasyti
pacientams, kurie turi ilgalaike stabilig ligos eiga, taip pat akivaizdziai
didesnius kiekius brandziy B limfocity PK (107). Diagnozés metu DM
pacientai turi daug mazesnius kiekius B limfocity, B limfocity pirmtaky ir
normaliy PL. Taciau $ie poky¢iai grjzta j normag po gydymo ir aiskiai skiriasi
méginiuose, kuriuose néra hemodiliucijos. Taip pat nebuvo pastebéta, kad
skirtysi B limfocity ar piktybiniy PL lasteliy kiekiai priklausomai nuo
genetinés prognozés diagnozés metu ar po indukcijos, ar po KKLT (107).

2016 m. Rastwron ir kt. paskelbé, kad RDM diagnozés metu aptinkamas
PL fenotipas ir piktybiniy PL kiekis procentais turi didelés jtakos RDM
progresijai j DM, ypa¢ kai piktybiniy PL kiekis virsija 95 % visy KC PL (12).
2018 m. Yoshida nustaté, kad mazesné CD56 koduojancio geno raiska buvo
susijusi su mazesniu atsaku j bortezomiba, kuris pla¢iai vartojamas DM
gydyti. CD56 ekspresijos sumazéjimas kitose studijose yra siejamas su
blogesnés prognozeés liga, taip pat su CPL atsiradimu periferijoje, kur CD56
ekspresija daznai yra sumazéjusi. Taip pat buvo rasta sgsaja tarp t(4;14)
translokacijos ir padidéjusios CD56 ekspresijos, o t(14;16) buvo susieta su
CD56 ekspresijos sumazéjimu. 2018 m. Gupta jvertino diagnostinio tékmés
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citometrijos reagenty rinkinyje esan¢iy Zymeny aberacijas naujai diagnozuoty
NRMG ir DM pacienty piktybinése plazminése lgstelése. Buvo jvertintas
aberacijy skaiCius, lyginant su normaliomis PC, didesnis kiekis rastas esant
DM nei NRMG. Buvo jvertinti Zymeny ekspresijos rySiai su Kkitais
laboratoriniais tyrimais. DaZniausios aberacijos buvo CD56, CD138
ekspresija ir CD27 netekimas. DidZiausias skirtumas tarp DM ir NRMG buvo
CD19 ekspresijos netekimas ir didesné CD56 ekspresija DM atveju. Taciau
nebuvo vertinta zymeny asociacija su progresavimu dél per trumpo stebéjimo
laiko.

2.3.2. Dauginés mielomos minimali liekamoji liga

DM MLL aptikti naudojamas tam tikras fluorochromy rinkinys, kuriuo
jmanoma atskirti piktybines ir normalias PL. DM MLL tyrimas yra placiai
pritaikomas, kadangi piktybiniy PL Zymeny ekspresija nepriklausomai nuo
gydymo ar biologiniy vézio savybiy skirsis nuo normaliy PL (77), taigi
pritaikomumas siekia ~100 %. Zinoma, siam tyrimui atlikti reikalingas 8 ir
daugiau spalvy tékmés citometras bei méginiy paruo$imo metodika, leidzianti
surinkti daugiau nei 5 min. branduolétyjy lasteliy — taip pasiekiamas norimas
10° jautrumas. Panasis MLL tyrimai yra taikyti ir kitomis
hematoonkologinémis ligomis, pvz. B-pirmtaky tmine limfoblastine
leukemija, serganéiy pacienty stebéjimui bei gydymo vertinimui. Sie tyrimai
parodé, kad MLL tyrimai leidzia sékmingai parinkti tinkama chemoterapinio
gydymo intensyvumag ir esant reikalui keisti gydyma (87).

Aprasyta daugybé skirtingy imunofenotipo Zzymeny, kuriuos galima
naudoti minimaliai liekamajai ligai aptikti. DaZniausiai naudojami Sie:
CD138, CD38, CD45, CDS56. CDI19, citoplazminés imunoglobuliny
lengvosios grandys kappa ir lambda. Taip pat naudojami papildomi Zymenys,
kurie skirtingai isreiskiami pPL ir nPL — CD20, CD27, CD28, CD81 ir CD117
(42). Taciau $iy zymeny raiska gali buti itin skirtinga, priklausomai nuo
méginiy paruosimo ir naudojamy reagenty, taigi egzistuoja didelé atsakymy
jvairové matuojant MLL net tuo paciu tekmes citometrijos metodu.

MLL tyrimo analiting gebg apibrézia kelios reik§més — aptikimo riba (angl.
limit of detection — LOD), kiekybinio nustatymo riba (angl. limit of
quantification — LOQ) ir tuStumo riba (angl. limit of blank). Tu$tumo riba
parodo didziausig teigiamg verte, kurig galima aptikti neigiamame méginyje,
95 % neigiamy veréiy bus Zemiau Sios ribos. Kiekybinio nustatymo riba
parodo maziausig kiekj pPL, kurias galima statistiSkai reikSmingai
apskaiCiuoti. Aptikimo riba nurodo maziausig lasteliy kiekj, kurj galima
patikimai atskirti nuo neigiamy méginiy 95 % atvejy (100).
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IMWG, sitilydama jtraukti MLL j gydymo stebé&jimo algoritma, taip pat
apibrézé tinkamas metodikas ir siekting tyrimo jautruma. Remdamasi tuo, kad
gydymui skiriant modernius vaisty derinius daug pacienty pasiekia CR, $i
darbo grupé suprato, jog pacientus reikia skirstyti detaliau, naudojant
jautresnius papildomus metodus, kadangi $ioje pacienty grupéje ligos baigtys
gali labai skirtis (42).

Pagal EuroFlow gaires, NGF metodas susideda i§ reikalavimy méginiams,
méginiy paruosimo gairiy, analizatoriaus paruoSimo gairiy, taip pat reagenty
rinkiniy ir automatizuotos analizés. NGF reikalauja 10 min. (107) surinkty
atvejy. Juos surinkus i$ tinkamo méginio (pakankamas kiekis ir minimalus
praskiedimas PK), galima pasiekti 2 x 10 MLL aptikimo ribg (20 piktybiniy
PL i§ 10 mln. atvejy) (108). Itin svarbu yra jsitikinti, kad KC aspiratas
nepraskiestas PK (hemodilucija), kadangi tai gali sumazinti tyrimo jautruma
net iki 100 karty (72).

Siektinos aptikimo ribos tyrimui klausimas isliecka sudétingas. Nors 10
atrodo optimali riba, taCiau jai pasiekti reikia didesnio kiekio (2-5 ml) ir geros
kokybes (pageidautinai pirmojo traukimo) KC aspirato. Taip pat, JAV Maisto
ir vaisty administracija (angl. Food and Drug Administration — FDA)
rekomenduoja, kad aptikimo riba tyrimui biity bent 10 karty zemiau klinikiniy
pasirinkimy ribos. Taigi norint pasiekti 107 riba, tyrimas turi biti validuotas
10 jautrumui. Tai reikia, kad tikroviskiausia riba daugumai tyrimy ir
pacienty yra 10, kas taip pat atitinka IMWG rekomendacijas. Zinoma, jei
leidzia méginio kokybé ir analitiné tyrimo geba, net ir mazi MLL kiekiai (<10
6) turéty biti praneSami (84).

Pagal EuroFlow gaires, NGF yra placiai pritaikomas ir daznai jam nereikia
diagnostinio méginio. PETHEMA/GEM2014MAIN biomedicininis tyrimas
parodé, kad NGF leido sékmingai nustatyti MLL statusg 99,6 % méginiy,
aptikimo ribg 2x10° pasieké 1 % méginiy, o tarp 2x10e® ir 1x10e® — 88 %
méginiy (83).

KC aspirato kokybé yra ypa¢ svarbi, nes, nepaisant jautrios aptikimo ribos,
praskiestas PK meéginys gali duoti netinkamg rezultatg (84). Dazniausia kauly
Ciulpy aspirato preanaliziné problema yra praskiedimas PK, arba
hemodilucija. Ja nulemia fibroziski arba tankiai infiltruoti kauly ¢iulpai, kurie
neleidzia iStraukti pakankamo aspirato kiekio. Daznai imami skirtingi
méginiai citogenetikai, morfologiniams tyrimams, biomedicininiy tyrimy
kontekste — jvairiems kitiems tyrimams. Kadangi MLL tyrimams ypa¢ svarbi
méginio kokybé ir lgsteliy kiekis, rekomenduojama, kad pirmas aspirato
Htraukimas® biity skiriamas MLL tyrimui (84). Taip pat neabejotinos reikSmés
gali turéti parinkta aspiracijos vieta ir méginiy gabenimas j laboratorija (109),
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kurie turéty atitikti harmonizacijos gairiy (pvz. EuroFlow) keliamus
reikalavimus.

Yra daug metody, leidZianéiy spresti, ar KC méginys yra praskiestas PK.
Galima méginyje nustatyti lasteles, kurios arba aptinkamos tik KC, bet ne PK,
arba PK aptinkami gerokai didesni jy kiekiai. Tai taip pat priklauso nuo
reagenty rinkinyje naudojamy zymeny, kadangi bus aptiktos tik tos lastelés,
kurios juo naudojantis gali biiti identifikuotos. Galimos Igsteliy populiacijos —
eritrokariocitai, mastocitai, plazminés lastelés, B limfocity pirmtakai
(hematogonai), mieloidinés eilés pirmtakai. 2019 m. Paiva ir kt. atliktoje
pirmoje perspektyviojoje klinikinéje studijoje praskiedimas buvo laikomas
zenkliu, jei aptikta <0,01 % plazminiy lgsteliy, B limfocity pirmtaky,
eritrokariocity arba mastocity (83).

2018 m. Europos vaisty agentiira (European Medicines Agency) pateiké
gaires dél MLL kaip klinikinés baigties vertinimo DM tyrimuose (8).

MLL vertinimas yra jtraukiamas j daugelj DM biomedicininiy tyrimy (84).
Biomedicininiuose tyrimuose jis naudojamas Kkoreliavimui su Kitais
veiksniais, taip pat kaip pakaitiné vertinamoji baigtis ar net parenkant tolesnj
gydyma (84). Taigi, siekiant lyginti §iy tyrimy rezultatus, bitinas bendras
sutarimas ir MLL atlikimo gairés.

Vienos i§ pasiiilyty gairiy, orientuotos biitent j biomedicininiy tyrimy
atlikima, yra pasaulinés mokslininky grupés sitilytos harmonizacijos gairés,
pristatytos 61-ame Amerikos hematology draugijos (American Society of
Hematology) kasmetiniame susitikime (84). Sios gairés parengtos
atsizvelgiant | IMWG konsensuso kriterijus. Jos apima reikalavimus
tikslingam MLL tyrimui apibrézti, taip pat KC MLL tyrimo derinima su kitais
tyrimais — PK CPL tyrimu, vaizdiniais tyrimo metodais, taisyklingg MLL
vertinimg atliekant biomedicininius tyrimus ir tinkama rezultaty skelbima.
Pabréztas savoky ,,neigiama“ ar ,teigiama*“ MLL pakeitimas | apibréztas
tokias savokas, kaip pasiektas NGF MLL <105, nurodant naudojama metoda
ir jo aptikimo riba.

Europos vaisty agentiira taip pat iSleido panaSias gaires (8), kurios
apibrézia MLL jtraukima j klinikinius tyrimus. Apibréziamas tinkamas laikas
MLL tyrimui atlikti ir siekiamas jautrumas, atitinkantis IMWG kriterijus (1 i8
10° lgsteliy). Taip pat pabrézti nezinomi kintamieji — dalis pacienty gali turéti
uz kauly ¢iulpy riby i8plitusig liga, kurios nebus aptikta aspirate, taigi biitina
tyrimus derinti su vaizdiniais metodais (pvz. pozitrony emisijos tomografija).
Taip pat pabrézta galimybé sumazinti tyrimo invazyvumg bandant atlikti MLL
tyrimus i§ PK, taip pat pagerinti prognostika atliekant tyrimus ligos metu
(MLL Kinetika).
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2019 m. publikuoti DM tirian¢ios ispany grupés PETHEMA/GEM
perspektyviojo tyrimo rezultatai — pirmojo klinikinio tyrimo, kurio antriné
stebima baigtis buvo MLL nustatymo nauda (83). Istirta 458 pacienty, kurie
buvo gydyti VRD schema ir autologine KKLT, 0 pirminé stebéta tyrimo
baigtis buvo laikas iki ligos progresavimo. Véliau buvo skiriamas
palaikomasis gydymas pagal Rd schema, o palaikomojo gydymo tesimas po
dvejy mety priklausé nuo MLL rezultato.

2021 m. Yoroidaka ir kt. (110) palygino du skirtingus MLL metodus —
8 fluorochromy 1 mégintuvélio DuraClone metoda ir seniau taikoma
EuroFlow NGF metodg. Nepaisant geros koreliacijos tarp metody (r = 0.92,
p<0,0001), dalyje méginiy (5,2 %) buvo ir skirtumy, tikétina, dél didesnio
lasteliy skai¢iaus, surinkto pagal EuroFlow metodika. Taip pat buvo pabréztas
skirtumas, kad naudojant vieng mégintuvélj, kuriame néra lengvyjy grandziy
(kappa ir lambda) antikiiny, néra patikimai jrodomas PPL kloniSkumas.

Yra aprasyti specifiniai imunofenotipo bruozai, biidingi MLL ir siejami su
chemorezistentiSkumu — atsparumu terapijai. Sios aberantinés PL pasiZzymi
didesne adhezijos molekuliy CD11a, CD11¢, CD29, CD44, CD49d, CD54,
CD138, CXCR4 ir HLA-DR ekspresija (75). Tikétina, kad ryskesné Siy
baltymy ekspresija egzistuoja jau nustatant diagnoze, taciau dél jy adhezijos
prie KC savybiy islieka gydymo metu ir gali biiti aptinkamos MLL stadijoje.

Gydant vaistais, kurie yra monokloniniai antiktinai pries lastelés pavirSiaus
zymenis, $iy Zymeny ekspresija iSlieka sumazeéjusi iki pusés mety po terapijos
pabaigos ir tai sudaro papildoma kliatj MLL tyrimui atlikti — pavyzdZziui,
aberantiniy PL intensyviai ekspresuojamas CD38 po gydymo daratumumabu
iSlieka sumazéjes. Didelé dalis MLL tyrimo remiasi Sio Zymens aptikimu,
taciau licka keli sprendimo buidai — modifikuoti analiz¢ arba naudoti
alternatyvius reagentus (111). Zinoma, tyrimg atliekanti laboratorija turéty
zinoti apie tyrimui didelés reik§Smés turincius klinikinius faktus.

2019 m. Tarin (112) vertino nauja biozymenj — piktybinius subklonus,
rastus naudojant daugiaparametr¢ tékmés citometrija. Jis nustaté, kad
ankstyvesnése ligos stadijose (NRMG, R-ISS | DM) pastebima daugiau
skirtingy piktybiniy lasteliy grupiy, taciau ligai progresuojant lieka vienas
dominuojantis lasteliy klonas. Taip pat buvo rasta koreliacijy su CD27, CD44
ir CD81 ekspresija.

Subklonai buvo i$skirti naudojantis APS funkcija (angl. Automatic
Population Separator) pagal tris zymenis — CD56, CD81 ir CD27. Taip pat
buvo nustatyti geriausiai piktybines lasteles atskiriantys zymenys — CD81,
CD56, CD44, CD28, CD27, CD117, CD19, CD200, CD45, CD138 ir b2-
mikroglobulinas. I§ jy CD44, CD28, CD200 ir b2-mikroglobulinas nejeina j
MLL reagenty rinkinj.
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Nors klony Kkiekis skyrési, fenotipo skirtumy nepastebéta, iSskyrus
recidyvinés DM pacienty pPL iSnykusia CD27, ryskesng CD44 ir CD81
ekspresija. Panasaus skirtumo nebuvo MLL+, bet remisijg pasiekusiy pacienty
grupéje — buvo atgautas subklony i$sidéstymas, panasus | NRMG.

2016 m. Ise (113) nustaté, kad RRDM atvejais gali biiti randama mazesné
CD38 ekspresija. Ypac retais atvejais galimas visiSkas CD38 ekspresijos
netekimas, dazniausiai rodantis, kad liga yra ypac¢ pazengusi.

2.3.3. Minimalios liekamosios ligos metodo harmonizacija

Islicka MLL atlikimo jvairové ir tyrimo atlikime ir atsakymo pateikime
(84). 2013 m. Flanders ir kt. (114) laiske zurnalo Blood redaktoriui pazyméjo,
kad esama dideliy skirtumy, kaip skirtingos laboratorijos atlieka MLL
tyrimus. Tuo metu didZioji dalis laboratorijy surinkdavo tarp 100 000 ir
500 000 lgsteliy, o aptikimo riba buvo nuo 20 iki 50 Igsteliy. Dauguma
laboratorijy naudojo tik keliy zymeny atiping ekspresija — CD19 ir CD45
neigiamuma, kartu su teigiama CD56 ekspresija, nors dalis jprasty plazminiy
lasteliy taip pat pasizymi tokia Zymeny ekspresija. Buvo pasitlyta naudoti
papildomus zymenis — CD27, CD81 ir CD117. Stipriai pabrézta butinybé
suvienodinti MLL tyrimo atlikima. ISleistas nemazai sutarimo dokumenty,
kuriuose apraSoma méginiy apdorojimas, paruoSimas, reagenty rinkiniy
kiirimo principai, duomeny rinkimas, taip pat tyrimo validavimas ir kokybés
kontrolé (115-117).

2016 m. Rawstron ir kt. (78) pazyméjo kelis svarbiausius poreikius, norint
pasiekti MLL atlikimo harmonizacijg: tai méginiy rinkimo gairés, analizés
gairés ir kokybés kontrolés kriterijai, leidZiantys pasiekti patikimg tyrimo
aptikimo lygj. Visus Siuos punktus véliau jgyvendino EuroFlow konsorciumo
gairés. 2016 m. Arroz ir kt. (115) pasitlé sutarimo kriterijus, kaip atlikti MLL
tyrimg ir pateikti rezultatus. Taciau kriterijy apibrézime buvo leidziama
naudoti ir minimaly 6 fluorochromy derinj, su galimybe naudoti daugiau.
Pagrindinés i§vados buvo pirminiy apibrézimo kriterijy nustatymas — CD38,
CDI138 ir CD45 ekspresija, Soniné ir priekine Sviesos spindulio sklaida
plazminéms lasteléms apibrézti. Vélesnis zingsnis buvo apraSyti atipinio
imunofenotipo plazmines lasteles, kuriy ekspresija skiriasi nuo normaliy
plazminiy lasteliy, surinkty tuo paciu instrumentu ir naudojant tuos pacius
reagentus. Taip pat buvo pazymeéta biitinybé aprasyti, kiek surinkta Igsteliy ir
kiek aptikta pPL ir nPL. Taip pat buvo pazymétas siekis pasiekti 10e-5
jautrumo riba dar iki buvo paskelbti IMWG kriterijai (45). IMWG jvardijo
MLL neigiamumg kaip pasiekta CR ] terapija, taip pat neaptikta aberantiniy
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plazminiy lasteliy klona, naudojant ne maZesnj nei 1 i§ 10° branduolétyjy
lasteliy jautruma (tai yra 10 jautruma).

EuroFlow konsorciumas pasitlé dviejy mégintuvéliy kombinacija,
apimanciag 10 antigeny derinj, kuris sugeba atskirti pPL ir nPL (84). Tai buty
dviejy mégintuveliy kombinacija, | kuriuos jeity kertiniai zymenys CD138,
CD27, CD38, CD45, CD56, CD19, j pirmajj, ne citoplazminio mégintuvélio
paruoS§imo metodika paruosta mégintuvél] jtraukti CD81 ir CDI117, o
citoplazminiame mégintuvélyje blity matuojama citoplazminé Ig kappa ir
Ig lambda ekspresija.

EuroFlow méginiy paruosimas ir reagentai reikalauja didesniy istekliy,
todél buvo lyginami su skirtingais méginiy paruoSimo biidais ir Zymeny
deriniais. MSKCC (angl. Memorial Sloan Kettering Cancer Centre) grupé
pasitlé vieno mégintuvélio variantg, palikdami EuroFlow paruo$imo
metodika, ir nustaté, kad testy suderinamumas yra 98 % (72). Roswell Park
vézio institutas (RCPI) sidlé skirtingus méginiy paruo$imo metodus ir
skirtingg tyrimo metoda, kad biity galima sutrumpinti méginio paruo§imo
laika ir tyrimui atlikti reikéty maziau personalo. Maclachlan ir kt. (72) aprasé
pagrindinius dalykus, kuriuos reikéty harmonizuoti siekiant lyginti visus $iuos
skirtingus metodus: tai MLL apskai¢iavimas naudojant nuo programinés
jrangos nepriklausomg analizés algoritma; kity populiacijy, kurios leidzia
jvertinti KC aspirato kokybe, apibrézimas.

KC aspirato kokybé ypaé svarbi kritiskai vertinant méginio tinkamuma
MLL aptikimui vertinti, ypa¢ kai nuo to priklauso pacienty skirstymas j
skirtingas gydymo intensyvumo Kategorijas. Kad didziausias kiekis
aberantiniy PL yra pirmame aspirato traukime, o kiekviename Kitame jy yra
vis maziau, apras¢ Rawstron ir kt. (118). Jau kurj laikg mastocitai ir B
limfocity pirmtakai (arba hematogonai) placiai naudojami kauly ¢iulpy
aspirato kokybei vertinti — Sios lasteliy populiacijos turéty buti aptinkamos tik
kauly ciulpuose, bent jau sveiky zmoniy kauly Ciulpuose. Taciau taip pat
galimos lasteliy populiacijos yra normalios PL, mieloidiniai ir eritroidiniai
pirmtakai.

2021 m. Yoroidaka (110) lygino EuroFlow dviejy MLL mégintuvéliy
rinkinj su Duraclone vieno mégintuvélio metodu. Nors Duraclone metodas
pigesnis, dalies méginiy MLL skyrési. EuroFlow taip pat demonstravo didesnj
jautrumg ir didesnj surinkty lasteliy skai¢iy, pakankamg 1x10e-5
reikalavimui.

Jdomu, kad nors buvo naudojami skirtingi komerciniai MLL metodai,
kuriems reikalingas skirtingas méginiy paruoSimas, taip pat skirtingi tékmés
citometrai ir skirtingos duomeny analizés programos, rezultaty tapatumas
buvo gana didelis. Prie to galéjo prisidéti logiskai aprasyti analizés etapai,
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kurivos jvardija tyréjai. Taciau vienas didziausiy Duraclone trikumy yra
pasirinkti Zymenys, kai vietoje daznai aberantiskai ekspresuojamo CD117
buvo pasirinktas CD200, taip pat nejtraukta cKappa ir cLambda ekspresija,
reikalinga lasteliy populiacijy kloniskumui jrodyti.

2.3.4. Minimalios lickamosios ligos analizés strategijos

Zymenys, kurie privalo biti taikomi norint atpaZinti PL ir atskirti pPL ir
nPL, buvo apraSyti 2015 m. Paiva ir kt. (77) apzvalgoje, ta¢iau zinios apie juos
kaupési jau kelis deSimtmecius. CD38 ir CD138 reikalingi atpazinti PL , 0
tokie zymenys kaip CD19, CD27, CD45, CD56, CD81 ir CD117, cKappa ir
cLambda dazniausiai skirtingai ekspresuojami pPL, nepaisant galimai
heterogeniskos dalies Zymeny ekspresijos NPL. Biitent dél Sios heterogeniskos
ekspresijos vieno ar keliy $iy Zymeny ekspresija nepakankama, o tai reiskia,
kad reikalingas vienu metu analizuojamas zZymeny derinys.

Automatiné analizé yra kitas analizés metodas, kuris yra integruotas j
Euroflow siiilomas NGF gaires. Sio metodo pranagumai — automatinis kity, ne
vien plazminiy lasteliy subpopuliacijy paskirstymas, taip pat jtartiny
populiacijy pazyméjimas (42).

EuroFlow rekomenduoja taikyti automatinés analizés programa, Kuri yra
integruota i Infinicyt programing jrangg. Ji remiasi automatiniu normaliy
lasteliy populiacijy paskirstymu remiantis keliy Zymeny raiskos visuma. Tai
pagrindinio komponento analiz¢, kai nustatoma tam tikra visai populiacijai
budinga daugelio Zymeny ekspresija, kuri programinéje jrangoje integruota j
automatinj populiacijy atskyrimo jrankj (APS).

Yoroidaka ir kt. (110) aprasyta analizés strategija pagal DuraClone
metodikg yra panasi j taikomg EuroFlow, taciau skiriasi keletas naudojamy
antiktiny. Panasis Zingsniai yra pavieniy Igsteliy atskyrimas naudojant §viesos
spindulio sklaidos charakteristikas, taip pat dazy agregaty atmetimas iSmetant
daug labiau Svytinc¢ius atvejus CD81-FITC ir CD56-APC-A750 kanaluose,
nei bet kokia lgsteliy populiacija. Plazminés Igstelés parenkamos apibréziant
atvejus, ryskiai ekspresuojancius CD38 ir CD138, taip pat parenkant blankiau
CD45 ekspresuojancius atvejus. Taip pat apraSyta jprastiné zZymeny raiska
nPL, kurios nepaisancios PL buvo apibréztos kaip pPL. nPL Zymeny raiska
apibrézta kaip CD45-vidutiné, CD38-ryski, CD138-vidutiné/ryski, CD19-
teigiama, CD56-blanki/neigiama, CD27-ryski, CD81-ryski, CD200-
blanki/neigiama. CD200 nejeina j EuroFlow rekomenduojamy antikiiny
rinkinius MLL tyrimui atlikti, taip pat yra apraSomas kaip mazai patikimas
zymuo dél plataus ekspresijos diapazono normaliose kauly ciulpy PPL.
Zinoma, analizuojant visuomet galimas platesnis visy Zymeny ekspresijos
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spektras PPL, todél norint atskirti PPL nepakanka remtis vieno ar net keliy
zymeny ekspresija, biitina visy Zymeny ekspresijos visuma.

Norint pasiekti gery, pakartojamy rezultaty, taip pat augant MLL tyrimy
poreikiui, vis daugiau diskutuojama apie automatinés analizés taikyma.
EuroFlow grupé yra iSleidusi straipsniy, kuriuose aprasoma automatinés
analizés nauda, lyginant su rankine tékmeés citometrijos eksperty analize (86).
Automatizuoti analizés komponentai gali pagreitinti duomeny analize, nes
suskirsto didele dalj skirtingy lasteliy risiy méginyje, bet §iuo metu negeba
iki galo atskirti normaliy ir aberantiniy PL. Tikslus aberantiniy lasteliy
atpazinimas ir priskyrimas ligai i$lieka analizuojancio eksperto atsakomybe,
taigi net automatizuojant dalj analizés reikalingas rankinis eksperto darbas
atskirti normalias ir pakitusias lgsteles, taip pat perzitiréti, ar programiné
jranga nepraleido ar klaidingai neklasifikavo tam tikry lasteliy. Taip pat
patyres tékmés citometrijos specialistas gali nuodugniai jvertinti visas ligai
btidingas biologines savybes atlikdamas ranking duomeny analizg.

Taciau yra ir kita pusé — rankiné TC duomeny analizé yra subjektyvi ir dél
to gali bati dideliy variacijy tarp laboratorijy ar net tyréjy toje pacioje
laboratorijoje. Siekiant uztikrinti geros kokybés duomeny analizg ir patikimus
rezultatus, reikalinga harmonizuota DM MLL duomeny analizé, panasiai kaip
yra isleisti su méginio paruoSimu ar naudojamais reagenty rinkiniais susije
sutarimo dokumentai, kurivose triksta instrukcijy, kaip tiksliai turi buti
analizuojami surinkti tékmés citometrijos duomenys. Tai galioja ir pacios
MLL analizei, ir méginio kokybés apibrézimui.

Papildomos harmonizacijos poreikis buvo pabréztas Jungtinés Karalystés
Nacionalinio iSorinés kokybés kontrolés vertinimo plano (UK-NEQAS)
sudarytojy organizuotame tyrime, kuriame buvo atliktas DM MLL tyrimas
aStuoniose laboratorijose, naudojant DM MLL turin¢ius kauly ciulpus,
praskiestus Kketuriais skirtingais santykiais su sveiko zmogaus aferezés
produktu (119). Nors buvo rastas pakankamai geras suderinamumas tarp
laboratorijy rezultaty, nepaisant jvairios naudotos jrangos ar reagenty rinkiniy,
taciau iSkelta mintis, kad geresné analizés harmonizacija dar labiau sumazinty
nesutapimus. Visgi Siame tyrime nebuvo kalbama apie KC méginio kokybés
vertinima, suvienodinus kity kauly ¢iulpy méginio lasteliy analize.

Taip pat iSleistas Kraujo ir kauly ¢iulpy transplantacijos klinikiniy tyrimy
tinklo (angl. Blood and Marrow Transplant Clinical Trials Network) sutarimo
dokumentas, skirtas tarptautiniam MLL tyrimy harmonizavimui ir rezultaty
pateikimui butent DM klinikiniuose tyrimuose, kuriuose ypac svarbu palyginti
tam tikros terapijos rezultatus, nors ji tuo paciu metu taikoma skirtingose
istaigose (84).
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Analizés strategija turéty biiti nepriklausoma nuo naudojamos jrangos,
reagenty ar méginio paruoS§imo metodikos. Tékmés citometrijos specialisto
atlickama duomeny analizé yra labiausiai kompleksinis ir daugiausiai laiko
trunkantis tékmeés citometrijos tyrimy zingsnis, dél kurio gali buti rezultaty
skirtumy, net jei duomeny analiz¢ atliekg didele patirtj turintys specialistai
(141).

DM MLL tyrimo harmonizacija yra svarbi siekiant didesnio jautrumo, kad
biity galima lyginti §io tyrimo rezultatus, kol trunka pacienty gydymas, ar tarp
skirtingy laboratorijy (7). Siuo metu naudojami skirtingi MLL tyrimo atlikimo
metodai, o skirtumai apima méginiy paruosimg, skirtingus fluorochromy ir
antiktiny derinius, taip pat skirtingas analizés strategijas ir tyrimo rezultaty bei
iSvady pateikimg (16). Visi Sie veiksniai turi jtakos tyrimo rezultaty
patikimumui (127), o tai svarbu ne tik atliekant kasdienius tyrimus, bet ir
lyginant rezultatus klinikinése studijose. Suvienodinus reagenty rinkinius,
méginiy paruo§ima, surinkty lgsteliy kiekj, galima geriau suderinti rezultatus,
taciau triksta paskutinés tyrimo grandies — harmonizuoty tékmés citometrijos
duomeny analizés gairiy. Standartiniy duomeny analizés gairiy taikymas
leidzia vienodai vertinti ne vien pagrindinj tyrimo rezultatg — MLL nustatyma
ar piktybiniy PL kiekj, ta¢iau ir kitus, su KC aspirato méginio kokybe
susijusius kriterijus, kurie suteikia papildomos klinikinés informacijos.
Meéginio kokybés vertinimas itin svarbus, kai atlickama intervenciné
procediira didelés rizikos pacientams, ir leidzia pasikliauti gautais tyrimo
rezultatais, taip pat patikimai lyginti §iuos rezultatus (105).

2.3.5. Cirkuliuojanciy plazminiy Iasteliy imunofenotipavimas

CPL - tai PK aptinkamos plazminés Igstelés. Jprastai PK neaptinkama arba
aptinkami itin mazi kiekiai PPL. Jy padaugéjimas gali biiti kaip reakcija j kitus
ligas — infekcines, onkologines, imunines. Taciau daznai DM atveju PPL gali
buti aptiktos PK ir jvardijamos kaip CPL.

Yra atlikta tyrimy, kuriuose lyginti PK ir KC méginiai, tatiau nustatyta,
kad mazdaug 40 % pacienty, kuriems KC aptinkama MLL, PK jos
neaptinkama (120). Panasts duomenys matomi ir PK tiriant laisvg DNR ar
naudojant NGS metodika — MLL tyrimai naudojant PK méginj yra daug
maziau jautriis ir koreliacija su KC aspirato duomenimis nepatikima (84).

2010 m. Perez-Persona ir kt. (35) tyrinéjo tékmés citometrijos vaidmenj
vertinant NRMG ir RDM pacientus, kuriems pagal IMWG kriterijus liga yra
progresuojanti arba stabili. Buvo tikrinamas >95 % piktybiniy plazminiy
lasteliy i§ visy plazminiy lgsteliy Kriterijus, iSmatuotas tékmés citometrijos
metodu, ir lyginama, ar $is faktorius leidzia prognozuoti ligos progresavima.
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Si kriterijy atitiko gerokai daugiau RDM pacienty, lyginant su NRMG
pacientais, kas atitikty toliau pazengusig ligg. Visose keturiose grupése
(kintanti ir stabili NRMG ir RDM) kriterijus rodé didesng¢ progresavimo
rizikg. Vadinasi, tékmés citometrija nustatant diagnoz¢ gali buti naudinga
progresavimo rizikai vertinti.

2016 m. Rawstron ir kt. (78) pabrézé, kad CPL aptinkamos 80 % pacienty,
kuriems naujai diagnozuota DM, ir jy aptikimas turi didelés prognostinés
reik§més. 2021 m. Cheng ir kt. tyré naujai diagnozuotos DM pacientus ir
nustaté CPL ribg 0,038 %, vir§ kurios pacientams biidingas didesnis naviko
taris ir blogesnés baigtys (17). Tai parodé, kad CPL aptikimas gali bati
vertinamas kaip nepriklausomas rizikos veiksnys, taciau jis turi buti
derinamas su Kkitais nustatytais rizikos veiksniais — biocheminiais (beta-
2 mikroglobulinas) ar genetiniais (didelés rizikos translokacijos) tam, kad
bty galima prognozuoti ligos eiga.

Ypaé svarbus yra PK tyrimas naujai diagnozuota ir recidyvine DM
sergantiems pacientams, kuriems lgsteliy aptikimas gali biti siejamas su
prasta prognoze ir ligos progresavimu (121). Viena i§ PK tyrimo paskir¢iy
galéty buti intervencijy sumazinimas, kadangi aptikus pokycius PK galbiit
nereikéty papildomai imti KC aspirato méginio. Taip pat yra sialymy, kad PK
tyrimas papildyty KC tyrima, o ne jj pakeisty (72).

CPL aptikimas recidyviniy ir (ar) refrakteriniy DM atveju yra siejamas su
blogomis baigtimis, o CPL nesumaz¢jimas po vieno gydymo ciklo yra
atsparumo terapijai zymuo (16). Didesni kaip 5% CPL kiekiai rodo ypaé
blogas baigtis, prilygintinas plazminiy Igsteliy leukemijai, nors néra
pasiekiami jprastai PL leukemijai pritaikomi CPL aptikimo kriterijai, o tai
kelia klausimg apie Sios ligos formos apibrézimg (10).

CPL atsiradimo mechanizmai néra iki galo aiskis, taciau siejami su dviem
procesais — adhezijos molekuliy neteikimu ir didesne migracijos molekuliy
ekspresija lasteliy pavirSiuje. Adhezijos molekulés daZznai yra inkariniai
baltymai, kurie leidZia lasteléms jsitvirtinti kauly ¢iulpy stromoje. Migracijos
molekuliy tikslas yra jgalinti lasteles palikti kauly Ciulpus ir pasiekti organa
taikinj. Abi Sios baltymy grupés gali biiti vertinamos tékmeés citometrijos
metodu, ir remiantis pokyc¢iais bty galima nustatyti $iy procesy tikimybg ar
net uzkirsti jiems kelia, jei tie poky¢iai aptinkami prie$ patj ekstramedulinj
plitima ar ligos progresavima.

Taip pat yra apraSomas su adhezijos molekuliy ekspresija susijes
chemorezistentiskumas, kai didesn¢ adhezijos molekuliy ekspresija turin¢ios
lastelés labiau atsparios tam tikroms chemoterapiniy vaisty grupéms.
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CPL aptikimas siejamas su adhezijos molekuliy netekimu, pvz. CD184 ir
CD54, kuriy pavirSiaus ekspresijos sumazéjimas taip pat siejamas su
ekstrameduliniu piktybiniy PL plitimu j oda (37).

Adhezijos molekuliy poky¢iai DM piktybinése PL tyrinéjami jau seniai.
1990 m. Aruffo (122) aprasé, kad CD44 yra pagrindinis adhezijos Zymuo PL
jungiantis prie KC esangio hialuronato. 1992 m. Ahsmann (123) aprasé
didesn¢ adhezijos molekuliy CD11a/CD18 ekspresijg esant blogesnei ligos
eigai, taip pat aktyviai ligos fazei ir neaptiko Siy molekuliy normaliose
plazminése lgstelése. 1994 m. Zandecki (124) aprasé CPL, aptiktas DM
atveju, ir jas susiejo su naviko mase, taciau 1% jautrumas nebuvo
pakankamas skirtingos prognozés pacientams diferencijuoti. Taciau §is tyréjas
nustaté, kad, skirtingai nei NRMG ar RDM, dauguma DM pacienty turi
aptinkamas CPL. 1995 m. Pellat-Deceunynk (125) apras¢ CPL adhezijos
molekuliy skirtumus KC ir PK, i$sivysc¢ius ekstramedulinei DM ligos formai.
Nustaté, kad adhezijos molekuliy ekspresijos mazéjimas ir didéjimas gali biiti
siejamas su skirtingomis ligos progresavimo fazémis — CD56 ekspresija
didesné¢ KC nei PK ar uz KC riby, Zzymeny ekspresija maZesné esant stabiliai
ligai, bet padidéja esant akceleracijai. 1996 m. Stauder (126) aprasé CD44
variantus kaip prognostinius DM zymenis, taip pat taikomus ir kity piktybiniy
ligy atvejais. 2004 m. Vincent (127) aprasé IL-6 poveikj adhezijos molekulés
CD44 ekspresijai piktybinése PL. Sis mechanizmas galimai turi Zenkly
poveikj mielominés ligos i§likimui KC ir proliferacijai. 2008 m. Ohwada
(128) aprasé CD44 ckspresijos jtaka deksametazono, pla¢iai mielomos
gydymui taikomo imunitetg slopinancio gliukokortikoido, veikimui. Didesné
CD44 ekspresija buvo siejama su didesne adhezija ir didesniu atsparumu
gydymui. Taip pat apraSoma sgveika tarp CD44 ir kauly ¢iulpy matricoje
randamo hialuronano — $is adhezijos mechanizmas, tikétina, nulemia
atsparuma dydymui ir DM islikimg. 2009 m. Hatano (129) vertino placiai
taikomo DM gydyti proteosomy inhibitoriaus bortezomibo poveikj adhezijos
molekuliy ekspresijai. Didesné¢ adhezijos molekuliy ekspresija sicjama su
adhezijos nulemta chemorezistencija. PanasSu, kad bortezomibo poveikis ypac
efektyvus mazinant CD49d ekspresija — tai gali turéti jtakos CPL
formavimuisi, kadangi CPL atsiradimas taip pat sicjamas su §ios molekulés
rai$ka. Pasak tyréjy, kiti mielominés ligos gydymui vartojami vaistai tokiu
poveikiu nepasizymi.

2011 m. Kraj (11) tyringjo plazminiy lasteliy leukemija — agresyvios eigos
plazminiy lasteliy neoplazija, kurig charakterizuoja didelis kiekis piktybiniy
lgsteliy periferiniame kraujyje. Dél panasumy su CPL Zymeny pokyciai gali
buti susij¢ su adhezijos sumaz¢jimu ir plazminiy lgsteliy i$¢jimu j periferija.
Adhezijos zymeny poky¢ciai, tikétina, yra panasiis | CPL budingus Zymeny
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poky¢ius. 2013 m. Bolzoni ir kt. (130) aprasé vieng i§ imunomoduliatoriy
veikimo mechanizmy mielominés ligos atveju. Esant DM daznai pasireiskia
didesné adhezija kauly ¢iulpuose, ta¢iau imunomoduliatoriai veikia RANK
liganda naviko mikroaplinkoje ir sumazina adhezija. Adhezijos sumazé&jimas
pasirei$ké mazesne CD49d molekulés ekspresija. 2014 m. Vij (131) aprase,
kad i§ kauly ¢iulpy CD138 lasteliy nustac¢ius IGH persitvarkymus, kurie
randami ne visais atvejais, panaSius persitvarkymus galima aptikti atliekant
DNR sekoskaitg beveik visuose DM pacienty kraujo méginiuose. Tai atitikty
CPL tyrimus, taciau turi mazesnj jautruma ir taikymo galimybes. Véliau
autoriai validavo rezultatus naudodami tékmés -citometrijg. 2017 m.
Chakraborty (132) pademonstravo, kad CPL neaptikimas diagnozés metu ir
prie§ KKLT reiské daug geresne prognoze, nei aptikimas vienu ar abiem §iais
laikotarpiais. Tyrimas buvo atliktas naudojant 6 spalvy metodikg ir surinktas
tik 150 000 lgsteliy, taigi jautrumas buvo mazas, ta¢iau to pakako statistiskai
reik§mingam skirtumui pasiekti. 2017 m. Li (133) atliko metaanalize, kurioje
lygino CPL prognosting reik§mg. CPL aptikimas turéjo bloga prognosting
reik§me i§gyvenamumui ir [émé ankstyva progresavima — tai parodé tyrimai,
atlikti ir nustatant diagnoze, ir ligos recidyvo laikotarpiu ar atliekant KKLT.
Taip pat aprasyta CPL sasaja su blogesne rizikos prognoze diagnozés metu.
duomenys. 2018 m. Cowan ir kt. (134) tyré CPL aptikima atliekant autologine
KKLT. Rasta patikima koreliacija su ligos progresavimu, bet ne su
iSgyvenamumu. Kontroliuojant Kitus veiksnius (atmetant palaikomaja
terapijg, didelés rizikos citogenetikg, ISS stadijg diagnozés metu), CPL
aptikimas buvo patikimas ankstyvo recidyvo ar mirties rodiklis. 2018 m.
Foulk ir kt. (135) charakterizavo CPL subpopuliacijas, aptinkamas nustacius
infiltracijos rodikliais, taip pat su standartiniu rizikos vertinimu (1SS stadija).
CPL buvo aptikti ~98 % naujai diagnozuotos DM NDMM atvejy. Pasiekus
remisija, CPL kiekiai sumazgéjo, taciau riba tarp geresniy ir blogesniy baig¢iy
buvo 100 CPL/4 ml kraujo (0,025/ul). Esant RDM, didesnés rizikos pacientai
turéjo didesnius kiekius CPL, kaip ir pacientai, kuriems liga progresavo. 2018
m. Sanoja-Flores ir kt. (136) pateiké duomenis apie CPL kiekiuspacientams,
kuriems naujai diagnozuota DM. CPL buvo aptikti visiems DM ir RDM
pacientams, taciau tik pusei NRMG ir penktadaliui solitarinés plazmacitomos
pacienty. Didesni CPL kiekiai buvo susieti su didesne KC infiltracija ir
blogesniais prognostiniais duomenimis, taip pat su greitesniu progresavimu i$
NRMG i DM ir mazesniu DM pacienty iSgyvenimu. Taip pat nustatyta, kad
CPL fenotipas pasizymi mazesne CD38, CD138, CD81, CD56 ir CD27
ekspresija. Sie Zymenys buvo siejami su maZiau brandZiomis Igstelémis,
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taciau dalis jy turi sgsaja su adhezija kauly ¢iulpuose. CPL lygmuo, leidZiantis
diferencijuoti RRMG ir DM, buvo nustatytas 0,058 CPL/pl.

2020 m. Gonsalves ir kt. (137) apras¢, kaip CPL pagerina R-ISS rizikos
klasifikacija — turintys >5 CPL/ul buvo i$skirti ir analizuojant turéjo blogesnes
baigtis, nei kiti R-ISS 1 ir 1l stadijos pacientai. Didesnis CPL kiekis taip pat
buvo siejamas su didelés rizikos citogenetiniais veiksniais, didesne
proliferacija ir kauly ¢iulpy infiltracija, didesniais LDH kiekiais kraujyje.
2021 m. Cheng ir kt. (17) nustaté, koks CPL kiekis diagnozés metu nurodo
didesnj navikiniy Iasteliy kiekj KC ir blogesnes baigtis — 0,038 %. Sis rodiklis
gali bati naudojamas kaip nepriklausomas iSgyvenamuma ir ligos
progresavima lemiantis veiksnys. Buvo sukurtas modelis, kuriame pagal CPL,
LDH ir kreatinino kiekius isskirtos didelés ir standartinés rizikos grupés. Buvo
atlikta nuspéjamoji statistika, kuri gerai koreliavo su stebétomis pacienty
baigtimis — 1 ir 2 mety iSgyvenamumu ir ligos progresavimu. 2021 m.
Janjetovic ir kt. (138) tyré pacientus, kuriems rasta ekstrameduliniy (i$ kauly
Ciulpy i8¢jusiy) piktybiniy lasteliy, esant toliau pazengusiai DM formai, ir
rado ne tik genetiniy, bet ir baltymy ekspresijos skirtumy, palyginti su DM be
ekstrameduliniy formy. Esant ekstrameduliniam plitimui rasta didesné CD44
ekspresija, taCiau esant ne pirminei ar vienintelei ekstramedulinei
plazmacitomai — tikétina, kad Sio baltymo ekspresija didina piktybiniy PL
plitimg j ekstrameduling terpe, taCiau ne pirminj naviko formavimasi uz kauly
Ciulpy riby. Dazniausia citogenetiné aberacija esant pirminei ekstramedulinei
plazmacitomai buvo 1g21 amplifikacija, kitos aberacijos buvo aptiktos retai.
2020 m. Peng ir kt. (139) aprasé 12 geny rinkiniy, kurie buvo siejami su
lasteliy adhezija ir kuriy ekspresija buvo daZniau aptinkama esant DM. Dalis
geny buvo koduojantys integrinus, pvz. CD11b ir CD18, taciau su kliniskai
reikSmingais pokyciais siejami LAMBI1 ir ITGA9 néra tiriami tékmés
citometrijos metodu jprastinéje praktikoje. Didesné integriny ekspresija esant
neplintanciai (mazai CPL turin¢iai) DM yra suprantamas reiskinys.

57



3. TYRIMU METODIKA
3.1. Piktybiniy plazminiy lgsteliy imunofenotipavimas

PL imunofenotipavimui buvo naudojamas 8 spalvy (10 parametry) tékmés
citometras BD FACSCanto Il (BD Biosciences, San Jose, CA, JAV), gebantis
matuoti signalus fluorescencijos aptikimo kanaluose V450, Pacific Orange,
FITC, PE, PerCP-Cy5.5, APC, Pe-Cy7 ir APC-H7, taip pat FSC ir SSC
parametrus. Kauly ¢iulpy ir periferinio kraujo méginiai buvo ruoSiami taikant
pavirSinio dazymo metodika, pirmame etape lizuojant méginj, toliau
inkubuojant su fluorochromais, galiausiai plaunant lasteles fosfato buferiniu
druskos tirpalu, norint pasalinti nekonjuguotus reagentus ir paSalines
medZiagas. Lizés biidu pasalinami branduolio neturintys eritrocitai, siekiant
tirti tik branduolj turinCias lgsteles (kariocitus). Inkubuojant Igstelés
padengiamos fluorochromais, kuriuose konjuguotas antikiinas prie$ tiriama
lastelinj antigeng ir $viesos spindulius sugeriantis bei skirtingo bango ilgio
$viesg skleidziantis fluoroforas.

PL atpazinti buvo naudojami pavirSiaus zymenys CD38, CD138 ir CD45.
Piktybinés PL ir normalios PL buvo identifikuojamos pagal biidinga Zymeny
raiSka. Piktybinés PL jprastai turi blankesn¢ CD38, CD45, CD27, CD81
ekspresija, aberantiSkai ekspresuoja CDI117, taip pat turi tik vienos i§
citoplazminiy lengvyjy grandziy (kappa ir lambda) ekspresija. Kadangi galimi
skirtingi $iy Zymeny ekspresijos variantai, buvo naudojamas pakopinis Iasteliy
populiacijy apibrézimas remiantis keliy Zymeny deriniais (pvz. CD38+bl ir
CD45-, CD81-ir CD117+, CD27+bl ir CD45-).

Paruos$ti méginiai buvo analizuojami tékmés citometru, 0 tyrimo
duomenys jrasyti j standartinj FCS faila. Sie duomenys véliau isanalizuoti BD
FACSDiva (BD Biosciences, San Jose, CA, JAV) programine jranga, analizés
metu identifikuotos plazminés lastelés ir jy antigeny ekspresija —
imunofenotipas. Statistiskai iSmatuota teigiama pavirSiaus antigeny ekspresija
procentais ir vidutinis kiekvieno fluorochromo S$vytéjimo intensyvumas
(MFI), taip pat lasteliy procentinis kiekis kauly ¢iulpuose.

3.2. Adhezijos imunofenotipo matavimas

Adhezijos molekulés yra lgstelés pavirsiuje aptinkami antigenai, siejami su
lasteliy tvirtinimusi prie jungiamojo audinio. PL atveju tai uztikrina lgsteliy
tvirtinimasi prie KC stromos. Sios tyrimo dalies paskirtis buvo nustatyti, kokie
adhezijos zymeny ekspresijos poky¢iai nulemia CPL formavimasi. Seniau
aprasyta, kad adhezijos molekulés yra svarbios PL tvirtinimuisi KC stromoje
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(140), taciau néra zinomi tikslis mechanizmai, lemiantys tai, kad PL palieka
KC. Piktybinés PL gali biiti aptinkamos ir KC, ir PK, ta¢iau PK aptinkamos
ne visiems pacientams, vis délto tai gali keistis ligos eigoje. Atliekant MLL
tyrimus i§ KC, imunofenotipo analizé taikoma siekiant atskirti piktybines PL
nuo normaliy, KC aptinkamy PL. Taciau piktybiniy PL imunofenotipas gali
suteikti papildomos informacijos, ypa¢ svarbios vertinant ligos eiga ir
progresa. AprasSyta, kad esant tokioms bukléms, kaip plazminiy lasteliy
leukemija, PK aptinkamas gausus piktybiniy PL kiekis turi specifinius
imunofenotipo pokyc¢ius, biitent sumazéjusia adhezijos molekuliy raiska (11).
Taigi pagrindinis tikslas buvo i§matuoti adhezijos molekuliy raiska ir KC, ir
PK dviem pacienty grupéms — turintiems PK CPL ir neturintiems, taip pat kaip
adhezijos molekuliy raiskos kontroling grupe naudojant sveiky donory KC
PL.

3.2.1. Adhezijos imunofenotipo tiriamyjy grupé

I tyrimg buvo jtraukti suauge (vyresni kaip 18 mety) pacientai, sergantys
recidyvine ir (ar) refrakterine DM, kai diagnozé nustatyta pagal EBMT
kriterijus — po gydymo daugiau nei vienu ankstesniu terapijos metodu turintys
>5 % piktybiniy PL KC aspirate. Kontroliné grupé buvo sveiki donorai,
kuriems atlikta KC aspiracija dél medicininiy prieZaséiy (hematopoetiniy
kamieniniy lasteliy donorai), kurie davé sutikimag dalyvauti tyrime.
Nejtraukimo kriterijai buvo $ie: nustatyta solitariné plazmacitoma, plazminiy
lasteliy leukemija ir Kitos piktybinés vézinés ligos. Visi pacientai buvo
gydomi VUL SK nuo 2013 m. kovo mén. iki 2015 m. spalio mén. Kauly
Ciulpy ir periferinio kraujo méginiai buvo gauti rutininio i$tyrimo badu, gavus
informuoto paciento sutikimg dalyvauti tyrime. | tyrimg buvo jtraukt 41
RRDM sergantys pacientai ir 14 sveiky donory.

3.2.2. Méginiy paruosimas adhezijos molekuléms nustatyti

Kauly ¢iulpy aspiracijos méginiai buvo surinkti j K2-EDTA Vacutainer
mégintuvélius (BD, Plymouth, JK). Visi méginiai buvo ruosiami naudojant
viso kraujo lizavimo metoda, sickiant kuo artimesnio lgsteliy populiacijy
santykio, lyginant su pirminiu méginiu. Buvo naudojamas ir jprastinis
pavirSinis dazymo metodas, ir citoplazminis imunoglobulino lengvyjy
grandziy dazymas naudojant BD Cytofix/Cytoperm™ (BD Biosciences, San
Jose, CA, JAV) lasteliy permeabilizacijos tirpala. Periferinio kraujo ir KC
aspiracijos méginiai buvo dazomi keturiais deriniais, turin¢iais $iuos su
antiktinais konjuguotus fluorochromus:
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1. CD45-V450/CD138-Pacific Orange/CD38-FITC/CD168-PE/
CD19-PerCP-Cy5.5/kappa-APC/CD56-Pe-Cy7/lambda-APC-H7;
2. CD45-Vv450/CD138-Pacific Orange/CD19-FITC/CD49e-PE/
CD49d-PerCP-Cy5.5/CD44-APC/CD56-Pe-Cy7/CD38-APC-H7,;
3. CD45-Vv450/CD138-Pacific Orange/CD58-FITC/CD18-PE/
CD19-PerCP-Cy5.5/CD11a-APC/CD56-Pe-Cy7/CD38-APC-H7;
4. CD45-Vv450/CD138-Pacific Orange/CD19-FITC/CD184-PE/
CD34-PerCP-Cy5.5/CD117-APC/CD56-Pe-Cy7/CD38-APC-H7.

Meéginiai buvo analizuojami FACSCanto Il tékmés citometru, naudojant
FACSDiva (v. 6.1.3) analizés programg (BD Biosciences, San Jose, JAV).
Piktybinés PL buvo identifikuotos ir atskirtos nuo kity KC lasteliy imant
placias apibrézimo sritis, kad i jas patekty kuo daugiau piktybiniy PL,
leidziant jtraukti lasteles, kuriose matoma blankesné CD38, CD45 ir (ar)
CD138 ekspresija. Taip pat buvo atmesti limfocitai, sulipusios lastelés ir kitos
lastelinés Siukslés, naudojant priekinés (FSC) ir Soninés (SSC) sklaidos
parametrus, taip pat CD45 ekspresija. Buvo taikomas modifikuotas European
Myeloma Net metodas, kuriam biitini maziausiai septyni apibrézimo kriterijai
(CD38, CD138, CD45, CD19, CD56 ekspresija, FSC ir SSC savybés) tame
padiame mégintuvélyje. Siam metodui reikalinga a$tuoniy spalvy
daugiaparametré tékmés citometrijos metodika.

Piktybinés PL ir CPL buvo atskiriamos nuo jprasty PL pagal sumazéjusig
CD38 ir CD45 ekspresija, lengvyjy grandziy restrikcija, CD19 neigiama
ekspresija ir (ar) CD56 teigiama ekspresijg. Maziausia populiacija, kurig buvo
galima identifikuoti kaip piktybines PL, buvo 100 i§ 1 000 000 Iasteliy, taigi
tyrimo jautrumas buvo ~0,01 %.

Adhezijos molekuliy (CDI11a, CD18, CD44, CD49d, CD49e, CDSS,
CD168, CD184) ekspresija buvo vertinama sveiky donory KC normaliose PL,
DM pacienty KC piktybinése PL ir periferinio kraujo CPL. Ekspresijai vertinti
buvo naudojamas pakopinio apibrézimo metodas.

3.3. Piktybiniy plazminiy lgsteliy diagnostinio imunofenotipo nustatymas

Sios tyrimo dalies tikslas buvo nustatyti piktybiniy PL imunofenotipo
ypatumus, budingus esant didelés rizikos DM diagnozei, kurig apibrézia
specifinés chromosomines aberacijos (141). Lyginant piktybiniy PL
imunofenotipo skirtumus aptinkant ir neaptikus S$iy aberacijy, biity
charakterizuojamas didesnés rizikos piktybiniy PL imunofentotipas.
Piktybinése PL aptinkamos jvairios chromosominés aberacijos, dalis jy
siejamos su didesnés rizikos liga ir yra placiai naudojamos tokiose rizikos
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apskaic¢iavimo sistemose, kaip R-ISS ir m-SMART. Galutinis Siy
chromosominiy ir genetiniy pokyc¢iy rezultatas yra pakitusi baltymy
ekspresija, kurig galima iSmatuoti tékmés citometrijos metodu. Kadangi DM
MLL tyrimuose matuojama biitent ty baltymy pakitusi ekspresija, kuri leidzia
piktybines lasteles atskirti nuo normaliy, taikomas Zymeny rinkinys, palankus
ieskant $iy pakitimy (142).

3.3.1. Tékmeés citometrijos metodu nustatant diagnoze tirty pacienty grupé

Buvo perzitréti duomenys ty pacienty, kuriems 2019-2020 m. VUL SK
buvo diagnozuota DM. Buvo atrinkti 73 pacientai, kuriems piktybiniy PL
iStyrimas atliktas pagal EuroFlow grupés reikalavimus, naudojant naujos
kartos tékmés citometrijos rinkinj DM MLL tyrimams Multiple Myeloma
Minimal Residual Disease (Cytognos, Salamanca, Ispanija). Pacientams taip
pat turéjo buti atliktas SNP mikrogardelés molekulinis kariotipavimas ir FISH
analizé dél chromosominiy aberacijy. Itraukimo Kriterijai buvo Sie: suauge
pacientai (18 mety ar vyresni); DM diagnozuota pagal IMWG Kkriterijus;
nenustatyta plazminiy lasteliy leukemija; netaikomas gydymas nuo kity
piktybiniy véziniy ligy.

Visi klinikiniai ir laboratoriniai duomenys buvo gauti i$§ elektroninés ligos
istorijos ir pries atliekant statisting analize nuasmeninti VUL SK priimta
tvarka. Durie-Salmon rizika, ISS, R-ISS stadija, m-SMART rizika buvo
apskaiciuota pagal duomenis, pricinamus diagnozés metu. Geny raiSkos
profiliavimo (GEP) tyrimas nebuvo prieinamas m-SMART Kklasifikacijai.
Imunohistochemiskai piktybinése PL nustatytas didelis Ki-67 aktyuvumas
(>10 %) buvo naudojamas vietoje padidéjusios piktybiniy PL S fazés
(paminétos m-SMART kriterijuose), kadangi gali biti pakaitinis daug
aktyvesnio lasteliy dalijimosi zymuo (143).

3.3.2. Diagnostinio imunofenotipo matavimo metodika

Visiems pacientams buvo atlikta TC analizé i§ kauly Ciulpy aspiraty,
naudojant EuroFlow méginiy paruo$imo, reagenty parinkimo ir tékmés
citometro nustatymy parinkimo protokolus. Méginiai buvo dazomi naudojant
MM-MRD rinkinj (Cytognos, Salamanca) ir praleisti BD FACSCanto Il
téekmés citometru. Duomenys buvo analizuojami naudojant FACSDiva v9.0.

Visos PL, jskaitant piktybines PL ir jprastas PL, buvo atskirtos nuo kity
gyvybingy lasteliy, kuo plac¢iau bréziant regionus, kad buty apimtos CD38,
CD45 ir CD138 blankiai ekspresuojancios Igstelés. Limfocitai, sulipusios
lastelés ir lastelinés Siukslés buvo atmestos remiantis FSC ir SSC parametrais,
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CD45 ekspresija. Piktybinés PL ir jprastos PL buvo atskirtos remiantis
dvimatémis diagramomis su Zymenimis, kuriy ekspresijos skirtumai biidingi
piktybinéms PL, — CD27, CD81, CD117, CD19, CD45, CD56.

Buvo i$matuotas visy naudoty Zymeny ekspresijos procentas piktybinése
PL, taip pat ekspresijos intensyvumas pagal MFI. Taip pat buvo apibréZtos
kitos lasteliy populiacijos — NK/T limfocitai (CD56+, SSC-Zzema,
CD45+ryski), B limfocitai (CD19+, SSC-Zema, CD45+ryski, CD138-),
CD27+ atminties limfocity subpopuliacijos. Aptikimo riba visoms
populiacijoms buvo 20 lasteliy. Tikslus ekspresijos procentas buvo
apskaicCiuotas visiems Zymenims, iSskyrus CD38 ir CD138, kuriy ekspresija
buvo vertinama kaip teigiama 100 % PL.

CD138+ plazmings lastelés buvo atrinktos naudojant magnetines daleles
prie§ SNP mikrogardelés molekulinj kariotipavima. Visi atvejai buvo tirti
atliekant Infinium HD viso genomo genotipavimo tyrima, taikant
HumanCytoSNP-12 BeadChip (Illumine Inc, San Diego, CA), kuris padengia
visg genoma vidutiniu 9,6 kilobaziy atstumu ir leidzia viduting 31 kb raiska.
Meéginiai buvo paruosti ir tyrimai atlikti naudojant jprasta protokola, pateikta
gamintojo. Genotipai buvo jvardyti GenomeStudio GT modulio v 1.7
(Mumina Inc) ir toliau analizuoti QuantiSNP versija 1.1(144) ir KaryoStudio
versija 1.0.3 (Illumina Inc). Konstituciniai kopijy skaiciaus polimorfizmai
buvo nejtraukti remiantis palyginimu su genomo varianty duomeny baze
(angl. Database of Genomic Variants).

3.4. Minimalios liekamosios ligos imunofenotipo analizés harmonizacija

Sios tyrimo dalies tikslas buvo priimti harmonizuota MLL tyrimo analizés
algoritma, kuriuo analizuodami duomenis vadovautysi specialistai ir gauty
panasius tyrimo rezultatus. VUL SK tékmés citometrijos padalinys prisijungé
prie mokslininky grupés, kuri sieké palyginti naudojamus analizés algoritmus
ir priimti bendrg algoritma. Siekéme jvertinti kiek tai mazina skirtumus tarp
laboratorijy vertinant tiek MLL kiekj, tiek su KC aspirato kokybe siejamas
lasteliy populiacijas. Tyrime dalyvavo septyniolika tyrimy centry, esanciy
JAV, Europoje, Azijoje ir Australijoje, kuriuose atlieckami DM MLL tyrimai.
Duomenys analizei buvo surinkti i§ méginiy, paruosty ir surinkty vienoje
laboratorijoje, vadovaujantis ta pa¢ia metodika, taigi vienintelis skirtumas tarp
rezultaty biity nulemtas analizés strategijos skirtumy. Kiekviename etape visi
dalyviai aptaré rezultatus, ir sitilé algoritmo zingsius, véliau priémé bendra,
visiems priimting analizés strategijg. Vélesniuose tyrimo etapuose tyréjai i$
naujo analizavo ankstesnius ir naujus duomeny rinkinius bei jvertino, ar
naudota bendra analizés strategija pagerino rezultaty tapatuma.
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3.4.1. Dauginés mielomos minimalios liekamosios ligos analizés
harmonizacijos etapai

Pirmame etape buvo analizuojami duomeny failai, gauti i§ dviejy
mégintuvéliy, kuriy kiekvienas turéjo astuoniy fluorochromy kombinacija. Sis
rinkinys yra patvirtintas ir validuotas ICCS ir ESCCA darbo grupiy.
Analizuodami failus taikéme savo laboratorijoje priimtg analizés strategija,
naudodami Infinicyt v2.0 programing jrangg. Taciau dél geresniy pakopiniy
lasteliy apibrézimo galimybiy, taip pat pritaikomumo faily formatui, galuting
analiz¢ atlikome taikydami Kaluza (Beckman Coulter Life Sciences,
Indianapolis, JAV) programing jrangg.

Analizés metu VUL SK tékmés citometrijos padalinyje apskai¢iavome ir j
rezultaty lentele jraSéme S$iuos duomenis: ,bendras Igsteliy kiekis®,
»normalios PL*, ,aberantinés PL*, , MLL procentas®, ,.,tyrimo aptikimo riba®,
,kiekybinio nustatymo riba“. Taip pat reikéjo apskaiiuoti kity KC aspiratui
btdingy populiacijy kiekius: mastocity, hematogony (B limfocity pirmtaky),
mieloidiniy ir eritroidiniy pirmtaky. Taip pat turéjome nuspresti, ar méginyje
yra aptinkama MLL, ar neaptinkama MLL, ar MLL aptikimo negalima
jvertinti. Jvertinome KC méginio kokybe, remdamiesi KC badingy
kraujodaros lasteliy kiekiais. Po pirmo etapo rezultatai buvo surinkti ir
apibendrinti bendroje visy dalyviy rezultaty lenteléje. Jvertinome savo gautus
MLL rezultatus, palyginome su kity tyrimy centry rezultatais. Susirinkime
aptaréeme bendrai priimto analizés algoritmo pirminis variantas. Sis pirminis
variantas véliau buvo koreguojamas remiantis papildomo, po susirinkimo
visoms laboratorijoms i$siysto klausimyno atsakymais.

Antrame etape i$ naujo jvertinome FCS failus, gautus pirmo etapo metu,
taciau naudodami pirminj bendros analizés strategijos variantg. Perzitiréjus
antro etapo rezultatus, pirminé sutarimo analizés strategija buvo atnaujinta.
Treciame etape buvo analizuojama 10 naujy FCS faily. Trecio etapo tikslas
buvo patikrinti, ar galutiné bendra analizés strategija pagerina rezultaty
pakartojima tarp tyréjy, jiems analizuojant vienodus duomenis.

3.5. Statistiné duomeny analizé

Visos tirtose lasteliy populiacijose iSmatuota teigiama pavirSiaus ar
citoplazmos antigeny ekspresija procentais ir vidutiné kiekvieno Zymens
ekspresija pagal MFI, taip pat lgsteliy procentinis dalis i§ visy lgsteliy. Visi
tirti kintamieji patikrinti dél normalaus pasiskirstymo naudojant Shapiro-Wilk
testg. Kai kintamyjy, tokiy kaip teigiamos zymeny ekspresijos procento ir
MFI, pasiskirstymas nebuvo normalus, buvo naudojami neparametriniai testai
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— Mann-Whitney U arba Wilcoxon testas grupése su dviem kategorijomis ir
Kruskal-Wallis testas grupéms su daugiau nei dviem kategorijomis. Nustatant
geriausiai CPL aptikima nuspé¢jancius adhezijos Zymenis, buvo pritaikytas
logistinés regresijos modelis, taikant Wald chi kvadratg atrasti nustatomi
geriausiai modeliui tinkantys zymenys. Norint nustatyti §iy Zymeny jautruma
ir specifiSkumg, konstruota ROC kreivé. Lyginant bendrg iSgyvenamuma
buvo taikomos Kaplan-Meier log rank testas. StatistiSkai pasirinktas
patikimumas p<0,05.

Lyginant MLL rezultatus tarp skirtingy laboratorijy, pagrindinis statistinis
matmuo siekiant lyginti skirtumus tarp laboratorijy buvo variacijos
koeficientas — CV (angl. coefficient of variation). CV procentas buvo
apskaiciuotas padalinus standartinj nuokrypj — SD (angl. standard deviation)
i§ rezultaty vidurkio ir padauginus i§ Simto procenty. Visi rezultatai, Kurie
buvo nutol¢ daugiau nei 2 SD nuo vidurkio, buvo vertinami kaip i$skirtys ir
pasalinti 1§ analizés. Vertinant mastocity, hematogony, piktybiniy PL,
eritroidiniy ir mieloidiniy pirmtaky naudojima apibréziant KC aspirato
kokybe, buvo apskaiciuotas plotas po ROC.
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4. TYRIMU REZULTATAI

4.1. Piktybiniy plazminiy lgsteliy adhezijos imunofenotipo vertinimas
recidyvinés ir (ar) refrakterinés dauginés mielomos pacientams

4.1.1.Tiriamyjy grupés apibiidinimas

I tyrima buvo jtrauktas 41 RRDM sergantis pacientas (3 lentelé) ir
14 sveiky donory. Donory amzius buvo 26,5 mety, tarp jy buvo 13 motery ir
1 vyras. RRDM pacienty vidutinis amzius buvo 72 metai (55-81 m.), i$ jy 22
moterys ir 19 vyry. Donory amziaus vidurkis buvo didesnis, nei pacienty,
tatiau sveiky donory KC aspirato paskirtis buvo jvertinti normaliy PL, jprastai
aptinkamy KC, adhezijos imunofenotipg sveikoje populiacijoje,
nepriklausomai nuo amziaus.

3 lentelé. Adhezijos imunofenotipo tyrimo pacienty duomenys

Parametras CPL+ grupés CPL- grupés p-verté
mediana (ribos) mediana (ribos) (Mann—

Whitney
U testas)

Grupés dydis 30 11

Amzius 71 (55-81) 72 (68-81) 0,156

HgB (g/1) 99 (70-137) 109 (86-136) 0,204

Trombocity sk. 135 (58-226) 199 (113-261) 0,010

(<20°M)

Serumo baltymai 87,4 (61,8-126,2) | 80,6 (63,2-104,4) | 0,495
(9/)

Albuminas (g/1) 39,5 (22,7-57,8) | 34,9 (27,9-58,9) | 0,571

M baltymas (g/l) 32,6 (1,44-66,5) 21,9 (4,73-49) 0,824

Kreatininas (umol/l) | 87 (57-393) 77 (61-157) 0,717

B2 mikroglobulinas | 5,2 (2,33-23,1) 5,8 (2,5-14,3) 0,805
(mg/l)

Ca2+ (mmol/l) 1,25 (1,04-1,78) | 1,15(1,08-1,43) | 0,329
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KC PL 27,5 (5,5-79) 16 (1-61) 0,116
(mikroskopija) (%)

LDH (U 207 (103-1796) 185 (123-291) 0,717
Taikytos terapijos 2 (1-7) 3(1-4) 0,717
kursy skaicius

KKLT 19/30 3/11

Gydymas 22/30 3/11

proteosomy

inhibitoriais

Gydymas 20/30 11/11
imunomoduliatoriais

PL — plazminés lastelés, CPL — cirkuliuojancios PL, CPL+ - pacientai su
aptinkamomis CPL, CPL- - pacientai be aptinkamy plazminiy lasteliy. KC —
kauly ¢iulpai. KKLT — kamieniniy kraujodaros lasteliy transplantacija.

Kadangi jvertintas visy DM pacienty PK, buvo iSskirta grupé pacienty,
kuriems aptikta CPL. Tuomet buvo jvertintas CPL adhezijos imunofenotipas.
Vidutinis CPL kiekis buvo 0,79 (SD =+ 1,309), o mediana 0,1505 (Q1 0.024;
Q30,901). CPL procenty ribos buvo 0,0069 % — 4,71 %.

Dalis zymeny, kurie buvo naudojami piktybinéms PL aptikti (CD38,
CD138 ir CD56), taip pat turi vaidmenj lasteliy adhezijoje, todél buvo
analizuojami kartu su adhezijos molekulémis.

4.1.2. Recidyvinés ir (ar) refrakterinés dauginés mielomos pacienty grupiy
adhezijos imunofenotipo skirtumai aptinkant ir neaptinkant
cirkuliuojanéiy plazminiy lasteliy

Tyrime buvo palygintos dvi pacienty grupés — su aptinkamomis CPL
(CPL+) ir neaptinkamomis CPL (CPL-) (4 lentelé). Lyginti jy KC piktybiniy
PL adhezijos imunofenotipai. Pastebéjome, kad CPL+ ir CPL- RRDM
pacienty KC piktybinés PL turéjo labai skirtinga adhezijos Zzymeny ekspresija.
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4 lentelé. Adhezijos Zymeny ekspresijos palyginimai tarp skirtingy piktybiniy PL populiacijy

Lyginamos PL populiacijos Adhezijos Ekspresija procentais | Wilcoxon Ekspresija MFI Wilcoxon
Zymuo Mediana p reik§mé Vidurkis p reik§mé
CD49ad 100 vs 100 0,5820 | 45322 vs 24645 0,0284
CD49%e 12vs9 0,0464 | 814 vs 328 0,0800
CPL- ir CPL+ pacienty KC piktybinés PL | CD38 100 vs 100 1,0000 | 21025 vs 16040 0,1154
CD138 100 vs 100 1,0000 | 4237 vs 2247 0,0140
CD56 100 vs 100 0,1007 | 54182 vs 21139 0,0152
CD49d 100 vs 100 0,4428 | 30192 vs 58090 0,0001
CD49%e 10 vs 23 0,0155 | 458 vs 575 0,0312
Piktybinés PL vs sveiky donory PL CD38 100 vs 100 1,0000 | 17377 vs 62912 0,0001
CD138 100 vs 100 1,0000 | 2781 vs 2517 0,9154
CD168 32vs 8 0,1700 | 1468 vs 466 0,0017
CDh49ad 100 vs 100 0,9360 | 45322 vs 58090 0,1490
CPL- pacienty KC piktybinés PL vs CD49% 12 vs 23 0,4030 | 814 vs 575 0,8510
sveiky donory PL CD38 100 vs 100 1,0000 | 21025 vs 62912 0,0001
CD138 100 vs 100 1,0000 | 4237 vs 2517 0,0850
CD49d 100 vs 98 0,0003 | 24645 vs 19662 0,0083
. .. . CD58 100 vs 96 0,0021 | 1332 vs 819 0,0001
CPL* pacienty KC piktybinés PL vs CPL. " 5h3g 100 vs 100 1,0000 | 16040 vs 12875 0,1413
CD138 100 vs 100 1,0000 | 2247 vs 1480 0,0022
CD49ad 100 vs 98 0,0001 | 30192 vs 19662 0,0010
CD49%e 10vs 3 0,0005 | 458 vs 170 0,0001
- . .. CD38 100 vs 100 1,0000 | 17377 vs 12875 0,0282
KC piktybinés PL vs PK CPL CD138 100 vs 100 1,0000 | 2781 vs 1480 0,0001
CD56 100 vs 100 0,4135 | 30004 vs 12826 0,0184
CD168 8vs3 0,0500 | 466 vs 327 0,3500

PL — plazminés lastelés, CPL — cirkuliuojan¢ios PL, KC — klauly &iulpai. PK — periferinis kraujas. CPL+ - pacientai su aptinkamomis CPL, CPL-
- pacientai be aptinkamy CPL.
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CPL+ KC piktybinés PL turéjo daug mazesne vidutine ekspresija pagal
MFI $iy adhezijos molekuliy: CD49d, CD56 ir CD138, palyginti su CPL— KC
piktybinémis PL (3 pav.).

Buvo nustatyta tendencingai mazéjanti adhezijos zymeny ekspresija —
didziausia adhezijos molekuliy ekspresija nustatyta sveiky donory KC PL,
mazesné CPL— RRDM pacienty, dar mazesné CPL+ RRDM KC piktybinése
PL, o pati maziausia buvo aptikta pa¢iose PK tirtose CPL (3 pav.). Didziausi
skirtumai nustatyti lyginant CD38, CD49d ir CD56 adhezijos molekuliy MFI.
Kitus adhezijos Zymenis ekspresavo mazesnis PL procentas, taip pat paciy
molekuliy ekspresija Igstelése buvo silpnesné pagal MFI.

PK CPL turéjo blankesng ekspresija Siy adhezijos molekuliy: CD38,
CD49d ir CD138, palyginti su CPL+ RRDM pacienty KC piktybinémis PL.
CD56 ekspresija buvo maziausia CPL, taciau statistiSkai patikimas skirtumas
buvo pastebimas tik lyginant su CPL— RDMM pacienty KC piktybinémis PL.
CD58 ekspresija taip pat buvo silpnesné CPL nei KC piktybinése PL
(4 lentelé).

Sveiky donory KC PL analizés paskirtis buvo isryskinti piktybiniy PL
adhezijos molekuliy ekspresijos skirtumus nuo normaliy PL. Sveiky donory
KC PL turéjo ryskesne CD38, CD49d, CD49¢ ir CD168 ekspresija pagal MFI
nei abiejy pacienty grupiy piktybiniy PL populiacijos. Taciau lyginant tik
CPL- pacienty KC piktybines PL su sveiky donory PL nepastebéta statistiskai
patikimo CD49e ir CD49d ekspresijos skirtumo — tai galéty reiksti, kad $iy
piktybiniy PL adhezijos imunofenotipas artimesnis normaliam.
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5 lentelé. Didziausio tikétinumo metodas apskaiciuojant, kurie adhezijos
Zymenys geriausiai nuspéja cirkuliuojanciy plazminiy aptikima periferiniame

kraujyje

Zymens  ekspresija Ivertis Standartiné Wald p-reikSmeé

(pgl. vidutinj paklaida Chi kvadratas

Svytéjimo

intensyvuma)
CD45 -0,00008 0,000100 0,5928 0,4413
CD56 -0,00003 0,000014 4,6806 0,0305
CD38 -0,00005 0,000037 2,0278 0,1544
CD138 -0,00071 0,000281 6,3809 0,0115
CD19 -0,00254 0,00171 2,2145 0,1367
CD117 0,000021 0,000063 0,1066 0,7440
CD58 -0,00093 0,000493 3,5818 0,0584
CD49%e -0,00214 0,00118 3,2574 0,0711
CD18 -0,00326 0,00202 2,5985 0,1070
CD184 -0,00074 0,000667 1,2423 0,2650
CD49d -0,00004 0,000018 5,4396 0,0197
CD44 0,0000008 0,000184 0,0000 0,9967
CDl11la -0,00038 0,000826 0,2167 0,6416
CD168 -0,00023 0,000335 0,4694 0,4933

Taip pat buvo atlikta binarinés logistinés regresijos analizé¢ kiekvieno
adhezijos zZymens MFI, nustatyta, kurie i§ jy patikimiausiai nurodo CPL
aptikimo tikétinuma (5 lentelé). Trys Zymenys (CD56, CD138 ir CD49d)
parodé geriausig statistinj patikimumag ir buvo panaudoti ROC kreivés
modelyje (4 pav.). Kiekvienam i§ §iy Zymeny buvo apskai¢iuota ribiné verté,

nurodanti CPL aptikimo tikétinumg, taip pat jautrumas, specifiSkumas ir
skiriamoji geba (6 lentelé¢). Buvo pasiektas patenkinamas modelio bendras
plotas po kreive (AUC=0,8909), parodantis, kad $iy trijy Zymeny ekspresija
gerai tinka CPL aptikimui periferiniame kraujyje nuspéti.
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4 paveikslas. Trijy adhezijos Zzymeny ROC kreivés modelis, nurodantis
tinkamuma nuspéti CPL aptikimg PK

6 lentelé. Trijy adhezijos Zymeny parametrai, parodantys, kaip tiksliai
nuspéja CPL aptikima. Ekspresijos riba MFI. Tyrimo parametrai — jautrumas,
specifiskumas, TPV, NPV klaidingai neigiami, klaidingai teigiami rezultatai
— procentais.

Ekspresija Riba | Jautrumas |gpecifitkumas| TPV | NPV [Klaidingai| Klaidingai
Teigiamas| Neigiamas

CD56 28430 | 66.7 72.7 87.0 44.4 | 13.0 55.6

MFI

CD138 3480 83.3 54.5 83.3 54.5 | 16.7 45.5

MFI

CD49d 41925 | 90.0 45.5 81.8 62.5 | 18.2 37.5

MFI

TPV - teigiama prognostiné verté¢ (TPV), NPV - neigiama prognostiné
verté. MFI — vidutinis $vytéjimo intensyvumas.

Atlikta Spearman rho koreliacijos analizé tarp CPL procentinio kiekio PK
ir CPL iSmatuoty adhezijos molekuliy MFI, taiau nebuvo aptikta statistiskai
patikimos koreliacijos. Ar¢iausiai patikimo rezultato buvo neigiamas rySys
tarp CD49e MFI ir CPL procento — mazéjant CD49¢ ekspresijai, didéja CPL
procentas.
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4.2. Piktybiniy plazminiy lasteliy diagnostinio imunofenotipo sasaja su
rizikos veiksniais

4.2.1. Pacienty apibiidinimas
Buvo atrinkti 73 pacientai, kuriems VUL SK diagnozuota DM (7 lentelé)

ir kurie atitiko jtraukimo j tyrima Kriterijus (DM diagnozé, diagnozés metu
taikytas EuroFlow zymeny panelis ir SNP-a kariotipavimas).

7 lentelé. | tyrima jtraukty pacienty charakteristika. Didelés rizikos
chromosominés aberacijos — 17p delecija, 1q duplikacija, t(4;14), t(14;16),

t(14;20)

Matmuo Pacienty skai¢ius (%)
n=73

Vyrai 30 (41,1 %)
Moterys 43 (58,9 %)
R-ISS | stadija 10 (13,7 %)
R-ISS Il stadija 42 (57,5 %)
R-ISS Il stadija 19 (26,0 %)
m-SMART standartiné rizika 35 (47,9 %)
m-SMART didelé rizika 38 (52,1 %)
Iprastas kariotipas 19 (26,0 %)
Neaptikta didelés rizikos aberacijy 49 (67,1 %)
1 didelés rizikos aberacija 21 (28,8 %)
2 didelés rizikos aberacijos 3(4,1 %)
IgG 36 (49,3 %)
IgA 15 (20,5 %)
Matmuo Vidurkis (ribos)
Amzius 67 (42-84)
ECOG biiklés vertinimas 1(0-4)
HgB (g/1) 110 (67-185)
Kreatininas (umol/l) 92 (38-920)
Beta-2 mikroglobulinas (mg/l) 4,9 (1,38-47,41)
Albuminas (g/l) 40 (15,9-54,7)
LDH (U/) 199 (104-697)
Ca2+ (mmol/l) 1,22 (1,04-2,61)

R-ISS — perzitréta tarptautiné stadijos nustatymo sistema. M-SMART
(mielomos stratifikacijos ir su rizika susijusios terapijos klasifikacija). ECOG
- Ryty bendradarbiavimo onkologijos grupés bendros biiklés vertinimo skalé.

Kadangi pacienty jtraukimas j tyrimg nebuvo i$ anksto numatytas, jy buklé
pagal ECOG ir gretutinés ligos buvo sudétingesnés, nei jprastai jtraukiamy j
planinius DM klinikinius tyrimus.
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4.2.2. Piktybiniy plazminiy lasteliy imunofenotipo ir chromosominiy
aberacijy jtaka iSgyvenamumui

Daugumoje kategorijy nenustatyta iSgyvenamumo skirtumy, tikétina, dél
trumpesnio stebéjimo laiko. Vidutinis laikas iki perziiiros buvo 699 dienos.
ISgyvenamumas buvo 68,5 % visoje grupéje. Didziausig iSgyvenamumg
turintis pogrupis buvo izoliuota HK turintys pacientai (90 %), taciau
statistiSkai patikimo skirtumo lyginant su neizoliuotg HK turinciais pacientais
(60 %) nepastebéta (p>0,05).

Idomus iSgyvenamumo statistinis rySys buvo pastebétas tiriant rySkesng
CD38 ekspresija turin¢ius pacientus (5 pav.). Kadangi dalis pacienty gavo
gydyma pries CD38, jie buvo pasalinti i§ analizés. Taip pat buvo atlikta
koreliacijos analizé tarp CD38 MFI ir kity parametry, taCiau patikima
statistiné koreliacija rasta tik su piktybiniy PL kiekiu ir ISS bei R-ISS
kategorijomis (9 lentelé¢). CD38 ekspresija nebuvo statistiskai patikimai
priklausoma nuo chromosominiy aberacijy (8 lentel¢). Buvo iSskirtos dvi
kategorijos pacienty — tie, kuriy piktybiniy PL CD38 MFI buvo didesnis ir
mazesnis nei 15000. CD38 MFI esant mazesniam nei 15 000, pacienty
bendras isgyvenamumas buvo 58,5 %, o MFI esant didesniam nei 15 000,
bendras iSgyvenamumas buvo 95 %. Kaplan—Meier log rank testas rodé
statistinj patikimuma (p=0,03). Tai reiksty, kad CD38 yra nuo genetikos
nepriklausomas veiksnys, kurios mazesné ekspresija yra statistiSkai susijusi
SuU trumpesniu i§gyvenamumu.

Piktybiniy PL CD38 MFI maziau 15 000
—I1 Piktybiniy PL CD38 MFI daugiau 15 000

Bendras isgyvenamumas

o 200 400 600 200 1000

Laikas (dienos)

5 paveikslas. Pacienty, suskirstyty j grupes atsizvelgiant ] CD38 ekspresija
pagal MFI, didesn;j ar mazesnj nei 15 000, bendro i§gyvenamumo kreivé. MFI
— vidutinis §vytéjimo intensyvumas. PL — plazminés lastelés.
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4.2.3. Piktybiniy plazminiy lasteliy imunofenotipo skirtumai aptikus
skirtingas chromosomy aberacijas

Pacientai buvo suskirstyti pagal aptiktas chromosomy aberacijas ir IGH
geno translokacijas (8 lentelé). 30 pacienty (41 %) turéjo hiperdiploidinj
kariotipg (HK), Kkuris siejamas su standartine ligos rizika. HK turintys
pacientai pasizyméjo labai skirtingu piktybiniy PL imunofenotipu — ryskesne
CD45, CD56, CD117, CD138 ekspresija piktybinése PL, taip pat didesniu
piktybiniy PL procentu KC, nei kiti pacientai (6 pav.). Izoliuotas HK (be kity
chromosominiy aberacijy), prieSingai, turé¢jo mazesnj piktybiniy PL procenta,
taip pat mazesnj piktybiniy ir normaliy PL santykj (pPL/nPL), lyginant su HK,
papildomai turin¢iu kitas chromosomines aberacijas.

| p=,050 | | p=,108 | | p<,001 | p<,001 p=,023 p=,007 p=,034
1 E:;

1m 100000
250000

100000 0

CD45 %
CD45 MFI
CD656 %

CD&6 MFI
CD117 %

CD117 MFI
CD138 MFI

El

Ne-HK  HK
Ne-HK  HK Ne-HK  HK Ne-HK  HK NeHK  HK Ne-HK  HK NeHK  HK

6 paveikslas. Piktybiniy PL zZymeny ekspresijos palyginimas tarp DM
pacienty, kuriems nustatytas hiperdiploidinis Kkariotipas (HK), ir pacienty,
kuriems Sis kariotipas nenustatytas (ne-HK). MFI — vidutinis $vytéjimo
intensyvumas.

Daznai j didelés rizikos kategorija itraukiamos Sios chromosominés
aberacijos: 1q duplikacija, 17p delecija, translokacijos t(4;14), t(14;16).
Sesiolikai pacienty (22 %) buvo aptikta 1q duplikacija, tatiau nebuvo aptikta
su itin didele rizika siejama 1q amplifikacija (>4 kopijy). Pacienty, turin¢iy 1q
duplikacija, piktybinés PL turéjo blankesng CD27, CD117 ekspresija, taip pat
didesnj pPL/nPL santykj, mazesnj nPL procenta (8 lentel¢). AStuoniems
pacientams buvo nustatyta ir 1q duplikacija, ir HK. Lyginant su HK
neturinéiais, ta¢iau 1q duplikacijg turinéiais pacientais, Siai grupei buvo
nustatyta rySkesné CD117 ekspresija ir didesnis CD56+ T/NK limfocity
procentas.
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9 paveikslas. CD117 ekspresijos piktybinése PL palyginimas, nustacius
skirtingas didelés rizikos chromosomines aberacijas — 1q duplikacija, t(4;14)
ir chrl4 delecija . MFI — vidutinis $vytéjimo intensyvumas.
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8 lentelé. Imunofenotipo, lgsteliy procenty palyginimas pagal chromosomines aberacijas pacienty grupése.

HK HK 1q Neaptikta 1q t(4;14) 14 chri4 . . 1p delecijos
- - I I t(4;14) . chromosomos | monosomijos | 1p delecija .
(neizoliuotas) | (izoliuotas) duplikacija 16 | duplikacijos 7 (10 %) neaptikta monosomija neaptikta 9 (12 %) neaptikta
0, 0, 0, 0, 0 0, 0 0,

20 (27 %) 10 (14 %) (22 %) 57 (78 %) 66 (90 %) 8 (11 %) 65 (89 %) 64 (88 %)
CD27 % 64 82 62 7 56 77 69,5 74 43*| 78*%1
CD27 MFI 1313 2523 1118*| 2532%1 1123 2442 2624 2323 1123*| 2619%1
CD38 MFI 11146 13033 10679 12594 12006 11848 10726 12006 10965 11945
CD45 % 48,5 62,5 32 42 30 41 315 415 42 40,5
CD45 MFI 1162 1524 1089 900 1089 908 865 919 916 911
CD56 % 100 100 100 98 100 97 95 99 100 97,5
CD56 MFI 19210 21590 11271 9452 11645 8885 6634 11314 11271 9966
CD117 % 31 61 2% 20%1 1%] 21%1 1% 19%1 4 21
CD117 MFI 929 1494 326%] 657*1 225 649 215%| 632%1 408 649
CD138 MFI 45732 47978 39489 38436 31296 39003 34173 39321 37720 39338
Piktybiniy PL % KC 16,71 4,1%] 7.3 8,4 6,1 7,0 21,8%1 7,2%] 20,5%1 6,0%]

. 0,012*
Normaliy PL % KC 0,026 0,068*1 0,013*] 0,033*1 0,012%] 0,033*1 0,012 0,031 . 0,035%1
. 1938,6

pPL/nPL santykis 538,2%1 71,3%] 566,3*1 168,5%| 317,0 189,0 1145,7%1 168,5%) | N 157,7%|
CD56+ T/NK lasteliy % 29,9%1 21,4%| 25,3 24,6 26,3 24,6 26,8 24,5 32,9%1 24,3%|
CD27+ T limfocity % 40% | 47*%1 41 44 41,3 43,9 43,7 43,8 41,3 44,1
B limfocity % 6,8 11,7 6,8 9,4 11,4 8,6 4,7*%| 9,4*1 5,6 9,1
E:;I)Z mikroglobulinas 6,4%1 3,3+ 58 45 57 47 74 4,9 14,3%1 4,1%]
Hemoglobinas (g/1) 97,5%| 123*1 96,5%| 115%1 97*| 113*1 100,5 110 98| 113*7

MFI — vidutinis $vytéjimo intensyvumas, HK — hiperdiploidinis kariotipas, PL — plazminés lastelés. pPL — piktybinés PL, nPL —
normalios PL, KC — kauly &iulpai.
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9 lentelé. Imunofenotipo, lasteliy procenty ir laboratoriniy rodikliy palyginimas skirtingose pagal chromosomines aberacijas

pacienty grupése

m-SMART m-SMART R-ISS stadija ISS stadija

didelé rizika standartiné risk 1 1 11 | 1 11

35 (48 %) 38 (52 %) 10 (14 %) 42 (58 %) 19 (26 %) 25 (34 %) 16 (22 %) 30 (41 %)
CD27 % 64| 85%1 86%1 78%1 55,00% | 74%1 941 57*|
CD27 MFI 2017 2626 24421 2813*1 1103*| 2531%1 38971 1373*|
CD38 MFI 11667 11884 14560%1 12783*1] 10238%| 14895%1 12440% | 1 10106*|
CD45 % 34 44 36 44 37 36 38 45
CD45 MFI 919 900 794 1129 919 871 972 1006
CD56 % 98,5 98 99 97 99,5 99 93 99
CD56 MFI 10097 11691 15159 6622 11050 11691 9903 9017
CD117 % 13 32 41 6 22 23 4 18
CD117 MFI 451 781 1111 411 691 693 291 613
CD138 MFI 37536 41261 362171 41261* |1 27662* | 40490 38792 32820
Piktybiniy PL % KC 8,4%1 2,5%| 3,5%| 6,81 14,4%1 3,5%| 2,6%| 16,71
Normaliy PL % KC 0,022%| 0,044*1 0,041%1 0,034* |1 0,013*%| 0,042 0,032 0,022
pPL/nPL santykis 317%1 88,1%| 42%| 169*1 501%1 65,7%| 140,6* | 435,2%1
CD56+ T/NK lasteliy % 26%7 23,5%] 28,8 24 30 259 22,9 28,0
B limfocity % 6,7 9,7 13,8%1 9,4% |1 5,5%| 9,9 74 5,9
Beta-2 mikroglobulinas 58 3,7
(mg/)
Hemoglobinas (g/1) 99,5%| 116*1 119,5%1 113* 1 94% | 124%1 118%|1 97%|
Albuminas (g/l) 40,1 39,7

MFI — vidutinis $vtéjimo intensyvumas, HK — hiperdiploidinis kariotipas, KC —kauly &iulpai. ISS — tarptautiné stadijos nustatymo
sistema, R-1SS — perzitiréta ISS . m-SMART - mielomos stratifikacijos ir su rizika susijusios terapijos klasifikacija.
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Translokacija t(4;14) aptikta 7 pacientams, kuriy piktybiniy PL CD117
ekspresija buvo silpnesné, taip pat jie turéjo mazesnj normaliy PL procenta (8
lentelé).

17p delecija aptikta 9 pacientams, tadiau jie neturéjo Zenkliy
imunofenotipo ar lgsteliy populiacijy skirtumy, palyginti su Kitais pacientais.

Translokacija t(14;16) buvo aptikta vienam pacientui, kaip ir t(14;20), o tai
nebuvo pakankamas kiekis statistinei analizei.

Kitos chromosominés aberacijos, kurios gali biti vertinamos kaip didelés
rizikos pagal literatiiros duomenis, yra 14 chromosomos monosomija arba
trumpojo peties delecija (14q delecija), taip pat 13 chromosomos monosomija,
1 chromosomos trumpojo peties delecija (1p delecija).

8 pacientai (11%) turé¢jo 14 chromosomos monosomijg arba 14q delecija.
Jiems buvo nustatyta blankesné CD117 ekspresija ir didesnis piktybiniy PL
procentas KC (8 lentelé). 23 pacientams buvo nustatyta 13 chromosomos
monosomija. Jiems buvo didesnis piktybiniy PL procentas ir pPL/nPL
santykis. 1p delecija turéjo statistiSkai mazesng CD27 ekspresija, didesnj pPL
procenta ir mazesnj nPL procenta (8 pav.).

DM ligos rizikos vertinimo sistemos, tokios kaip 1SS, R-ISS stadija ir m-
SMART rizikos kategorijos, taip pat turéjo statistiSkai patikima ry$j su
imunofenotipu (9 lentelé). Pacientai, kuriems nustatyta didesnés rizikos ligos
stadija pagal ISS, turéjo blankesng CD27 ir CD38 ekspresija, didesnj
piktybiniy PL procenta ir maZesnj normaliy PL procenta. Didesné R-ISS
rizikos stadija buvo statistiskai patikimai susijusi su mazesne CD27, CD38 ir
CD138 ekspresija piktybinése PL. Taip pat pastebéti lasteliy subpopuliacijy
poky¢iai esant didesnei ligos R-ISS stadijai — didesnis pPL/nPL santykis,
mazesnis B limfocity procentas KC. Didesnés M-SMART rizikos pacienty
piktybinés PL turéjo blankesng CD27 ekspresija, didesnj piktybiniy PL
procenta, didesnj CD56+ T/NK limfocity procenta.
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10 paveikslas. CD38 ir CD138 MFI bei KC piktybiniy PL procento
palyginimas esant skirtingiems R-ISS rizikos vertinimo lygiams. MFI —
vidutinis $vytéjimo intensyvumas. R-ISS — perziiiréta tarptautiné stadijos
nustatymo sistema.

Taip pat buvo vertinama chromosominiy poky¢iy visuma, remiantis kopijy
skaiCiaus variacijy suma, skai¢iuojama megabazémis. Taciau statistiSkai
patikimy skirtumy nebuvo aptikta nei HK, nei kitose pacienty grupése.

Dauguma HK pacienty turéjo 3, 5, 7, 9, 11 ar 19 chromosomy trisomijas.
Taciau jokios §iy trisomijy kombinacijos ar atskiros trisomijos, ar jy kiekis
netur¢jo statistinio rySio su imunofenotipu.

4.3. Minimalios liekamosios ligos imunofenotipo duomeny analizés
strategijos harmonizavimas

Aprasysiu darbo grupés, kurioje dirbo specialistai i§ uzsienio tyrimo centry
ir VUL SK tékmés citometrijos padalinio, atlikto tyrimo etapus. Lyginant
skirtingy tyrimo centry rezultatus buvo pastebéta, kad bendra analizés
strategija sumazina nuo tyréjo priklausoma variacija. Taip pat sugebé&jome
pritaikyti ir jvykdyti priimta analizés strategija. Apibrézéme lasteliy
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populiacijas, skirtas KC éminio kokybei jvertinti. Tai ypa¢ svarbu sprendziant
apie MLL rezultaty teikima, kadangi imant KC yra rizika, kad éminys bus
praskiestas PK, kuriame daZniausiai aptinkamas daug mazesnis kiekis tiriamy
lasteliy (116). Taigi kokybés vertinimas turéty biti neatsiejamas nuo MLL
tyrimo rezultaty interpretavimo.

4.3.1. Pirmas etapas: duomeny faily analizé naudojant skirtingose
laboratorijose taikomas analizés strategijas

Pirmame etape vertinome $esiolikg nuasmeninty duomeny faily, surinkty
i§ astuoniy pacienty KC méginiy. Turéjome nuspresti, ar méginiuose MLL
buvo teigiama ar neigiama, taip pat apskaiciuoti piktybiniy PL kiekj méginyje.
Daugumos méginiy vertinimas sutapo lyginant VUL SK ir dauguma darbo
grupés dalyviy, taciau labiausiai nuomonés issiskyré dél méginio Nr. 5, kurj
65% jvertino kaip teigiamg, kaip ir jvertinome mes. Taip pat privaléjome
jvertinti ,,bendrg lasteliy kiekj®, kuris yra visy aptikty lasteliy populiacijy
procenty skaic¢iavimo lygties vardiklis. Bendras lasteliy kiekis méginyje
nulemia tyrimo jautrumg. Naudojome bendro lasteliy skai¢iaus vertinimo
strategija, pirma apibréziancig pavienes Igsteles FSC-A ir FSC-H diagramoje,
tuomet jvertinant gyvybingas lasteles FSC-A ir SSC-A diagramoje, galiausiai
apibréZziant tikétinus kariocitus diagramoje su SSC-A ir CD45 ekspresija. Per
vélesnes diskusijas miisy naudojama strategija buvo papildyta rinkimo laiko
diagrama, su FSC-A ir laiko aSimis.

Buvo bendrai nuspresta keturiy pakopy analizés strategija, leidZianti
apskaiGiuoti ,,bendrg lgsteliy skai¢iy®“, i§ kurio dalijami visy kity lgsteliy
populiacijy skai¢iai, nustatant procentinj jy kiekj. ,,Bendras lgsteliy skai¢ius*
buvo apibréztas kaip visos branduolétosios Igstelés (kariocitai). Joms i§skirti
reikéjo apibrézti regionus taskingje diagramoje i8 dviejy kintamyjy —
,,Rinkimo laiko* ir priekinés sklaidos ploto (FSC-A), kad biity atmesti rinkimo
metu registruoti artefaktai, pvz. oro burbulai ar kiti rinkimo trikdziai. Kitas
zingsnis buvo pavieniy lasteliy atskyrimas naudojant FSC-A ir FSC-H
(priekinés sklaidos aukstj) kaip diagramos kintamuosius. Branduolétosios
1gstelés buvo atskiriamos naudojant kintamuosius FSC-A ir SSC-A (Soninés
sklaidos plotas), taip pat SSC-A ir CD45 raiska, kad bity atmestos
negyvybingos (apoptozinés) lastelés, Siukslés ir 1asteliy agregatai.

1) Pirma apibréziamos pavienés lastelés, atmesti dideli lgsteliy agregatai

ir Siukslés, naudojant keliy regiony derinj.

2) Staéiakampis regionas apibréZiamas i§ pirmojo regiono lasteliy,

sukuriamas diagramoje su FSC-A ir FSC-H. Taip pasirenkamos
paviengs lastelés, atmetami lgsteliy agregatai.

81



3) Bréziamas netaisyklingos formos regionas diagramoje su FSC-A ir
SSC-A, siekiant apimti tik gyvybingas lasteles.

4) Lastelés apibréziamos dideliame daugiakampyje regione, kuris apima
CD45+ leukocitus, CD45— eritrocity pirmtakus ir CD45— PL.

Visos lgstelés, patenkancios | apraSytg suminj regiong, yra laikomos
»Bendru lasteliy skai¢iumi®.

Sulipusiy lgsteliy atmetimas biitinas pavieniy lasteliy analizei, taciau
piktybinés PL gali buti didesnés ir turéti hiperdiploidinj kariotipg, todél
patenka j regiong prie lasteliy agregaty diagramoje su FSC-A ir FSC-H, kuris
jprastai atmetamas. Pasitiléme, kad reikalinga modifikuota analizé, kuri
jtraukty visas PL, net turin¢ias didesnj nei jprasta FSC-A ir FSC-H santykj.
Analizés strategijoje apibréZiamas regionas, kuris sujungia visas branduolétas
lasteles, taciau taip pat regiona, kuriame yra visos PL.
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11 paveikslas. Visy pavieniy PL parinkimo analizés algoritmas. FSC-A —
priekiné Sviesos sklaida. SSC-A — Sonin¢ Sviesos sklaida.

Sudétingiausia analizés dalis yra jprasty ir aberantiniy PL diferenciacija,
kadangi néra vieno konkretaus DM biuidingo imunofenotipo. Dalis normaliy
PL gali dalinai ekspresuoti Zymenis, kurie siejami su piktybinémis PL,
aptinkamomis esant DM. Tokiais atvejais vienintelis atskyrimo biidas yra
poliklonin¢ lengvyjy grandziy ekspresija. Kadangi Siuo metu néra vieno
konkretaus analizés algoritmo, kuriuo remdamiesi visi kvalifikuoti tyréjai
galéty gauti tokius pacius rezultatus, tyrimo dalyviai aptaré kelis skirtingus
analizés etapus, leidZiancius atskirti aberantines ir normalias PL.

Atskirdami piktybiniy PL populiacijam, pirming diagrama naudojome su
aSimis CD19 ir CD56, kuriy taskinéje diagramoje galima aptikti ir
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identifikuoti tikétinas aberantines PL populiacijas. Sioje taskinéje diagramoje
iSskyrimé tris PL subpopuliacijos — CD19+CD56—, CD19-CD56-, CD19-
CD56+. Véliau pridéjome papildoma regiong CD19+CD56+, kuriame reciau
aptinkamos piktybinés PL. Tuomet naudojome skirtingas dviejy kintamyjy
taskines diagramas, kuriose perzitiréjome Vvisas subpopuliacijos, atkreipiant
démesj j tikéting DM biidingg imunofenotipg. Pirmam meégintuvéliui
naudojamos taskinés diagramos yra: CD38 ir CD117, CD45 ir CD38, CD45
ir CD27, CD8L1 ir CD27, kuriose patikrinamos visos keturios subpopuliacijos.
Tie patys zingsniai kartojami antrame meégintuvélyje, kuriam kuriamos
diagramos CD45 ir CD38, CD45 ir CD27, cKappa ir cLambda.

Normalios PL dazniausiai turi imunofenotipg CD19+, CD56—, CD45+,
CD38+rys, CD117—, CD81+, CD27+ ir polikloning lengvyjy grandziy
ekspresija, taciau galima heterogeniska zymeny CD19, CD56, CD45 ir CD81
ekspresija. Visos lIgstelés, kuriy Zymeny ekspresijos braizas neatitinka
normalaus, yra jtariamos, taigi turi biiti atidziai patikrintos. Reikéty atkreipti
démesj, kad skirtingy pacienty piktybinés PL taip pat turi imunofenotipo
skirtumuy, taigi skirsis ir kiekvienu konkrec¢iu atveju taikoma strategija.

1) Sukuriama taskiné diagrama su kintamaisiais CD56 ir CD19,
nubréziamas platus, visas PL, isskyrus CD19+, CD56-, apimantis
atvirkscios ,,.L* formos regionas, kuriame retai aptinkamos piktybinés
PL (iskyrus atvejus, kai per pirming apzvalga Sio regiono PL sukélé
jtarima dél fenotipo).

2) Diagramoje su asimis CD45 ir CD38 apibréZziamos visos aberantinés
PL, taCiau jtraukiant dalj normaliy PL dél galimai heterogeniskos
zymeny ekspresijos.

3) Bréziamas staciakampis regionas taskingje diagramoje su asimis CD45
ir CD117 taip, kad biity apibréztos visos aberantinés PL, taciau taip pat
apibréziant nedidele dalj normaliy PL.

4) Paskutinis regionas bréziamas diagramoje su asimis CD81 ir CD27,
kad biity jtrauktos visos PL, turincios aberantinj imunofenotipa.

5) Paskutinio regiono lgstelés parysSkinamos skirtinga spalva, kad biity
galima lengviau koreguoti ankstesnius regionus ir pasiekti galutinj
aberantiniy PL kiekj (MLL) pirmame mégintuvélyje.

Zingsniai  kartojami  antrame  mégintuvélyje, pradedant nuo
,Visos PL*“ kadangi regionai yra vienodi abiejuose mégintuvéliuose.
Atvirksc¢ios ,,L* formos regionas bréZiamas ant taskinés diagramos su asimis
CD19 ir CD56.
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4.3.2. Antras etapas: pirminés bendros analizés strategijos taikymas

Priéme pirminj bendrag duomeny analizés algoritma, i naujo analizavome
tuos pacius astuonis FCS duomeny failus i§ pirmo etapo. Lyginama, ar
pasikeité MLL vertinimas. Naudojant bendrg analizés strategija, méginj Nr. 8
i§ naujo jvertinome kaip MLL neigiama. Nepasikeité skai¢ius dalyviy, kurie
MLL teigiamais laiké méginius Nr. 1, Nr. 2, Nr. 5, Nr. 6. Dviem dalyviais
padaugéjo ty, kurie MLL neigiamais vertino méginius Nr. 3 ir Nr. 8. Du
dalyviai, méginj Nr. 4 jverting kaip MLL teigiamg pirmame etape, pakeité
vertinimg | MLL neigiama, o vienas i§ MLL neigiamo vertinimo — j teigiama.

4.3.3. Trecias etapas: galutinés bendros duomeny analizés strategijos
priémimas

Ankstesnis pirmo etapo FCS faily perzitiréjimas galéjo paveikti antro etapo
rezultatus, todél siekiant geriau jvertinti bendrg duomeny analizés strategija
buvo vykdoma deSimties naujy duomeny faily analizé i§ DM pacienty,
kuriems jtariamas MLL aptikimas. Kaip ir antrame etape, analizavome failus
naudodami bendrg duomeny analizés strategija ir pateikéme savo rezultatus.

Norint empiriSkai patikrinti, ar konsensusu priimta duomeny analizés
strategija gerina rezultaty pakartojamuma, buvo lyginami visy etapy
rezultatai. Miusy laboratorijos rezultaty variacija buvo panasi | Kity
laboratorijy, dauguma matuoty parametry buvo maziau nei 2 SD nutol¢ nuo
vidurkio (10, 11 lentelés). Bendrai vertinant visas laboratorijas pritaikius
strategija, ,,Bendro analizuoty lasteliy skai¢iaus variacija antrame ir tre¢iame
etape buvo daug mazesné nei pirmame etape. Sis skirtumas isliko i$skiriant
MLL teigiamy ir neigiamy méginiy analize. Variacija buvo mazesné ir
lyginant ,,Visy PL* skaiciy treCiame etape. Atskirai analizuojant teigiamus
MLL méginius, CV labai sumazéjo tarp pirmo ir treio etapo, o MLL
neigiamy méginiy sumazéjo Kiekviename etape. Nepastebéta didesniy
skirtumy lyginant etapus pagal normaliy PL skaiciy. Ivedus konsensuso
apibrézimus, labai sumazéjo tyrimo aptikimo ribos ir kokybinio nustatymo
ribos variacija, susijusi su dalyviais.
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10 lentelé. Aptikimo ribos (LOD) rezultatai VUL SK ir visy tyrimo dalyviy
vidurkis, SD ir CV tre¢iame harmonizacijos tyrimo etape MLL+ ir MLL—

méginiuose
Méginys LOD (VUL SK) | LOD vidurkis (SD) | CV, %
MLL+
001 0,00026 0,00026 =+ 0,00002 8,33
003 0,00023 0,00023 + 0,00001 3,37
006 0,00022 0,00022 + 0,00001 3,56
007 0,00024 0,00023 + 0,00001 4,58
010 0,00027 0,00027 + 0,00001 4,57
MLL-
002 0,00024 0,00023 + 0,00001 6,09
004 0,00032 0,00029 + 0,00002 7,69
005 0,00023 0,00023 +0 1,92
008 0,00025 0,00025 + 0,00002 8,82
009 0,00024 0,00024 + 0,00001 2,62

MLL — minimali liekamoji liga. MLL+ méginiai su aptinkama MLL,
MLL- - méginiai su neaptinkama MLL. SD — standartinis nuokrypis. CV —
variacijos koeficientas. VUL SK — Vilniaus universiteto ligoniné Santaros
klinikos

11 lentelé. MLL kiekio (proc.) rezultatai VUL SK ir visy tyrimo dalyviy
vidurkis, SD ir CV tre¢iame harmonizacijos tyrimo etape MLL+ ir MLL-

méginiuose

Méginys MLL proc. MLL proc. vidurkis CV, %
(VUL SK) (SD)

MLL+
001 0,0007 0,0013 +0,00072 55,7
003 0,001 0,00196 + 0,00109 55,78
006 0,0017 0,00203 + 0,0007 34,8
007 0,0018 0,00239 £ 0,00073 30,66
010 0,0008 0,00086 + 0,00045 52,69
MLL-
002 0,0001 0,00004 + 0,00009 236,02
004 0,0001 0,00485 +0,01268 261,35
005 0,0005 0,00023 + 0,00048 211,23
008 0,0002 0,00007 +0,00012 173,89
009 0,0002 0,00253 +0,00628 248,83

MLL — minimali liekamoji liga. MLL+ méginiai su aptinkama MLL,
MLL- - méginiai su neaptinkama MLL. SD — standartinis nuokrypis. CV —
variacijos koeficientas. VUL SK — Vilniaus universiteto ligoniné Santaros
klinikos
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4.4, Kauly Ciulpy aspiracijos meéginio kokybés vertinimas

Aberantiniy PL aptikimas ypa¢ priklauso nuo KC aspiracijos méginio
kokybés. Norint jvertinti mastocity ir hematogony tinkamuma vertinant KC
méginio kokybe, buvo atlikta regresijos analizé, kuri lygino $iy populiacijy
kiekj méginyje ir tyréjy paskelbta vertinimg apie méginio kokybe. Taip pat
buvo pastebéta, kad nepaisant to, kaip tyréjai vertino méginio kokybeg, taciau
lasteliy kiekius nustaté tuos pacius.

Pries antra etapg pateikéme sitilyma, kad méginio kokybei vertinti reikéty
apskaiciuoti bent dviejy KC aspiracijos méginiui biidingy lasteliy populiacijy
kiekj. Pagrindinis sitilytas kriterijus buvo mastocity procentas, ir bent vienos
i§ kraujodaros populiacijy procentas. Sios populiacijos pagal tinkamuma
kokybei vertinti bendru sutarymu issirikiavo taip: hematogonai (B limfocity
pirmtakai), mieloidiniai pirmtakai (prekursoriai), eritroidiniai pirmtakai.
Aberantiniy PL aptikimas pats savaime nebuvo laikomas geros kokybés KC
méginio kriterijumi.

Mastocity identifikacijai tinkamas tik pirmas mégintuvélis, kuriame yra
reikalingas CD117 Zzymuo. Kad biity galima jvertinti mastocity kiek]j,
reikalingi du etapai.

1) Dviaséje taskinéje diagramoje su kintamaisiais CD81 ir CD117
apibréziamas regionas CD117+rys, CD81+bl. CD81+bl ekspresija
leidzia atmesti nespecifinj CD81 Zymens jungima.

2) I8 diagramos su SSC-A ir CD45 apibréziamas kitas regionas, kuriame
parenkamos CD45+, SSC-zemos lastelés, kurios savo savybémis
atitinka mastocitus. Sis galutinis regionas jvardijamas ,,Mastocitai.

Nepaisant skirtumy tarp pirmo ir antro mégintuvéliy, abiejuose galima
aptikti B limfocity pirmtaky — hematogony, ta¢iau naudojant skirtingus
analizés etapus. Koreliacijos koeficientas r tarp pirmo ir antro mégintuvéliy B
limfocity pirmtaky skai¢iaus buvo 82,4 %.

1) Pradedant nuo pavieniy lasteliy, regionas bréziamas diagramoje su
CD56 ir CD19, kad biity jtrauktos visos CD19+ B lastelés ir atmesti
CD56+ nespecifinj jungima turintys atvejai.

2) Bbréziamas regionas diagramoje su CD38 ir CD45, kuriame CD38+,
CD45+bl hematogonai atskiriami nuo brandziy B limfocity (CD38+bl,
CD45+rys).

3) I8 8io regiono tikslinama hematogony populiacija, diagramoje CD45 ir
CD81 apibréziant CD45+bl, CD81+ry$ hematogonus.

4) Diagramoje su SSC ir CDA45 apibréziamas regionas, kuriame
atmetamos SSC-aukstos Iastelés, apibréziami tikétini hematogonai
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(CD45+, SSC-zema), kuriy skaiCius galutinai jvardijamas pirmam
meégintuveliui.

Pirmas ir antras Zingsniai kartojami antrame mégintuvéliui, taip
sukuriamas regionas su CD56 ir CD19, o i§ jo — regionas diagramoje CD38 ir
CD45. Diagramoje su cLambda ir cKappa iSskiriamas lengvyjy grandziy
neekspresuojantis regionas. Paskutinis zingsnis — i§ pastarojo regiono
apibréziamas regionas diagramoje su SSC-A ir CD45, kuriame taip pat
atmetamos SSC-aukstos lastelés, ir parenkamas galutinis regionas, kuriame
yra visi CD45+, SSC-zemi hematogonai i§ antro mégintuvélio.

Mieloidiniai pirmtakai gali buti aptikti tik pirmame mégintuvélyje,
kadangi tam reikalingas CD117 zymuo. Diagramoje su SSC-A ir CD45
bréZiamas netaisyklingas regionas kuriame yra visi atvejai, atitinkantys
apibrézimg SSC-zema, CD45+bl. I§ jo bréziamas regionas diagramoje su
SSC-A ir CD117, kad placiai apimty CD117+ lasteles, | kurias jeina
mieloidiniai pirmtakai, jskaitant CD117+het promielocitus.

Eritroidiniai pirmtakai, arba eritrokariocitai, gali bati aptikti abiejuose
mégintuvéliuose, taciau tyréjy grupés sprendimas buvo naudoti tik pirma
mégintuvelj, kadangi papildomi méginio paruo§imo etapai antrame
mégintuvélyje (fiksavimas ir permeabilizacija, plovimas) sumazinty
branduolétyjy eritrokariocity kiekj méginyje. Taciau taip pat pazyméta, kad
del nepakankamos méginio lizés pirmame mégintuvélyje biity aptiktas per
didelis kiekis eritrokariocity, todél $iai populiacijai buvo skirta maziausia
svarba vertinant kauly ciulpy kokybe. Priimta bendra analizés strategija
pradedama diagrama su SSC-A ir CD45, apibrézta i§ pavieniy lasteliy, tarp
kuriy néra PL. Sis regionas naudojamas apibrézti grupei lasteliy, kurios yra
SSC-zemos, CD45— ar CD45+b. Taip iSvedamas galutinis pirmame
mégintuvélyje esanciy eritroidiniy pirmtaky apibrézimas.
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12 paveikslas. Mastocity, hematogony, eritroidiniy ir mieloidiniy pirmtaky
parinkimo analizés algoritmas. FSC-A priekiné $viesos sklaida, SSC-A Soniné
Sviesos sklaida.

4.4.1.1. Kauly ciulpy aspiracijos méginio kokybe apibrézianciy lasteliy
ribiniy ver¢iy nustatymas

Bendros duomeny analizés strategijos priémimas reikSmingai sumazino
mastocity ir hematogony variacijg tarp pirmo ir antro ar trefio etapy
(p<0,001). Sis skirtumas isliko skirstant analize j MLL teigiamus ir neigiamus
méginius.

Siekiant jvertinti mastocity, hematogony ir mieloidiniy pirmtaky
tinkamuma naudoti kaip kauly ¢iulpy aspirato méginio kokybés kriterijy, buvo
atlikta ROC analizeé. Geriausias méginio kokybés kriterijus buvo nustatytas
0,0015 % ar didesnis kiekis mastocity méginyje, dalinant i§ ,,bendro lasteliy
skaiCiaus®™ (p<0,001). Pagal bendrg duomeny analizés strategija, jei aptikta
maziau nei 0,0015 % mastocity, reikéty vertinti bent vieng kita populiacijg —
kitu atveju méginj reikéty laikyti netinkamu MLL vertinimui. Nors mastocity
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aptikimas reiskia, kad buvo paimtas kokybiskas kauly ciulpy aspiracijos
meéginys, jy aptikimas savaime neparodo, ar méginys nebuvo prasiskiedes
periferiniu krauju, taip pat ar tiriami kauly ¢iulpai hipoplastiski, tai yra turi
sumazgjusj lastelinguma.

Antroje vietoje pagal tinkamuma kokybei vertinti buvo hematogony
procentas, didesnis nei 0,025 (p<0,001). Mieloidiniy pirmtaky procentas,
didesnis nei 0,146, taip pat gali bati naudojamas méginio kokybei vertinti.
Maziausiai naudingas kriterijus buvo eritroidiniy pirmtaky procentas, didesnis
nei 0,754, laikomas maziausiai tinkamu dél maziausio AUC ir galimos
eritrocity lizés jtakos ruosiant méginius tyrimui.

Norint jvertinti, ar taikant Siuos Kkriterijus pageréty pakartojamumas
vertinant méginio kokybe, KC méginius kaip tinkamus, netinkamus ar
tarpinius MLL vertinimui priskirianéiy tyréjy procentiné dalis buvo palyginta
prie§ ir po bendros strategijos priémimo. Paaiskéjo, kad priémus bendrus
kriterijus sutarimas tarp tyréjy pageréjo nuo 72,4 % iki 97,1 %.
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5. REZULTATU APTARIMAS

5.1. Piktybiniy plazminiy lasteliy adhezijos imunofenotipo reik§mé CPL
formavimuisi

Nors j adhezijos imunofenotipo tyrimg jtraukty pacienty populiacija buvo
gana jvairi, taiau jiems visiems pasireiské atsparumas ankstesniems gydymo
kursams, taip pat KC turéjo tékmés citometrijos metodu aptinkama MLL
klong, o tai nulémé prastesne¢ $ios pacienty grupés prognoze — taigi jie buvo
svarbi tiksliné grupé Klinikiniams tyrimams. Tyrimo metu nustatyta, kad
pacientams, turintiems aptinkamas CPL PK, adhezijos zymeny ekspresija
piktybinése PL buvo daug mazesné, palyginti su CPL PK neturinciais
pacientais. Dar mazesné ekspresija buvo pastebéta paciose CPL. Kiti autoriai
yra nustate adhezijos molekuliy ekspresijos sumazéjima, biidingg piktybinéms
PL: Arana ir kt. (5) duomenimis, pacientai, turintys itin blankia CD38
ekspresijg, pasizymi trumpesniu laiku iki ligos progresavimo ir maZesniu
iSgyvenamumu. Nors mes aptikome sumazéjusig CD49d ekspresija lygindami
sveiky donory KC PL su RRDM pacienty KC piktybinémis PL, Kiti autoriai
yra paskelbe priesingus rezultatus (145). Taip pat yra nustatyta, kad kai kurios
vaisty grupés, pvz. imunomoduliatoriai (talidomidas ir jo analogai), gali
sumazinti CD49d ekspresijg, o dél to ir piktybiniy PL adhezijg prie kauly
¢iulpy stromos (130).

Nors CD49d sumazéjimas CPL yra apraSytas (146), misy aptiktas
skirtumas tarp CPL+ ir CPL— pacienty KC piktybiniy PL néra anksé¢iau
apraSytas. Taip pat neapraSyta mazéjimo tendencija, kurig mes aptikome
lygindami visus tiriamus méginius: didZiausia ekspresija buvo sveiky donory
KC, mazéjanti ekspresija — CPL— pacienty piktybinése PL, CPL+ pacienty
piktybinése PL, 0 maZiausia — paciose CPL. Taip pat nustatéme panaSiai
mazéjancig CD56 ekspresija CPL, kuri yra minima literatiiroje (11, 142), kaip
ir nustatyta sumazéjusi CD58 ekspresija, kurig Pojero ir kt. (102) aprasé butent
RRDM pacientams, kuriy periferiniame kraujyje aptinkamos CPL.

Paiva ir kt. (75) yra apraS¢ chemoterapijai atsparius MLL klonus, kurie
pasizymeéjo didesne CD11a, CD49d, CD49¢ ir CD44 ekspresija. Mes taip pat
nustatéme didesng CD49e ekspresija lygindami RRDM pacienty ir sveiky
donory KC PL, tagiau kity Zymeny ekspresija skyrési. Dalis §iy Zymeny turéjo
mazesne ekspresija CPL nei KC piktybinése PL, 0 tai sutampa su ankstesniais
Paiva ir kt. radiniais (146), kad PK CPL taip pat turéjo mazesne adhezijos
zymeny ekspresija. Dalis $iy skirtumy pabrézia dvilype adhezijos molekuliy
reik§me — didesné ekspresija gali nulemti atsparumg gydymui dél apsauginio
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kauly ¢iulpy mikroaplinkos poveikio, ta¢iau mazesné ekspresija lemia CPL
susidaryma ir ligos plitima bei progresavima.

Apibendrinant pasakytina, kad mes nustatéme statistiskai reikSminga
adhezijos molekuliy sumazg¢jima (CD49d, CD49e, CD56, CD138) arba
mazéjimo tendencija (CD38, CD58, CD18, CD168) lygindami CPL+ ir CPL—
pacienty KC piktybines PL, taip pat tendencinga dalies $iy adhezijos
molekuliy ekspresijos sumazéjimg paciose CPL. Tai reiskia, kad adhezijos
molekuliy imunofenotipo skirtumai aptinkami jau KC, prie$ piktybinémis PL
palickant KC mikroaplinka, o dar didesnis ekspresijos sumazéjimas
pastebimas jau periferijoje esanc¢iose CPL. Taip pat pastebéjome, kad CPL—
pacienty KC piktybiniy PL ir sveiky donory PL adhezijos molekuliy CD49d
ir CD49e ekspresija nesiskiria — ekspresijos tapatumas leidzia nuspéti, kad
nesant polinkio formuotis CPL, piktybinés PL turi artimesnj adhezijos
imunofenotipg normalioms PL, tai yra rySkesne adhezijos molekuliy
ekspresijg. Nustatéme ir tai, kad adhezijos Zymeny ekspresija yra labai
sumazéjusi, kai CPL aptinkamos PK (CD49d, CD49e, CD56, CD138, CD58).
Tai leidzia spéti, kad pries piktybinéms PL paliekant kauly Cciulpy
mikroaplinkg biitinas papildomas adhezijos Zymeny ekspresijos sumazéjimas.
CPL formavimasis nulemia blogesne ligos prognozg, agresyvesnj piktybiniy
PL plitimg ir atsparuma gydymui (133). Atradus konkreCig verte, kada
pradeda formuotis CPL, buty galima uZzkirsti kelig §Siam procesui, stebéti CPL
atsiradimg PK ir esant terapinei naudai modifikuoti gydyma.

5.2. Diagnostinio piktybiniy plazminiy lasteliy imunofenotipo s3saja su
genetiniais dauginés mielomos rizikos veiksniais

Chromosominiy aberacijy svarba yra neabejotina vertinant DM rizika, 0
tokie metodai kaip SNP-A molekulinis kariotipavimas leidzia iSsamiai ir
tiksliai vertinti chromosominius poky¢ius. Esant jvairios rizikos — didelés ir
standartinés — aberacijy deriniams, ne visuomet aiski bendra galutiné
prognozé. Antigeny ekspresija piktybinése PL suteikia naudingos
informacijos ir papildo rizikos vertinimg nustatant diagnozg.

Mums pavyko aptikti specifinius, statistiSkai reikSmingus piktybiniy PL
imunofenotipo skirtumus tarp skirtingy didelés ir standartinés rizikos
chromosominiy aberacijy. Bitent CD27, CD38, CD45, CD56, CD117 ir
CD138 blankesné ekspresija, taip pat padidéjes piktybiniy PL ir normaliy PL
santykis buvo biuidingi didesnés rizikos chromosominéms aberacijoms. Kiti
klinikiniai tyrimai anks¢iau rodé sgsajas tarp imunofenotipo ir ligos rizikos,
taciau jie buvo prieStaringi ir nepriklausoma imunofenotipo reik§mé ne visada
patvirtinta. Nenaudojant vienody reagenty ir méginio ruo$imo metody,
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ekspresijos lyginimas tarp skirtingy méginiy ir laboratorijy taip pat yra
sudétingas.

Arana ir kt. (5) apras¢ CD19+, CD27-, CD38+bl, CD45+, CD81+,
CD117- ir CD138+bl kaip zymeny ekspresija, rodanéig blogesnes baigtis,
arba trijy Zymeny — CD38+bl, CD81+, CD117- derinj kaip rodantj prastg
prognoze. Nors mes nenustatéme CD81 ekspresijos poky¢iy tarp skirtingy
genetinés rizikos kategorijy, ta¢iau blanki CD27, CD38, CD117 ir CD138
ekspresija misy tyrime taip pat buvo siejama su didesnés rizikos genetinémis
aberacijomis.

CD27 blanki ekspresija gali buti aptinkama RRDM pacientams (112), taip
pat budinga progresuojanciai ligai (102). Mes aptikome mazesng CD27
ekspresija pacientams, kurie turéjo dvi didesnés rizikos chromosomines
aberacijas — 1q duplikacija ir 1p delecija, taip pat nustatéme didéjanéiag CD27
ekspresijag vélesnése ISS, R-1SS stadijose ar esant didesnei M-SMART rizikos
kategorijai.

Nijhof ir kt. (147) duomenimis, CD38 ekspresija yra susijusi su gydymo
daratumumabu  (pries CD38 nukreiptu  monokloniniu  antikiinu)
veiksmingumu. Taciau misy pacientai buvo vertinami prie§ gydyma, taigi
terapija neturéjo jtakos CD38 ekspresijai, taip pat tik keturi miisy tiriamieji
buvo gydomi daratumumabu. Ta¢iau CD38 buvo vienintelis Zymuo, kurio
ekspresija siejosi su iSgyvenamumu (i$ analizés pasalinus pacientus, gydytus
prie§ CD38 nutaikytu vaistu). CD38 buvo isskirtas j dvi grupes pagal MFI —
maziau kaip 15 000 ir daugiau kaip 15 000. Didesnés CD38 MFI grupé turéjo
daug geresnj iSgyvenamuma, kuris, tikétina, buvo paveiktas ne gydymo, o
paties Zymens ekspresijos. Zinoma, ankstesniuose tyrimuose CD38
ekspresijos ry8ys su iSgyvenamumu (kai terapijai nenaudojami prie§ CD38
nutaikyti vaistai) daznai neblidavo aptinkamas, ta¢iau plazminése lastelése
CD38 ekspresija yra ypa¢ ryski, net jeigu ji tendencingai blankesné
aberantinése PL. Taigi tikétina, kad naudojant vienodus reagenty ir tékmés
citometro nustatymus galima tiksliau palyginti CD38 ekspresijg. Arana ir Kkt.
(5) yra jtrauke blankia CD38 ekspresija j imunofenotipo derinj, rodantj
didesng¢ rizikg.

CD45 ekspresija buvo ryskesné pacientams, kurie turéjo hiperdiploidinj
kariotipa. Sis kariotipas sicjamas su geresnémis DM pacienty ligos baigtimis.
Taciau kituose tyrimuose blankesné CD45 ekspresija buvo siejama su
blogesne prognoze. Aberantinés PL daznai turi blankesne CD45 ekspresija,
nei normalios PL. Ta¢iau Arana ir kt. (5) ir Gonsalves ir kt. (148) susiejo
teigiamg CD45 ekspresija su blogesnémis baigtimis, panasiai kaip parodé ir
musy atliktas tyrimas.
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Apskritai paémus, HK pacienty aberantinés PL tur¢jo labai skirtingg
imunofenotipa, lyginant su visy kity grupiy pacientais. Didziausi skirtumai
buvo gerokai rySkesné CD56 ekspresija, taip pat statistiskai rySkesné CD45,
CD117 ir CD138 ekspresija. Dalis siy fenotipo ypatumy buvo pastebéti
anksciau, ta¢iau mes turéjome galimybe iSskirti pacientus, turin¢ius izoliuotg
HK (be kity chromosominiy aberacijy), ir pacientus, turin¢ius Kkitas
chromosomines aberacijas, siejamas su didesne rizika. Siy kombinuoto HK
pacienty KC papildomai turéjo daug didesnj piktybiniy PL ir normaliy PL
santykj. Kadangi Sis santykis taip pat siejamas su didesne rizika, tikétina, kad
izoliuotas HK issiskiria geresne prognoze, nepaisant fenotipo panasumy su
neizoliuotu hiperdiploidiniu kariotipu. CD56 ekspresijos sumaz¢jimas,
priesingai nei pastebéta HK turintiems pacientams, yra siejamas su gydymui
vartojamo proteosomy inhibitoriaus bortezomibo efektyvumo sumazéjimu
(149), taip pat su prastesne prognoze.

CD117 ekspresija buvo didesné pacienty, turin¢iy hiperdiploidinj kariotipg
piktybinése PL, taciau pacientams, turintiems kitas, didesnés rizikos
chromosomines aberacijas, §io Zymens ekspresija buvo sumazéjusi. CD117
ekspresija buvo mazesné pacientams, turintiems 1q duplikacija, t(4;14) ir 14
chromosomos monosomija/14q delecijg. CD117 ekspresijos sumazéjimas,
taip pat didesnis piktybiniy PL ir normaliy PL santykis klinikiniuose
tyrimuose yra siejamas su trumpesniu laiku iki ligos progresavimo ir
trumpesniu bendru iSgyvenamumu. Taip pat buvo apraSytas rySys tarp 17p
delecijos, siejamos su didesne rizika, ir sumazéjusios CD117 ekspresijos (18),
tatiau misy pacientai, turintys 17p delecija, nepasizyméjo skirtingu PL
imunofenotipu.

Taip pat buvo pastebéta skirtinga zymeny ekspresija ne tik rizikos
vertinimo kategorijose, kurios apima skirtingus didesnés rizikos genetinius
veiksnius, tarp jy translokacijas ir aneuploidija (R-I1SS, m-SMART), taciau ir
tarp rizikos vertinimo sistemy, kuriose néra genetiniy veiksniy (ISS).
Pavyzdziui, CD138 ir CD38 ekspresija, taip pat didesnis piktybiniy ir
normaliy PL santykis buvo pastebéti didesnés rizikos ISS, R-ISS ir m-
SMART kategorijose. Mazesné CD56 ir CD138 ekspresija literatiroje
sicjama su blogesnémis baigtimis (5), taip pat su PK aptinkamomis CPL,
kurios siejamos su ligos progresavimu (9).

Diagnozuojant DM daznai aptinkamas sumazéjes normaliy PL kiekis
(107), taip pat tai siejama su konkurencija dél kauly iulpy stromos (22).
Didesnis piktybiniy PL procentas tarp visy PL taip pat siejamas su
progresavimu i§ RDM j DM (150). Mes nustatéme, kad kai kurios didesnés
rizikos chromosomy aberacijos turéjo didesnj piktybiniy PL procenta ir (ar)

mazesn] normaliy PL procenta, kartu didesnj piktybiniy ir normaliy PL
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santykj. Sios kategorijos — neizoliuotas hiperdiploidinis Kkariotipas,
14 chromosomos monosomija / 14q delecija, 13 chromosomos monosomija,
1p delecija, 1q duplikacija ir t(4;14) — neabejotinai gali biti siejamos su
didesne rizika. Taip pat didéjantis piktybiniy ir normaliy PL santykis buvo
pastebimas paciose rizikos vertinimo sistemose — ISS, R-ISS ir m-SMART.
Nustatytas ir sumazéjes NK lasteliy Kiekis esant 1q duplikacijai, o tai yra
biitent vienas i§ aprasyty DM poveikiy KC mikroaplinkai (151), turintis
slopinamajj poveikj prieSvéziniam imunitetui.

Apibendrinant, specifiniai imunofenotipo bruozai buvo pastebéti
piktybinése PL pacienty, turin¢iy didesnés rizikos chromosomy aberacijas,
taip pat ir naudojant jas taikancias rizikos vertinimo sistemas, pvz. R-ISS, m-
SMART, ar net nejtraukiancias jokiy genetiniy veiksniy, pvz. ISS.

5.3. Minimalios liekamosios ligos imunofenotipo duomeny analizés
strategijos harmonizavimas

DM MLL stebéseng rekomenduoja IMWG, kadangi tai leidzia geriau
stratifikuoti pacientus gydymo metu ir esant nepakankamam veiksmingumui
modifikuoti gydyma. MLL tyrimai Sig stebésena leidzia atlikti patikimiau, nei
tokie tradiciniai DM taikomi tyrimai, kaip baltymy elektroforezé, laisvy
lengvyjy grandziy santykio matavimas ar citomorfologinis kauly Ciulpy
tyrimas (42). Klinikiniai tyrimai yra parode DM MLL verte nuspéjant laika
iki ligos recidyvo, taip pat sasajas su pacienty iSgyvenamumu (149, 150).
Tékmés citometrijos metodu pagristas DM MLL tyrimas yra pritaikomas
daugiau nei 95 % pacienty, jis leidZia greitai ir efektyviai atskirti normalias ir
piktybines PL (72). Vienas pagrindiniy tékmés citometrijos metodo
pranagumy yra galimybé tuo padiu tyrimu jvertinti KC aspiracijos méginio
kokybe, i§matuojant specifines su KC, ne PK, siejamas lasteliy populiacijas.
Siekiant vienodo méginio kokybés interpretavimo tyrimg atliekant
skirtingiems specialistams, biitina harmonizuoti ir iy populiacijy analize.

Tyrimo sumanymas buvo pakviesti patyrusius tékmés citometrijos
specialistus, kurie dalyvauja ICCS ir ESCCA organizacijy veikloje ir DM
MLL tyrimus atlieka kasdienéje praktikoje. Véliau suburta darbo grupé sieké
sukurti bendra duomeny analizés gairiy rinkinj, kuriame biity iSsamiai
iSdéstyti zingsniai, kuriais vadovaujantis galima aptikti ir apskaiciuoti visas
lasteliy populiacijas, reikalingas DM MLL vertinti. ] bendrg duomeny analizés
strategija turéjo bati jtrauktas ir KC aspiracijos méginio kokybés vertinimas.
Taip pat buvo svarbu atmesti visus Kitus tyrimo rezultatui jtakg darancias
kintamuosius, i§skyrus pacios duomeny analizés skirtumus tarp specialisty.
Tam buvo pasitelkti vienodi duomeny failai, gauti i§ tikry DM serganciy
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pacienty KC aspirato méginiy. Visy trijy etapy tikslas buvo palyginti
specialisty gaunamus rezultatus, naudojant jy jstaigoje taikomas analizés
strategijas, ir palyginti, kaip rezultatai pasikeiia taikant bendrai priimta
duomeny analizés strategija.

Pirmame etape buvo atpazintos pagrindinés rezultaty iSsiskyrimo sritys,
kurios buvo aptartos bendrose diskusijose. I8 §iy diskusijy kilo nuo duomeny
analizés programinés jrangos nepriklausomas protokolas. Sio protokolo
tinkamumas buvo patikrintas antrame etape, kai tyréjai i§ naujo iSanalizavo
pirmame etape naudotus duomeny rinkinius. Po to visus rezultatus perziiiréjo
ir aptaré visi tyrimo dalyviai. TreCiame etape buvo taikomas konsensuso
protokolas analizuojant naujus duomeny rinkinius, papildomai atkreipiant
démesj j KC aspiracijos méginio kokybés kriterijus.

Kaip ir tikétasi, taikant harmonizuota duomeny analizés metoda pageréjo
rezultaty suderinamumas tarp tyréjy. ReikSmingiausi skirtumai buvo susije su
»Bendro analizuoty lasteliy skaiciaus®, aptikimo ribos, kiekybinio nustatymo
ribos skai¢iavimais, taip pat KC aspiracijos méginio kokybés kriterijy
apibrézimu.

Galutiniame protokole aprasytos diagramos ir regiony apibrézimo
strategijos pritaikomos visoms rinkoje prieinamoms tékmés citometrijos
duomeny analizés programoms, o tyréjai turéty gauti panasius rezultatus, jei
analizés instrukcijos yra atidziai sekamos. Deja, buvo skirtumy tarp tam tikry
tekmeés citometrijos duomeny analizés programy. Butent Infinicyt programiné
jranga sujungia abiejy mégintuvéliy FCS faily duomenis, todél buvo gaunami
skirtingi ,,Bendro analizuoty lasteliy skaiciaus®, ,,Bendro PL skaiCiaus®,
»Bendro aberantiniy PL skai¢iaus® ir ,,B limfocity pirmtaky skaiCiaus*
rezultatai. Buvo nuspresta sujungti duomenis i§ abiejy mégintuvéliy, kadangi
tuomet labai padidéja tyrimo jautrumas — ir aptikimo riba, ir kiekybinio
nustatymo riba. Kai kurios lasteliy populiacijos, pvz. mastocitai, mieloidiniai
pirmtakai ir eritroidiniai pirmtakai, buvo vertinami tik i§ pirmo mégintuvélio
duomeny, kadangi antrame mégintuvélyje néra CD117, taip pat reikia
papildomo lasteliy lizés Zingsnio ruosiant mégin;.

Vienas i§ skirtinguose tyrimo etapuose nekitusiy skaiciavimy, atlikty
skirtingy tyréjy, buvo aptinkamas ,,Aberantiniy PL skaicius®. Tikétina, kad
Siy pokyciy nepastebéta, kadangi visi tyrimo dalyviai buvo patyre tékmés
citometrijos specialistai, gebantys identifikuoti piktybines PL. Nors nepakito
pats ,,Aberantiniy PL skai¢ius®, ta¢iau labai sumaz¢jo aberantiniy PL procento
variacija (MLL procentas), kadangi buvo taikomas daug panasesnis jo
apskaiCiavimo vardiklis (,,Bendras analizuoty lasteliy skaiCius®). Tai
patvirtinto konsensuso metodo patikimuma, nes parodé, jog imanoma pasiekti
pakartojamus rezultatus atliekant ranking DM MLL FCS faily analize.
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Didziausia MLL interpretavimo jvairové buvo Susijusi su méginiais,
kurivose MLL nebuvo aptikta, taip pat méginiais, kuriuose buvo itin mazas,
taCiau aptinkamas piktybiniy PL skaiCius. Tai parodo, kad reikalingi
papildomi tyrimai, siekiantys geriau nustatyti DM MLL ribines vertes —
aptikimo ir kiekybinio nustatymo ribas. Tai yra vienas i§ butiny ir itin
reikSmingy zingsniy tékmés citometrijos tyrimy srityje, kad biity galima
pasiekti pakartojamus rezultatus skirtingose laboratorijose, ypa¢ Zinant, kad
DM MLL yra svarbus gydymo efektyvumo rodiklis, kuris taip pat naudojamas
klinikiniuose tyrimuose kaip pagrindinis biologinis parametras ar pakaitinis
tikslas vietoje ilgiau uztrunkanc¢iy i§gyvenamumo matavimy.

Kai kuriy méginiy duomenys buvo sunkiau interpretuojami nei Kkiti.
Pacienty duomenys buvo nuasmeninti, informacija apie gydyma nebuvo
prieinama, ta¢iau darbo grupé nusprendé, kad pacientai, tikétina, gavo prie§
CD38 nutaikytg terapija daratumumabu. Nors §is vaistas yra efektyvus gydant
DM, jis apsunkina DM MLL atlikimg dél sumazéjusios CD38 ekspresijos net
Sesis ménesius po gydymo (111). Priimta bendra analizés strategija nebuvo
kuriama tikslingai pacientams, gydomiems daratumumabu. Remtis viena
CD138/CD45 ekspresija yra neoptimalu, kadangi CD138 ekspresija daznai
yra blanki ir i§ dalies sutampa su foniniu ar nespecifiniu §vytéjimu, todél
ieskoma alternatyvy tradiciniams su CD38 konjuguotiems fluorochromams —
Siuo metu tiriami CD229, CD319 ar VS38c (154). Nepaisant to, konsensuso
analizés gairés yra pritaikomos net DM MLL tyrimy reagenty rinkiniams,
kuriuose yra alternatyviis aberantinéms PL pritaikyti antiktinai, skirti aptikti
visoms PL. Taip pat B limfocity pirmtaky aptikimas nepriklauso vien nuo
CD38 ekspresijos. Méginys Nr. 8 tre¢iame tyrimo etape turéjo pakitusig
brandziy B limfocity populiacija, kuri ekspresavo CD45, CD38, kappa
lengvasias grandis, tadiau neekspresavo CD138. Penki i§ septyniolikos
dalyviy 8ig populiacijg laiké teigiama DM MLL. Tai paryskina problema,
kylancig trukstant klinikinés informacijos apie pacientus, ypa¢ kai kalbama
apie didelio jautrumo tékmés citometrijos tyrimus (155).

DM MLL vertinimui jtaka daro ir KC aspiracijos méginio kokybé, todél
méginio tinkamumo kriterijai yra itin svarbi DM MLL analizés dalis. Méginio
kokybé gali biti paveikta jo surinkimo, gabenimo ar saugojimo iki analizés
etapuose. Taip pat DM yra Zinoma kaip netolygiai KC plintanti liga, ir dalis
ar netgi visos piktybinés PL gali biiti nesurinktos, jei punktuojama krastiné ar
i ligos plitima nejtraukta KC sritis. Keblumy kelia ir tai, kad renkant ar
ruosiant méginj dalis PL Zzusta, tikétina, dél PL trapumo ir prieraiSumo prie
kauly ¢iulpy stromos. MLL procentas gali biiti nejvertinimas dél periferinio
kraujo infiltracijos atliekant KC aspiracija (77, 108). Sios priezastys, matyt,
lemia tai, kad PL kiekis tékmés citometrijos tyrimuose yra tendencingai
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mazesnis, nei suskaiCiuojamas citomorfologinio tyrimo metu ar
histologiniame KC trepanato tyrime (156). Tagiau, skirtingai nei kraujo
méginys, KC méginys yra sunkiau surenkamas ir brangus, taigi jo pakartotinis
émimas néra daznai atliekamas. Taigi objektyvios ir aiSkios gairés,
leidZiancios jvertinti ir pranesti apie méginio kokybe, yra svarbi papildoma
informacija, kuri turéty bati suteikiama kartu su DM MLL rezultatu, kaip
MLL tyrimo rezultato uztikrinimas. Kokybés vertinimas turéty remtis
mastocity, B limfocity pirmtaky, mieloidiniy ir eritroidiniy pirmtaky
skai¢iumi. Siuo metu néra aiskiy kriterijy, kurie nurodyty apatine riba, Zemiau
kurios DM MLL tyrimo rezultatas nebiity laikomas patikimu.

Pirmame tyrimo etape nustatyta didelé méginiy kokybés vertinimy
jvairové tarp skirtingy tyréjy. Siai problemai spresti po pirmojo etapo buvo
i§siystas klausimynas, kuriame dalyviai turéjo pagal svarba iSdéstyti kauly
&iulpy Igsteliy populiacijas, kurios biity naudingos pakankamai KC aspiracijos
méginio kokybei jvertinti. Pagal bendra sutarima, pats svarbiausias kriterijus
buvo mastocity aptikimas. Jeigu jy i$vis neaptinkama, méginys turéty biti
laikomas suboptimaliu DM MLL vertinti. Jei mastocity bty aptikta,
kraujodaros lasteliy — B limfocity, mielodiniy ar eritroidiniy pirmtaky
populiacija, daugumos dalyviy nuomone, biity papildomas kriterijus teigiamai
jvertinti méginio kokybe. Bandyta nustatyti galimas apatines Siy lasteliy
populiacijy ribas, naudojant retrospektyvia tre¢io etapo analize. Si analizé taip
pat parodé, kad naudojant konsensuso protokolg labai pageréjo méginio
kokybés vertinimas. Vienintelé kita studija, kurioje buvo pateikti tinkamo
analizei KC aspirato rekomenduojami populiacijy kiekiai, buvo paskelbtas
EuroFlow grupés tyrimas (86). Miisy tyrimo nustatytos vertés buvo mazesnés
nei Euroflow grupés, tikétina, dél nedidelio skaifiaus méginiy, kuriuos
analizavo abi grupés. Tikétina, kad didesné studija leisty patikslinti tiksliniy
populiacijy kiekius kokybiskam méginiui.

Bendrai priimtas duomeny analizés algoritmas, taikomas atliekant DM
MLL vertinima, reikalauja tinkamai atlikti konkrecius Zingsnius, leidzian¢ius
nustatyti méginio kokybe, bendra analizuoty gyvybingy lasteliy skaiciy ir
piktybiniy PL skaiciy. Visi analizés etapai turi biiti pateikti gairése, kurios
pritaikomos nepaisant naudojamy konkre¢iy DM MLL tyrimo reagenty ar
jrangos. Sios gairés turi remtis bendrais tékmés citometrijos principais ir DM
MLL analizés ypatumais. Aprasytos gairés prisidéty prie geresnio DM MLL
tyrimy rezultaty suderinamumo, galéty biti naudojamos biomedicininiuose
tyrimuose, ypa¢ klinikiniuose vaisty tyrimuose, kuriuvose MLL Kriterijus
taikomas kaip pakaitinis tikslas, taip pat kasdienéje klinikingje praktikoje, kur
MLL gali bati naudojamas gydymo veiksmingumui vertinti.
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6. ISVADOS

1. DM serganéiy pacienty KC piktybiniy PL adhezijos molekuliy
CD49d, CD49%e, CD56, CD38, CD138 ekspresijos sumazéjimas nulemia
periferinio kraujo CPL formavimasi. Praktiskai S$iuo reiSkiniu galima
pasinaudoti prognozuojant DM agresyvéjimg, anksti aptinkant ligos plitimo
pradzig ir atitinkamai koreguojant ligos gydymo taktika.

2. Piktybiniy PL CD38 ekspresija, silpnesné nei 15000 MFI FITC
kanale (taikant EuroFlow gaires) piktybiniy PL CD38 ekspresija yra
nepriklausomas veiksnys, susijes su vélesne ISS, R-ISS stadija ir trumpesniu
DM serganciy pacienty iSgyvenamumu. Piktybiniy PL Zymeny CD27, CD56,
CD117 ir CD138 sumazéjusi ekspresija, didesnis piktybiniy PL procentas ir
mazesnis normaliy PL procentas kauly ¢iulpuose yra statistiSskai reik§mingai
susij¢ su tokiomis didelés rizikos chromosominémis aberacijomis, kaip 1q
duplikacija, t(4;14), 14 chromosomos delecija, 1p delecija.

3. Taikant vienoda DM MLL imunofenotipavimo analizés algoritma,
pasiekiamos zemesnés tyrimo metodo aptikimo ribos (LOD) ir nustatymo
ribos (LOQ), o KC aspiracijos méginio tinkamumo kriterijy sutarimas
skirtinguose tyrimy centruose padidéja iki 97,1 %.

4. Mastocity kiekis didesnis nei 0,0015 %, hematogony — didesnis nei
0,025 %, mieloidiniy pirmtaky — didesnis nei 0,146 %, leidzia jvertinti KC
éminj kaip tinkamg MLL tyrimui.
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7. PRAKTINES REKOMENDACIJOS

Diagnostinés ir prognostinés svarbos diagnozuojant dauging mielomg turi
imunofenotipavimas, todél jis turéty bati atliekamas kartu su kitais $ios ligos
diagnostiniais tyrimais. Ypa¢ svarbus CD38 ekspresijos intensyvumas,
rodantis patikimg statistinj ry§j su iSgyvenamumu. Diagnostinis DM
imunofenotipavimas turéty apimti zymenis, kuriy ekspresijos poky¢iai turi
jtakos prognozei ir siejami su chromosominémis aberacijomis — CD27, CD56,
CD117, CD138. EuroFlow gaireés leidzia lyginti piktybiniy PL imunofenotipa
tarp skirtingy laboratorijy, jei taikomas zymeny ekspresijos kalibravimas
naudojant vienodus kalibravimo rutuliukus. Chromosominiy aberacijy
iStyrimas taikant jautrius metodus, pvz. SNP mikrogardelés molekulinj
kariotipavima, yra ypac svarbus ir leidZia nustatyti geneting ligos rizika. Taigi,
diagnozuojant liga chromosominiy aberacijy ir tékmés citometrijos tyrimai
turéty biti atliekami kartu.

CPL aptikimas PK yra zinomas blogos prognozés Zymuo, CPL aptikimo
tyrimai ir jy taikymas klinikingje praktikoje yra svarbis, taip pat jie yra
maziau intervenciné KC aspiracijos alternatyva. Apie CPL susiformavima gali
ispéeti KC piktybiniy PL imunofenotipas, taigi j tiriamy Zzymeny rinkinj turéty
bati jtraukti su adhezija susij¢ Zymenys, pvz. dazniau naudojami CD38, CD56
ir CD138, jy ekspresija turéty biiti vertinama ligos metu ir paZymimas aptiktas
ekspresijos sumazgjimas. Taciau kad biity galima tiksliau jvertinti prognosting
zymeny pokyciy verte, reikalingi tolesni tyrimai.

Neginéijamos vertés stebint DM gydymo veiksminguma turi MLL
tyrimas. Siekiant geresnio rezultaty sutarimo tarp skirtingy §j tyrima
atliekanciy laboratorijy, ypa¢ kai pacientai jtraukti j klinikinius tyrimus,
reikalingos analizés harmonizavimo gairés. Siuo metu yra prieinamos
EuroFlow konsorciumo parengtos reagenty, méginiy ir instrumenty
paruo$imo gairés, taCiau analizés etapas iSlieka priklausomas nuo
laboratorijoje taikomy metodiky. Analizés harmonizacija susideda i§ paciy
piktybiniy PL identifikavimo, vienodo bendro tiriamy Iasteliy kiekio
apskai¢iavimo, nuo kurio priklauso tyrimo aptikimo riba, taip pat nuo
kriterijy, pagal kuriuos vertinama KC aspiracijos méginio kokybé. KC
aspiracijos méginio kokybé svarbi, nes jei imama KC méginj praskiedZia
periferinis kraujas, rezultatai tampa maziau patikimi, taigi neigiamos MLL
vertés turi biti vertinamos kritidkai. Jvedus vienodus KC aspiracijos méginio
kriterijus, buty galima patikimai lyginti skirtingy laboratorijy gautus MLL
rezultatus. Geriausiai KC aspiracijos méginiui vertinti tinka nustatytas
mastocity kiekis, taciau kartu turi biiti vertinamas hematogony ir mieloidiniy
pirmtaky kiekis.
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Bone marrow

Cluster of differentiation

Circulating plasma cells

Complete response
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Flow cytometry standard
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m-SMART Stratification for Myeloma and Risk-Adapted Therapy

NGF
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nPC
PCR
PB
PC

Next-generation flow cytometry
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Normal plasma cells
Polymerase chain reaction
Peripheral blood
Plasma cells
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R-1SS Revised international staging system
RRMM Relapsed/refractory multiple myeloma

SMM Smoldering multiple myeloma

ROC Receiver operating characteristic.
sCR Stringent complete response

SCT Stem cell transplant

SD Standard deviation

SSC Side scatter.

SNP-a Single nucleotide polymorphism array

VUH SK  Vilnius University Hospital Santaros Klinikos
1. INTRODUCTION
1.1. Significance of the thesis

Multiple myeloma (MM) is a disease of malignant plasma cells (PCs)
proliferating in the bone marrow (BM). PCs are the end stage of B lymphocyte
maturation, and malignant PCs (MM PCs) are their neoplastic counterpart (1).
MM is the third most common hemato-oncological disease in Lithuania,
making up more than 10% of cases of hematological malignancies (2). A lot
of progress has been made in MM treatment, as more than 50% of MM
patients may achieve complete response (CR) to treatment (3). However, it
remains incurable despite methods such as stem cell transplantation (SCT) (4).
Monitoring of patients, including methods as such minimal residual disease
(MRD) measurement, is still necessary long term due to possibility of relapse
(5).

The research | will describe here encompasses a few closely related topics.
First of all, the role of immunophenotype during diagnosis. For MM patients,
initial evaluation includes assessing overall health, as well as disease biology
related factors, for which biochemical, hematological and genetic assays are
used (6). While FC can be used to confirm presence of malignant PCs during
MM diagnosis (7), immunophenotype may have a larger role — protein
expression measured by FC has shown relation to disease prognosis (8). Due
to genetic heterogeneity of MM, additional risk assessment methods could
provide improved criteria for categorization. Relationship between
immunophenotype and chromosomal aberrancies have been investigated (9).
Due to strives in flow cytometry (FC) harmonization, using standard MM
panels allows for better comparison of antigen expression between different
patients, over time, and between different institutions (10).
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When MM s resistant to treatment, it is classified as relapsing and/or
refractory MM (RRMM) (11). Patients with RRMM patients often have MM
PCs detectable outside the BM. They can be detected in the peripheral blood
(PB) by FC, as circulating plasma cells (CPCs). Changes in malignant PC
immunophenotype that may determine formation of CPCs are important in
determining MM prognosis and monitoring the disease. A particularly
aggressive form of this is plasma cell leukemia, where a large number of
malignant PCs are found in the PB (12). The exit of PCs outside the BM to be
related to adhesion molecules, which can be measured using FC (13).

In cases of treatment resistance and disease progression, mechanism such
as CPC formation can be important in prognosis and treatment choice (14),
which is closely related to measurable expression of adhesion molecules.
CPCs are increasingly discussed in both MM diagnosis and prognosis
determination. CPC detection could be a way of early warning for treatment
resistance, and could be used to guide therapy (15). Additionally, since CPCs
are measured in the PB, this is less invasive than BM aspiration, and could be
used as a screening step before MRD (16). Adhesion molecule expression is
thought to be closely relation to CPC formation, however there are still
guestions about precise significance of adhesion molecules (11). Flow
cytometry enables measurement of adhesion immunophenotype both in the
BM, and in the PB malignant PCs.

FC is widely used to monitor MRD (17,18). MRD is a concept of
measuring small amounts of residual malignant cells in the milieu they
proliferate — bone marrow, blood, or other body fluids. However, to improve
MRD, assay harmonization is necessary (19). There is value in improving
reliability of MM MRD assay results, when performed by FC, through
improvement and harmonization of data analysis. Harmonization of data
analysis means reaching a consensus gating strategy for both the MRD and
factors that help establish quality of BM aspirate. Harmonization improves
assay sensitivity and repeatability, allowing for comparison between different
laboratories or clinical trials (20). Long term monitoring through
immunophenotype analysis and detection is employed via MRD, even in
lower risk disease (21). Recommendations by expert groups, such as the
Euroflow consortium, provide information on reagent panel standardization
(10), however additional factors that would reduce variation of results could
be related to investigators, and differences in knowledge and experience (22).
By eliminating factors like sample preparation and instrumentation,
differences in data analysis could be isolated and improved. Reducing
variation of results is important, especially when MRD status is used in both

routine practice and clinical trials(23)(24).
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1.2. Aim of the thesis

The aim was to evaluate how malignant PC immunophenotyping can be
used in determining MM prognosis, mechanisms of resistance to treatment
through CPC formation, as well as harmonization of data analysis when MRD
is evaluated by flow cytometry(25)

1.3. Objectives

1. Investigate BM malignant PC adhesion molecule immunophenotype
and its role in the formation of CPCs.

2. Determine which features of malignant PC immunophenotype at
diagnosis are related to prognosis, by their relation to chromosomal
aberrancies currently used in risk assessment.

3. Evaluate the effect of immunophenotype data analysis strategy on
investigator dependent variability of MM MRD results.

4. To establish which BM aspirate sample properties, as analyzed using
flow cytometry, best reflect on sample collection quality.

1.4. Thesis statements to be defended

1. Malignant PC adhesion molecule immunophenotype changes in the
BM determines MM progression and CPC formation in the PB.

2. Malignant PC diagnostic immunophenotype has features related to
chromosomal aberrancies used in risk assessment.

3. Harmonization of flow cytometry data analysis improves repeatability
of MM MRD assay results.

4. Harmonization of flow cytometry data analysis establishes criteria for
BM aspirate sample quality assessment.

2. MATERIALS AND METHODS
2.1. Malignant plasma cell immunophenotyping

BM samples were prepared and collected on an 8 color (10 parameter) flow
cytometer, BD FACSCanto Il (BD Biosciences, San Jose, CA, USA), which
was able to detect fluorochromes in the channels V450, Pacific Orange, FITC,
PE, PerCP-Cy5,5, APC, Pe-Cy7 and APC-H7, as well as FSC and SSC
characteristics. Bone marrow samples were collected in K2-EDTA Vacutainer
tubes (BD, Plymouth, UK). All samples were prepared using whole blood
lysis methods, stained both for surface and cytoplasmic markers.
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Antigens with characteristics expression by PCs and MM PCs were used,
with makers CD38, CD138 and CD45 used for PC identification, gating cells
according to expected immunophenotype and light scatter characteristics. MM
PCs express dim CD38, CD45, CD27 and CD81, as well as aberrantly express
CD117 and restricted cytoplasmic light chains (kappa or lambda). Because
different expression of these markers is possible on malignant PCs, sequential
gating, in diagrams combining expression of two markers, was used to
evaluated different combinations, such as CD38+dim and CD45-, CD81- and
CD117+, CD27+dim and CD45-, allowing for wider range of expression.

When the stained samples were collected, standard FCS files were created
and analyzed on BD FACSDiva (BD Biosciences, San Jose, CA, USA)
software. Both normal and malignant PCs were identified by gating, marker
expression was evaluated as both percentage of positive cells and mean
expression by MFI.

2.2. Determining adhesion immunophenotype

Malignant PCs may be detectable in the PB of MM patients; however, this
can vary between patients and change throughout the course of treatment.
Both normal and malignant PCs express adhesion molecules, which are used
to attach to the BM stroma(26). It is not completely clear if loss of adhesion
molecules determines CPC formation(13). The primary goal of this study was
determining how changes in BM MM PC immunophenotype influence the
formation and detection of CPCs in PB.

Adult (>18 years old) MM patients were included in the study, with the
criteria of RRMM diagnosis, according to EBMT criteria — having >5%
malignant PCs in the BM after at least one course of treatment. Healthy donor
BM was used as a control of adhesion molecule expression in normal PCs.
Exclusion criteria were solitary plasmacytoma, plasma cell leukemia and
diagnosis of other cancers. All patients were treated in VUH SK throughout
2013 — 2015. Both BM and PB samples were obtained as part of routine
examination, after informed consent was obtained. 41 RRMM patients and 14
healthy donors were included in the study.

Both BM MM PCs and PB CPCs were stained, both from RRMM patients
and healthy donors. The following fluorochrome combinations were used:

1. CD45-V450/CD138-Pacific Orange/CD38-FITC/CD168-PE/

CD19-PerCP-Cy5.5/kappa-APC/CD56-Pe-Cy7/lambda-APC-H7;

2. CD45-V450/CD138-Pacific Orange/CD19-FITC/CD49e-PE/

CD49d-PerCP-Cy5.5/CD44-APC/CD56-Pe-Cy7/CD38-APC-H7;

3. CD45-Vv450/CD138-Pacific Orange/CD58-FITC/CD18-PE/
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CD19-PerCP-Cy5.5/CD11a-APC/CD56-Pe-Cy7/CD38-APC-H7;

4. CD45-Vv450/CD138-Pacific Orange/CD19-FITC/CD184-PE/

CD34-PerCP-Cy5.5/CD117-APC/CD56-Pe-Cy7/CD38-APC-H7.

Samples were collected on a FACSCanto Il flow cytometer, using
FACSDiva v.6.1.3 software. Malignant PCs were identified with a
combination of CD38, CD45 and CD138, with gates drawn widely to include
lower expression. Debris and doublets were separated using FSC, SSC and
CD45. A modified European Myeloma Net method was employed. Malignant
PCs and CPCs were separated from normal PCs using CD38, CD45 and CD19
decreased expression and CD56 increased expression. The level of detection
was ~0,01%.

Adhesion molecule (CD1la, CD18, CD44, CD49d, CD49e, CD58,
CD168, CD184) expression was analyzed on MM patient BM malignant PCs,
PB CPCs and healthy donor BM normal PCs, both by expression percentage
and MFI.

2.3. Determining malignant plasma cell immunophenotype at diagnosis

The objective of this subsequent study was investigating diagnostic MM
PC immunophenotype and its relationship to specific high-risk chromosomal
aberrancies, which can determine prognosis (27). These aberrancies are used
in estimation methods like R-ISS and m-SMART (28). The product of
chromosomal aberrancies and other genetic changes may be found in changed
protein expression, so we hypothesized that a flow cytometry panel meant to
differentiate normal and malignant PCs may elucidate these changes (8),
especially when standardized reagents, sample preparation and instrument
settings are used, allowing for easier comparison.

73 patients diagnosed with MM during 2019-2020 at VUH SK were
included in the study, with the criteria that they were both analyzed using the
MM-MRD panel and SNP-a microarray molecular karyotyping, at diagnosis.
Adult (>18 years old) patients were included if they were diagnosed according
to IMWG criteria, didn’t have plasma cell leukemia or weren’t actively
receiving treatment for other cancer.

All data available at diagnosis was collected and anonymized before
statistical analysis. 1SS, R-1SS and m-SMART risk was determined, and flow
cytometry data was analyzed. Since MM PC S-phase wasn’t available (as
specified in m-SMART), high KI-67 (>10%) was used as a substitute (29).

CD138+ plasma cells were selected using magnetic beads, prior to SNP-a
molecular karyotyping. All cases were analyzed using Infinium HD whole
genome sequencing, using HumanCytoSNP-12 BeadChip (illumine Inc, San
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Diego, CA). Samples were prepared and analyzed using routine protocol by
the manufacturer.

All patients FC analysis pas performed on FACSCanto I, using FACSDiva
v9.0. Samples were prepared according to Euroflow recommendations, and
stained with Multiple Myeloma Minimal Residual Disease kit (Cytognos,
Salamanca, Spain). Malignant PCs were identified and debris separated as
previously described. Expression of CD27, CD81, CD117, CD19, CD45,
CD56 was analyzed on malignant PCs by percentage and MFI. Level of
detection was 20 events. Since expression was not normally distributed, non-
parametric tests were performed — Mann-Whitney U for groups with two
categories, Kruskal-Wallis for groups with more than two categories.

2.4. Harmonization of minimal residual disease data analysis

Harmonization of data analysis is important for result comparison between
different laboratories. Differences between MRD methodologies have existed
for a long time, and these include sample preparation, combination of
fluorochromes, but also include data analysis and result presentation. The
purpose of this specific study was establishing an analysis algorithm, which
would provide similar results, independent of investigator or software used,
eliminating a variation which results from different in gating strategies, which
may differ between even investigators with a lot of experience (30). For this
purpose, the same files were analyzed by different investigators, from
different institutions. In total, 17 laboratories, including the VUH SK flow
cytometry team, returned results, participated in discussions surrounding
gating strategies and determination of BM sample quality.

In the first two stages of the study, 8 files from routine MM-MRD assays
were analyzed by all labs. Samples were prepared using two tubes, each using
a combination of 8 fluorochromes. The panels included fluorochromes for PC
identification CD45-PCPCy5.5, CD19-PECy7, CD56-PE, CD38-FITC,
CD138-BV421 and CD27-BV510. The first tube included frequently aberrant
CD117-APC and CD81-APCHY7, the second tube clonality measurement via
cKappa-APC and cLambda-APC-C750. In the final stage, we analyzed 10
new samples, while using the final consensus gating strategy.

During the first stages we employed our own laboratory gating strategy
and provided the following populations: “Total analyzed cells”, “Normal
PCs”, “Aberrant PCs”, “MRD percentage”, “Level of detection”, “Level of
quantification”, along with other cell populations, including mastocytes,
hematogones, myeloid and erythroid precursors. We decided which samples
were MRD positive or negative, or inconclusive, as well as sample quality by
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BM specific cell populations. We discussed our results from the first stage
during an online meeting with the working group, providing feedback and
helping draft a consensus strategy.

In the second stage, we reanalyzed FCS files received during the first stage
using the new consensus analysis strategy. After the second stage, we
discussed the improvement in results, especially cell populations relevant to
BM sample quality.

After the final consensus strategy was decided, we analyzed 10 new files,
implementing with the final consensus strategy in BD FACSDiva software, as
well as Kaluza (v. 2.1) and Infinicyt (v. 2.0). We decided to use Kaluza
software for the final results, due to good file compatibility and ability to
easily reuse sequential gating templates.

2.5. Statistical data analysis

In every analyzed cell population, surface and cytoplasmic antigen
expression was measured by percentage of positive cells and mean expression
by MFI. All variables were checked for normal distribution using Shapiro-
Wilk test. If normal distribution wasn’t found, nonparametric tests were
applied. Percentage positive expression and MFI did not show normal
distribution, so the Mann-Whitney U test was used when comparing two
groups, and Kruskal-Wallis test was used for variables with more than two
categories. When determining adhesion molecules that best predict CPC
presence in PB, we used a logistic regression model, applying Wald Chi
square to determine whether independent variables were significant. For
comparing survival, we used Kaplan-Meier log rank test. The primary
statistical tool to compare MRD analysis results between laboratories was the
coefficient of variation (CV). Results were compared between all stages. CV
percent was calculated by dividing the standard of deviation (SD) from the
mean and multiplying by 100 percent. To calculate cell populations best able
to determine sample quality, as well as for predicting CPC presence, ROC
curves were made for each population or marker. AUC were calculated, with
an ideal population having an AUC of 1,00, and a non-informative population
an AUC of 0,5. Statistical significance for all tests was chosen as p<0,05.

125



3. RESULTS

3.1. Impact of malignant plasma cell adhesion immunophenotype on
circulating plasma cell formation

41 RRMM patients were included in the study, along with 14 healthy
donors as controls. Mean age of donors was 26,5, with 13 women and 1
man. RRMM age was higher at 72 (55 — 81), with 22 women and 19 men,
however the purpose of healthy donor BM PCs was to determine normal
adhesion molecule expression, independent of age.

Table 1. Characteristics of patient groups with detectable (CPC+) and
undetectable (CPC-) circulating plasma cells (CPCs)

Parameter CPC+ group median | CPC- group median | p-value
(range) (range) (Mann-

Whitney
U test)

Group size 30 11

Age 71 (55 - 81) 72 (68 - 81) 0.156

Hgb (g/L) 99 (70 - 137) 109 (86-136) 0.204

Platelet number 135 (58 — 226) 199 (113-261) 0.010

(x107M9/L)

Plasma protein (g/L) | 87,4 (61,8 - 126,2) 80,6 (63,2 - 104,4) | 0.495

Albumin (g/L) 39,5 (22,7-57,8) 34,9 (27,9 - 58,9) 0.571

M protein (g/L) 32,6 (1,44 - 66,5) 21,9 (4,73 - 49) 0.824

Creatinine (umol/L) | 87 (57 - 393) 77 (61 - 157) 0.717

B2-microglobulin 5,2 (2,33-23,1) 58(2,5-14,3) 0.805

(mg/L)

Ca2+ (mmol/l) 1,25 (1,04 - 1,78) 1,15 (1,08 - 1,43) 0.329

BM PC 27,5(5,5-79) 16 (1-61) 0.116

(microscopy) (%)

LDH (U/L) 207 (103 - 1796) 185 (123 - 291) 0.717
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Previous lines of 2(1-7) 3(1-4) 0.717
treatment

ASCT 19/30 3/11
Treatment with 22/30 3/11
proteosome

inhibitors

Treatment with 20/30 11/11

immunomodulators

BM PC — bone marrow plasma cells. ASCT — autologous stem cell
transplant.

Some adhesion molecules are part of the immunophenotype that allows for
PC identification, but were analyzed as part of the adhesion
immunophenotype (CD38, CD138 and CD56). Mean CPC detected was 0,79
(SD + 1.309), median 0.1505 (Q1 0.024; Q3 0.901), with a range of CPCs
being 0,0069% - 4,71%.

The main point of comparison in the study was two groups of patients —
those with detectable CPCs (CPC+) and undetectable CPCs (CPC-) (table 1).
Their BM malignant PC immunophenotype was compared, specifically the
expression of adhesion molecules.
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Table 2. Comparison of adhesion molecule expression between different plasma cell populations

Cell populations compared Adhesion Expression % Wilcoxon Expression MFI Wilcoxon
molecule Median p value Mean p value
CD49d 100 vs 100 0,5820 | 45322 vs 24645 0,0284
CPC- vs CPC+ patient CD49%e 12 vs 9 0,0464 | 814 vs 328 0,0800
BM MMPCs CD38 100 vs 100 1,0000 | 21025 vs 16040 0,1154
CD138 100 vs 100 1,0000 | 4237 vs 2247 0,0140
CD56 100 vs 100 0,1007 | 54182 vs 21139 0,0152
CD49d 100 vs 100 0,4428 | 30192 vs 58090 0,0001
BM MMPCs vs healthy donor CD49% 10 vs 23 0,0155 | 458 vs 575 0,0312
BM PCs CD38 100 vs 100 1,0000 | 17377 vs 62912 0,0001
CD138 100 vs 100 1,0000 | 2781 vs 2517 0,9154
CD168 32vs8 0,1700 | 1468 vs 466 0,0017
CD49d 100 vs 100 0,9360 | 45322 vs 58090 0,1490
CPC- patient BM MMPCs vs healthy donor BM PCs | cD49e 12 vs 23 0,4030 | 814 vs 575 0,8510
CD38 100 vs 100 1,0000 | 21025 vs 62912 0,0001
CD138 100 vs 100 1,0000 | 4237 vs 2517 0,0850
CPC+ patient BM MMPCs vs PB CPCs CD49d 100 vs 98 0,0003 | 24645 vs 19662 0,0083
CD58 100 vs 96 0,0021 | 1332 vs 819 0,0001
CD38 100 vs 100 1,0000 | 16040 vs 12875 0,1413
CD138 100 vs 100 1,0000 | 2247 vs 1480 0,0022
All patients BM MMPCs vs CPCs CD49d 100 vs 98 0,0001 | 30192 vs 19662 0,0010
CD49% 10vs 3 0,0005 | 458 vs 170 0,0001
CD38 100 vs 100 1,0000 | 17377 vs 12875 0,0282
CD138 100 vs 100 1,0000 | 2781 vs 1480 0,0001
CD56 100 vs 100 0,4135 | 30004 vs 12826 0,0184
CD168 8vs3 0,0500 | 466 vs 327 0,3500

CPC — circulating plasma cells. BM — bone marrow, PCs — plasma cells, MMPCs — malignant PCs. CPC+ - patients with detectable
CPCs, CPC- - patients with undetectable CPCs.
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Figure 1. Difference in adhesion molecule expression between different
plasma cells (PC) populations. HD PCs — healthy donors normal bone marrow
(BM) PCs. CPC+ — malignant BM PCs of patients with detectable circulating
PCs (CPCs). CPC- — malignant BM PCs of patients without detectable CPCs.

There was a significant trend of adhesion molecule expression decrease —
with highest expression found in healthy donor PCs, lower in CPC- BM
MMPCs, even lower in CPC+ BM MMPCs and lowest in PB CPCs (figure 1).
These differences were clearest when comparing expression of CD38, CD49d
and CD56. Other adhesion molecules showed similar differences (CD18,
CD168, CD49e), however had dim expression or were expressed by a smaller
percentage of cells.

CPCs in the PB had lower expression of CD38, CD49d and CD138 — when
compared to CPC+ BM malignant PCs (table 2). CPCs also had lower CD56
and CD58 expression when compared to RRMM BM malignant PCs overall
(table 2).

Healthy donor PCs were used as controls of normal adhesion molecule
expression. They had highest expression of CD38, CD49d, CD49% and
CD168. However, CPC- BM malignant PCs had no statistical difference,
when compared to healthy donor PCs, in CD49d and CD49e expression,
meaning these patients had the closest to normal adhesion immunophenotype.
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Table 3. Analysis of maximum likelihood estimates for adhesion
molecules, in predicting circulating plasma cells presence in peripheral blood.

Analysis of Maximum Likelihood Estimates
Parameter DF Estimate Standard Wald p-value
Error | Chi-Square
CD45 MFI 1 -0.00008 0.000100 0.5928 0.4413
CD56 MFI 1 -0.00003 0.000014 4.6806 0.0305
CD38 MFI 1 -0.00005 0.000037 2.0278 0.1544
CD138 MFI 1 -0.00071 0.000281 6.3809 0.0115
CD19 MFI 1 -0.00254 0.00171 2.2145 0.1367
CD117 MFI 1 0.000021 0.000063 0.1066 0.7440
CD58 MFI 1 -0.00093 0.000493 3.5818 0.0584
CD49e MFI 1 -0.00214 0.00118 3.2574 0.0711
CD18 MFI 1 -0.00326 0.00202 2.5985 0.1070
CD184 MFI 1 -0.00074 0.000667 1.2423 0.2650
CD49d MFI 1 -0.00004 0.000018 5.4396 0.0197
CD44 MFI 1 7.572E-7 0.000184 0.0000 0.9967
CD11a MFI 1 -0.00038 0.000826 0.2167 0.6416
CD168 MFI 1 -0.00023 0.000335 0.4694 0.4933

MFI — mean fluorescence intensity. DF — degrees of freedom. Significant
findings highlighted in green.

Binary logistic regression analysis was performed to determine which
adhesion molecule expression was best at predicting CPC detection (table 3).
Three markers (CD56, CD138 and CD49d) had the best fit, and were used in
constructing a ROC curve (figure 2). A very satisfactory AUC for the model
was achieved (AUC=0,8909). Each of these markers had cut-offs calculated
for predicting CPC presence, as well as sensitivity, specificity positive and
negative predictive value (table 4).
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Figure 2. Area under ROC Curve for CD138, CD56 and CD49d when
predicting circulating plasma cell detection.

Table 4. Cut-offs, sensitivity and specificity for CD56, CD138 and CD49d
when predicting CPC presence in PB.

Variable Cut- Sensitivity | Specificity PPV NPV False False
off Positive | Negative

CD56 28430 | 66.7 72.7 87.0 444 | 13.0 55.6

MFI

CD138 3480 83.3 54.5 83.3 545 | 16.7 45.5

MFI

CD49d 41925 | 90.0 45.5 81.8 62.5 | 18.2 37.5

MFI

MFI — mean fluorescence intensity. PPV — positive predictive value. NPV
— negative predictive value.

Additional analysis was performed to see if CPC percentage concentration
correlated with adhesion molecule expression (using Spearman rho), however
no statistically significant correlation was detected. The closes marker to
significant correlation was the inverse relationship between lower CD49e
expression by MFI and higher CPC percentage.
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3.2. Malignant plasma cell immunophenotype is related to chromosomal
aberrancies used in risk assessment

73 patients diagnosed and treated for MM at VUH SK, that fit inclusion
criteria (diagnosis of MM according to IMWG, Euroflow FC panel and SNP-
a karyotyping at diagnosis performed), were selected for analysis (Table 5).

Table 5. Study population characteristics. High risk aberrancies — 17p
deletion, 1q duplication, t (4;14), t (14;16), t (14;20).
Characteristic Patients (%) n =73

Male 30 (41,1 %)
Female 43 (58,9 %)
R-ISS stage 1 10 (13,7 %)
R-ISS stage 2 42 (57,5 %)
R-ISS stage 3 19 (26,0 %)
m-SMART standard risk 35 (47,9 %)
m-SMART high risk 38 (52,1 %)
Normal karyotype 19 (26,0 %)
No high-risk aberrancies 49 (67,1 %)

1 high-risk aberrancy 21 (28,8 %)

2 high-risk aberrancies 34,1 %)

IgG 36 (49,3%)
IgA 15 (20,5%)
Characteristic Median (range)
Age 67 (42 - 84)
ECOG evaluation 1(0-4)

HgB (g/L) 110 (67 - 185)
Creatinine (umol/l) 92 (38 - 920)

Beta-2-microglobulin (mg/l)

4,9 (1,38 — 47,41)

Albumin (g/l)

40 (15,9 - 54,7)

LDH (U/l)

199 (104 - 697)

Ca2+ (mmol/l)

1,22 (1,04 — 2,61)

Most immunophenotypic markers had no statistical association with
overall survival, possibly due to shorter follow-up time (average 699 days).
Overall survival was 68,5% in the entire group. The highest survival was in
the group of patients with isolated hyperdiploid karyotype (HK) (90%),
however the difference wasn’t statistically significant when compared to all
patients with non-isolated HK (p>0,05). One interesting correlation was
between CD38 and survival. CD38 MFI was also checked for correlation with
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other parameters, but the only correlation was with percentage of MMPCs in
bone marrow and ISS/R-ISS stage (figure 8), with no correlations with high
risk chromosomal aberrancies by themselves (table 6). Two categories of
patients were separated according CD38 expression — those with BM MMPC
CD38 MFI above or below 15 000 (figure 3). 15 000 was chosen as close to
the mean for the entire patients group. Those with CD38 MFI below 15 000
had survival of 58,5%, those CD38 MFI above 15 000 had survival of 95%,
with a significant Kaplan-Meier log rank test (p=0,03).

Kaplan-Meier cumulative survival graph between patients with high and low CD38 MFI

MMPC CD38 MFI below 15,000
~TMMPC CD38 MFI above 15,000

08

06

04

Cumulative survival

02

00

1] 200 400 B00 800 1000

Time (days)

Figure 3. Survival differences in patients with CD38 MFI above and below
15 000. MFI — mean fluorescence intensity. MMPC — BM malignant PCs.

Patients were divided according to chromosomal aberrancies or
translocations detected. 30 patients (41%) had HK, associated with standard
risk. They had higher expression of CD45, CD56, CD117, CD138 on PCs, as
well as higher malignant PC percentage, especially in non-isolated HK.
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Figure 4. Malignant PC immuophenotype comparison between patients
with hyperdiploid and non hyperdiploid MMPC karyotype
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MMPC — bone marrow malignant PCs. MFI — mean fluorescence intensity.

Chromosomal aberrancies commonly acknowledged as high-risk are 1q
duplication, 17p deletion, translocations t(4;14), t(14;16).

16 patients (22%) had 1q duplication. Patients with 1q duplication had
malignant PC with lower CD27, CD117 expression, as well as higher
aberrant/normal PC ratio (table 6). In general, lower CD27 expression (figure
5) and lower CD117 (figure 7) expression was related to higher risk factors.

8 patients had 1q duplication in addition to HK. When compared to isolated
1qg duplication, patients with combination HK and 1q had higher CD117
expression.
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Figure 5. CD27 expression comparison between 1p deletion and different
categories of m-SMART and R-ISS.
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Figure 6. Malignant PC (MMPC) percentage in bone marrow comparison
between chrl4 deletion, chrl3 deletion, 1p deletion and mM-SMART
categories.
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Figure 7. CD117 expression comparison between 1q duplication, t (4;14),
and chrl4 deletion. MMPC — malignant BM PCs.
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Table 6. Comparison of immunophenotype, cell populations and laboratory assays between different chromosome aberrancies.

HK (non- | HK 1q No 1q (4:14) t(4;14) not | Chrl4 No chrl4 10 deletion 1p deletion

isolated) 20 | (isolated)10 duplication duplication 7 (’100/) detected deletion deletion 9p(120/) not detected

(27%) (14%) 16 (22%) 57 (78%) ° 66 (90%) 8 (11%) 65 (89%) > 64 (88%)
CD27 % 64 82 62 7 56 77 69,5 74 43*%] 78%1
CD27 MFI 1313 2523 1118*] 2532%1 1123 2442 2624 2323 1123*%] 2619%1
CD38 MFI 11146 13033 10679 12594 12006 11848 10726 12006 10965 11945
CD45 % 48,5 62,5 32 42 30 41 315 41,5 42 40,5
CD45 MFI 1162 1524 1089 900 1089 908 865 919 916 911
CD56 % 100 100 100 98 100 97 95 99 100 97,5
CD56 MFI 19210 21590 11271 9452 11645 8885 6634 11314 11271 9966
CD117 % 31 61 2% 20%1 1%] 21%1 1%] 19%1 4 21
CD117 MFI 929 1494 326%] 657*1 225 649 215%| 632%1 408 649
CD138 MFI 45732 47978 39489 38436 31296 39003 34173 39321 37720 39338
Malignant PC% BM 16,7%1 4,1%| 73 8,4 6,1 7,0 21,8%1 7,2%| 20,5%1 6,0%|

0,033*
Normal PC% BM 0,026* | 0,068%1 0,013* t 0,012* 0,033*1 0,012 0,031 0,012* | 0,035%1
. . 168,5* 1145,7* 168,5

Malignant/normal PC ratio 538,2%1 71,3%| 566,3*1 L 317,0 189,0 + % 1938,6%1 157,7%]
CD56+ T/NK cell% 29,9*%1 21,4%| 25,3 24,6 26,3 24,6 26,8 245 32,9%1 24,3*%|
CD27+ T cell%. 40* | 47%1 41 44 41,3 43,9 43,7 43,8 41,3 44,1
B lymphocyte %. 6,8 11,7 6,8 9,4 11,4 8,6 4,7%| 9,4%1 5,6 9,1
Beta-2-microglobulin (mg/l) 6,4%1 3,3%] 5,8 4,5 5,7 4,7 7,4 49 14,3*1 4,1%]
Hemoglobin (g/L) 97,5%| 123%1 96,5%| 115%1 97+%| 113%1 100,5 110 98+ | 113%1

HK- hyperdiploid karyotype. MFI — mean fluorescence intensity. BM — bone marrow. Arrows indicated decrease or increase,
statistically significant findings highlighted and marked with*

137




Table 7. Comparison of immunophenotype, cell populations and laboratory assays between different MM staging and risk scoring
systems

m-SMART m-SMART R-ISS stage ISS stage

high risk standard risk 1 2 3 1 2 3

35 (48%) 38 (52%) 10 (14%) 42 (58%) 19 (26%) 25 (34%) 16 (22%) 30 (41%)
CD27 % 64% | 85%1 861 78%1 55,00% 74%1 941 57%|
CD27 MFI 2017 2626 2442%1 28131 1103*| 2531%1 3897%1 1373%|
CD38 MFI 11667 11884 14560%1 12783*1] 10238*| 14895%1 12440* | 1 10106%|
CD45 % 34 44 36 44 37 36 38 45
CD45 MFI 919 900 794 1129 919 871 972 1006
CD56 % 98,5 98 99 97 99,5 99 93 99
CD56 MFI 10097 11691 15159 6622 11050 11691 9903 9017
CD117 % 13 32 41 6 22 23 4 18
CD117 MFI 451 781 1111 411 691 693 291 613
CD138 MFI 37536 41261 362171 41261* |1 27662*| 40490 38792 32820
Malignant PC% BM 8,4%1 2,5%| 3,5%] 6,81 14,4%1 3,5%] 2,6%| 16,7*%1
Normal PC% BM 0,022%| 0,044 0,041%1 0,034% |1 0,013*| 0,042 0,032 0,022
Malignant/normal PC 3171 88,1%| 42%| 169%1 501*1 65,7%| 140,6* | 435,2%1
ratio
CD56+ T/NK cell% 26%1 23,5%] 28,8 24 30 259 22,9 28,0
B lymphocyte %. 6,7 9,7 13,8%1 9,4% |1 5,5%] 9,9 74 5,9
Beta-2-microglobulin 58 3,7
(mgfh)
Hemoglobin (g/L) 99,5%| 116*1 119,5%1 113* |1 94% | 124%1 118* |1 97%|
Albumin (g/L) 40,1 39,7

HK- hyperdiploid karyotype. MFI — mean fluorescence intensity. BM — bone marrow. Arrows indicated decrease or increase,
statistically significant findings highlighted and marked with *
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Translocation t(4;14) was detected in 7 patients (10 %), they had lower
CD117 expression, as well as lower normal PC percentage (table 6). 17p
deletion was detected in 9 patients, however had no statistically significant
relationship to immunophenotype. Translocations t(14;16) and t(14:20) were
both detected in 1 patient each, insufficient for statistical analysis.

Other chromosomal aberrancies described in literature as higher risk
include chromosome 14 monosomy or deletion of 14q, as well as chromosome
13 monosomy and 1p deletion.

14q deletion or chrl4 monosomy was detected in 8 patients (11%) and was
related to dim CD117 expression and higher malignant PC percentage (table
6). In general, higher percentage of malignant PCs was related to higher risk
(figure 6).

23 patients (32%) had chromosome 13 monosomy. They had higher
malignant PC percentage and MMPC/normal PC ratio (figure 5). 1p deletion
was related to lower CD27 expression, higher MMPC and lower normal PC
percentage (table 6).

Risk assessment methods such as ISS, R-ISS and m-SMART also were
related to immunophenotype, showing lower CD27, CD38, CD138
expression, higher malignant PC percentage and lower normal PC percentage
(table 7).
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Figure 8. CD38 and CD138 MFI, malignant PC percentage in different R-
ISS categories
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3.3. Multiple myeloma minimal residual disease analysis strategy
harmonization

During the first stage, 8 patient data files, collected after BM sample
preparation, were analyzed individually in separate centers. Participants were
asked to determine whether the samples were MRD positive or negative, as
well as to calculate the MRD percentage, along with additional populations
related to BM aspirate quality.

At VUL SK, we have long used and adopted steps to first gate singlet cells,
living cells, as well as general, wide gates for primary isolation of PCs, such
as a triangular gate on CD45-dim and CD38+bright cells, as well as plots with
parameters SSC/CD38 and SSC/CD138. This increases the preliminary
population to be checked for presence of malignant PCs.

After the first stage, an online meeting has held, during which sources of
variance were discussed, and solutions proposed. These were included in the
final gating strategy.

A four-stage strategy was decided for determining total cells analyzed:

1) Gating of a continuously acquired sample on FSC-A vs Time plot,

where cell aggregates and air bubbles would be excluded.

2) Gate singlet cells on a plot of FSC-A and FSC-H.

3) A polygonal gate on a plot of FSC-A and SSC-A, to gate living cells.

4) The final population would be gated on a plot of SSC-A and CD45,

to include both CD45+ and CD45- events.

All cells falling in the final region would be labeled “Total analyzed cells”.

Plasma cells are gated on a plot of CD38 vs CD138, CD38 vs CD45,
CD138 vs CD45, however due to plasma cells being larger and having
different FSC characteristics, singlet cells gating is modified and drawn more
broadly to include all PCs.
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Figure 9. Gating strategy for total plasma cells (PCs).

The hardest part of the MM-MRD analysis is differentiation of normal and
aberrant PCs. A large combination of gates is needed, and there is no single
immunophenotype that determines malignancy. A carefully considered gating
strategy, that is followed closely, could allow for more repeatable results. A
combination of these gates is used in the first tube: CD38 and CD117, CD45
and CD38, CD45 and CD27, CD81 and CD27, and all subpopulations in the
combination of CD19 and CD56 are looked through for suspicious aberrant
populations. The same steps are repeated in the second tube, with the
combinations: CD45 and CD38, CD45 and CD27, cKappa and cLambda.

Normal PCs usually have the phenotype CD19+, CD56-, CD45+,
CD38+bright, CD117-, CD81+, CD27+ and polyclonal light chain expression,
however more heterogenous expression of CD19, CD56, CD45 and CD81 has
to be allowed. All cell populations that deviate from this have to be examined
carefully.

The gating strategy described below is generalized, with some changes due
to differences in phenotype for each patient.

1) A scatter plot is created with CD56 and CD19. All cells from

previously gated all PCs are put on the plot. A region is drawn to
include likely aberrant PCs (not CD56-, CD19+ cells)
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2) Outofthe previous gate, on a plot of CD38 and CD45 cells are selected
to include CD38 and CD45 dim aberrant PCs.

3) The nextgate is drawn on a plot of CD45 and CD117, to include CD45-
, CD117+ events.

4) The final gate is drawn to include CD81 and CD27 dim events. These
cells are highlighted and labeled MRD.

Some modifications are needed for tube 2, due to the lack of CD81 and
CD117, so cells gated with a suspect phenotype are checked for light chain
clonality. Cells with clonal light chain expression are labeled MRD.

After this gating strategy was adopted, files from the first stage were
reanalyzed, in the second stage. After this, particular attention was paid to
differences in populations used to determine BM sample quality.

Third stage was the final one, and included analyzing FCS files from 10
more patients, which weren’t analyzed previously, using the new consensus
strategy. In the third stage, agreement about MRD status was 81,8% (+
11,6%), which was similar to both stage one (83,8% = 15,0%) and stage two
(85,3% =+ 13,7%).

Our results for determining LOD and MRD were close to the group average
in the third stage (tables 8, 9), less than 2 SD from the average.

Table 8. LOD results for VUL SH and group average, as well as CV, in
the third stage of the trial

Sample | LOD (VUL SH) | LOD vidurkis (SD) CV, %
MRD+

001 0,00026 0,00026 + 0,00002 | 8,33
003 0,00023 0,00023 + 0,00001 | 3,37
006 0,00022 0,00022 +£0,00001 | 3,56
007 0,00024 0,00023 +0,00001 | 4,58
010 0,00027 0,00027 £0,00001 | 4,57
MRD-

002 0,00024 0,00023 +0,00001 | 6,09
004 0,00032 0,00029 + 0,00002 | 7,69
005 0,00023 0,00023 + 0 1,92
008 0,00025 0,00025 +0,00002 | 8,82
009 0,00024 0,00024 +0,00001 | 2,62
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Table 9. MRD results for VUL SH and group average, as well as CV, in
the third stage of the trial

Sample MRD, % MRD, % (average+- CV, %
(VUL SH) SD)
MRD+
001 0,0007 0,0013 +0,00072 55,7
003 0,001 0,00196 + 0,00109 55,78
006 0,0017 0,00203 = 0,0007 34,8
007 0,0018 0,00239 + 0,00073 30,66
010 0,0008 0,00086 =+ 0,00045 52,69
MRD-
002 0,0001 0,00004 £ 0,00009 236,02
004 0,0001 0,00485 +0,01268 261,35
005 0,0005 0,00023 £ 0,00048 211,23
008 0,0002 0,00007 = 0,00012 173,89
009 0,0002 0,00253 +£0,00628 248,83

Other populations than MRD were also checked for increased
repeatability. With the consensus analysis method, there was decreased
variation in total cells analyzed in the second and third stage. Total cells
analyzed is very important, especially in negative MRD determination, as it
determines the level of detection of an MRD assay.

The consensus strategy significantly decreased variation in mastocyte and
hematogone percentage between the first the final two stages (p<0,001). This
applied to both MRD positive and negative samples.
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Figure 10. Gating strategy for mastocytes, hematogones, myeloid and
erythroid precursors.
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ROC analysis was performed to determine which populations, and at what
cut-offs, were best used to determine BM sample quality. The best criterium
was decided to be 0,0015% or more mastocytes detected in the sample
(p<0,001). If there are less than 0,0015% mastocytes detected, at least one
other population should be checked. If it was below the cut-off as well, sample
should be considered unreliable for MRD detection, and this should be noted
in the final laboratory report.

The second most reliable population was determined to be hematogones,
with a cut-off value of more than 0,025% (p<0,001). Myeloid precursors
detected more than 0,146% could also be used to determine sample quality.
The least useful population was determined to be erythroid precursors, with a
cut-off value of 0,754%. After adoption of these criteria for sample quality,
agreement between participants as to sample quality being good enough to
determine MRD rose from 72,4% to 97,1%.

4. DISCUSSION

4.1. Impact of adhesion immunophenotype on circulating plasma cell
detection

Patients who are resistant to previous treatment are a good target for
clinical studies. This group of patients had a worse prognosis, due to a
detectable MRD clone in the BM. However, even then they had distinct
differences in BM malignant PC immunophenotype, depending on whether
CPCs were detectable. And it was also clear that CPC immunophenotype itself
is distinct — with lower expression of adhesion molecules. Some of these
differences, such as decreased CD38 expression, have been associated with
worse prognosis (31). Some authors have also found contradictory results,
such as increased CD49d expression (32). It has also been noted that some
treatment, such as immunomodulators, decreases CD49d expression, which
decreases adherence to BM stroma (33).

While CD49d decrease in CPCs has been described (34), the difference
that can be detected already in the bone marrow is a novel finding, along with
the gradual decrease of some adhesion markers in specific PC populations.
Similar changes, which we saw in CD56, have also been described (34), as
well as changes in CD58 expression (35). Paiva et al. (36) described
chemotherapy resistant MRD clones, which have increased expression of
CD11a, CD49d, CD49e and CD44. We saw increased expression of CD49e
for example, when compared to healthy donor PCs, however in general this
shows the dual function of adhesion molecules — increased expression may
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increase resistance to treatment, while decreased expression encourages
disease spread (34).

In summary, we found statistically significant decrease in adhesion
molecules - CD49d, CD49e, CD56 and CD138, as well as a decreasing
tendency of CD38, CD58, CD18 and CD168, when comparing the BM
malignant PCs of CPC- and CPC+ MM patients. A further decrease was seen
in CPCs themselves. This shows that changes in adhesion immunophenotype
are present before the CPCs enter the PB and are likely necessary to exit the
BM environment. We also noted that expression of CD49d and CD49e didn’t
differ significantly between CPC- patient BM PCs and healthy donor PCs,
meaning these patients have malignant PCs that are closer to normal PCs, and
are less likely to disseminate. CPCs had even lower expression of CD49d,
CD49e, CD56, CD138, CD58 than BM malignant PCs, showing the loss of
adhesion molecules is continuous and is directed towards extramedullary
spread. All these changes can be used for identifying patients with higher risk
of progression as well as to potentially direct therapy that influences adhesion
molecule expression.

4.2. Malignant plasma cell immunophenotype is related to chromosomal
aberrancies used in risk assessment

Chromosomal aberrancies are important in determining MM disease stage
and prognosis, and methods such as molecular karyotyping vis SNP arrays
allow for precise and thorough examination of these changes. However, when
a combination of different risk aberrancies is detected, clear prognosis may be
difficult, and it is possible for MMPC immunophenotype to provide additional
data for categorization.

We found specific, statistically significant differences in malignant PC
immunophenotype, which were related to different high-risk chromosomal
aberrancies. In general, downregulation of CD27, CD38, CD45, CD56,
CD117 and CD138 expression was related to high-risk aberrancies, as well as
higher ratio between malignant/normal PCs in MM patient BM. Other authors
have noted different immunophenotypes being found in different genetic
aberrancies, however a clear link to risk hasn’t always been established, also
made more difficult by differences in markers being tested. Arana et al. (31)
described CD19+, CD27-, CD38+dim, CD45+, CD81+, CD117- and CD138+
dim as a combination of markers with worse prognosis, particularly a
combination of three markers — CD38+dim, CD81+, CD117-. We also CD38
downregulation associated with shorter overall survival. While we didn’t find
differences in CD81 expression between different chromosomal aberrancies,
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low expression of CD27, CD117 and CD138 was related to high-risk
aberrancies in our study. CD27 dim expression has been associated with
RRMM patients (37), as well as progressive disease (35), and we found low
CD27 expression in 1qg duplication and 1p deletion, as well as higher risk
categories of ISS, R-ISS and m-SMART. Nijhof et al. (38) wrote about
importance of CD38 expression when daratumumab treatment is considered,
however few of our selected patients received daratumumab, yet CD38
expression was related to survival in those that didn’t. While CD38 expression
hasn’t conclusively been shown as an independent risk factor, dim CD38 has
been linked to worse prognosis (28). We found decreased CD45 expression in
some high-risk categories - Gonsalves et al (39) had associated CD45 to worse
prognosis previously, however CD45 expression remains unclear in
association to risk, in different studies.

Patients with standard-risk associated hyperdiploid karyotype had a
distinct immunophenotype — markedly increased CD56, as well as higher
CD45, CD117 and CD138 ekspresija expression. Isolated HK also showed
lower malignant/normal PC ratio, which we found correlated with lower risk.
In general, HK can ameliorate high-risk aberrancies, however isolated HK
appears to have a better prognosis. Lower CD56 expression, for example, has
been linked to worse effectiveness of proteosome inhibitors, such as
bortezomib (40).

MM patients often have lower normal PC counts at diagnosis, which is
related to competition for the BM stroma (41). Larger percentages of
malignant PCs are also related to progression from SMM to MM (25). We
found that high risk aberrancies had higher malignant/normal PC ratio,
specifically 14q deletion/chrl4 monosomy, chrl3 monosomy, 1p deletion, 1q
duplication, t(4;14) and non-isolated HK (especially compared to isolated
HK). The malignant/normal PC ratio, as well as some immunophenotype
differences, were seen in the risk estimation methods themselves, including
ISS, R-ISS and m-SMART. To sum up, specific immunophenotypic features
can be linked to high-risk genetic aberrancies, and higher risk categories in
MM patients at diagnosis. These features are shared among some high-risk
categories, and a profile of immunophenotype features could provide
additional data in determining prognosis.

4.3. Harmonization of minimal residual disease gating strategy

MM MRD monitoring is recommended by the IMWG, because it allows
better patient stratification and monitoring during treatment. MRD can be
more accurate than traditional MM monitoring methods, such as

146



electrophoresis, free light chain assays or BM aspirate microscopy (41).
Clinical trials have shown the usefulness of MM MRD results in predicting
patient overall survival and time to progression (3). MM MRD based on flow
cytometry has wide applicability, in more than 95% of patients, and allows for
quick differentiation between normal and aberrant PCs (23). It also allows
determination of BM quality, which is useful when a sample may be diluted
by PB, and an MRD negative result may not be reliable.

Harmonization of analysis strategy, especially cell population gating, that
is independent of fluorochromes used, or instrumentation, allows different
investigators to achieve similar results, both in MRD and in assessing BM
aspirate sample quality (42). Importantly, it also highlights that CD38
reduction hinders standard gating, as CD38 expression is reduced up to six
months after therapy (43). Information about daratumumab use should be
provided along with an MRD assay order (44). Another possible solution is
use of CD38 independent reagents or alternative gating strategies (such as
CD138/CD45). There are also antibodies being developed that are not affected
by daratumumab (CD229, CD319 and VS38c).

MRD percentage can be underestimated due to BM aspirate dilution by
peripheral blood (45,46). Due to this dilution, as well as other problems, such
as viability and adhesion properties of PCs, the number of malignant PCs is
consistently lower than in the trephine biopsy, or even morphological
evaluation of the aspirate (47). Quality criteria such as mastocytes,
hematogones, myeloid and erythroid precursors are very important in
determining whether a sample is representative of the bone marrow, and there
should be further studies in determining cut-offs for these populations. The
only other study that tries to provide these cut-off is a study by the Euroflow
group (17). A larger study might provide more reliable cut-offs to use
universally.

To sum up, the gating strategy harmonization for FC MM MRD assays
provides more consistent results of the MRD itself, and better evaluation of
the BM aspirate sample, which is very important when considering the
reliability and comparability of results.

5. CONCLUSIONS

1. Decreased expression of adhesion molecules CD49d, CD49e, CD56,
CD38 and CD138 on MM patient BM MMPCs determines PB CPC
formation. This can be used in practice to predict MM progression
associated with increased CPC detection.
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2. MM patient MMPC CD38 expression less than 15,000 by MFI in the
FITC channel (when Euroflow guidelines are followed) is related to
higher 1SS and R-ISS stage and shorter survival, independent of
chromosomal aberrancies. Lower expression of CD27, CD56, CD117
and CD138 expression is related to higher BM malignant PC
percentage and lower normal PC percentage, as well as related to
higher risk chromosomal aberrancies, such as 1q gain, t(4;14), chrl4
deletion, 1p deletion.

3. Using a harmonized MM MRD data analysis algorithm, the
agreement between different experts when determining level of
detection, level of quantification and BM aspirate criteria is increased
up to 97,1%.

4. Mastocyte percentage above 0,0015%, B cell precursor percentage
above 0,025% and myeloid precursor percentage above 0,146% are
the best criteria in determining BM aspirate quality for MRD analysis.
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Applicability of flow cytometry for the diagnostics of myelodysplastic
syndromes. Laboratoriné medicina : Lietuvos laboratorinés medicinos
draugija. ISSN 1392-6470. 2018, t. 20, Nr. 3, p. 183-188.

Presentations:

1.

Radzevic¢ius M. Multiple myeloma immunophenotype related to
genetic aberrancies used in risk stratification. XV1 Baltic Congress In
Laboratory Medicine. Talin, Estonia. September 22 — 24, 2022.
Radzevicius M(presenter), Dirs¢ V, Klimiené I, Matuzeviciené R,
Zvirblis T, Kuginskien¢ Z.A., Pegeliinas V. Multiple myeloma
immunophenotype related to chromosomal aberrancies used in risk
stratification. XXXVth International Symposium on Technical
Innovations in Laboratory Hematology. Bologna, Italy. September 7-
101, 2022.

Radzevicius M(presenter), Klimiené I, Matuzevi¢iené R, Kucinskiené
Z. A., PecCelitinas V. Presence of circulating plasma cells is related to
adhesion molecule expression. 5th International Conference of
Evolutionary Medicine. Vilnius, Lithuania August 24-27" 2022.
Radzevicius M. Minimalios liekamosios ligos tyrimai ir naujos kartos
tekmés citometrija. Online conference ,,.Biomedicininé diagnostika
2022 m.: mokslas ir praktika. May 5" 2022.

Radzevi¢ius M. Experience with MM MRD in our clinical laboratory:
theory and practice. Cytognos, S.L. organized webinar. March 30™
2021.

Radzevicius M(presenter), Klimiené I, Pecelitinas V, Matuzeviciené
R, Kucinskiené Z. A. Adhezijos molekuliy ekspresija mielominés ligos
plazminése lgstelése. 12" Lithuanian junior scientist conference
»Bioateitis: gamtos ir gyvybés moksly perspektyvos”, Kaunas,
Lithuania. December 11" 2019. Awarded 1%t place.

Radzevic¢ius M. Tékmés citometrijos vaidmuo hematologijos
laboratorijoje. Scientifi-practical conference ,,Procesai iki tyrimy ir
kiti aktualts Siandieninés laboratorinés medicinos klausimai®. Vilnius,
Lithuania. April 9™, 2019.

Radzevic¢ius M.(presenter), Matuzeviciené R. Review of Lithuanian T
Acute Lymphoblastic Leukemia Flow Cytometric Cases Registered on
the NOPHO Database. 3th annual NOPHO conference. Vilnius,
Lithuania. June 1-5" 2018.
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Training:
1. 5-th International Cytometry Summer School. Organized by ESCCA.
Valencia, Spain. July 3-7t" 2017.
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11. PADEKA

Noriu padékoti zmonéms, be kuriy pagalbos ir paramos Sio darbo nebii¢iau
galéjes pabaigti.

Pirmiausia dékoju savo darbo vadovei, gerb. prof. Zitai Ausrelei
Kuéinskienei, kuri mane skatino ir palaiké per visus doktorantiiros studijy
metus. Profesore, Jiisy patarimai, pastabos, kantrybé ir suprantingumas buvo
nejkainojami.

Ypatingai noriu padékoti dr. Rédai MatuzeviCienei, kuri iskilus
sunkumams raSant darba visuomet iStiesdavo pagalbos ranka, jkvépdavo
ieSkoti gery minciy ir skatino tobuléti.

Taip pat noriu padékoti savo darbo konsultantui dr. Valdui Pecelitinui uz
visa indélj, pagalba ir patarimus, padéjusius man nuodugniau suprasti Sio
tyrimo sritj.

Dékoju savo kolegoms i§ VUL SK hematologijos ir bendrosios citologijos
laboratorijos, kurie man visada padédavo dalindamiesi savo ziniomis,
patarimais ir idéjomis. Jusy pagalba ir palaikymas $io darbo metu buvo
nepaprastai vertingi.

Taip pat dékoju kolegoms i§ VU MF padéjusius man eiti $iuo mokslo keliu.

Dékoju ir savo mylimai Seimai — Zzmonai Viktorijai ir sinui Dovydui, kurie
visada man suteikia jégy, Mamai uz gerus patarimus, Sesei uz palaikymo
zodzius ir amzing atilsj Mociutei, kuri manimi visuomet tikéjo ir né akimirkos
neabejojo mano sékme. Jy nuostabi parama ir geras Zodis padéjo
sunkiausiomis akimirkomis.

Dar kartg noriu padékoti visiems buvusiems Salia, be Jisy padrasinimo §io
kelio pabaigos nebiui¢iau galéjes jsivaizduoti.
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ISsilavinimas

« 2008 — 2014 m. Vilniaus universiteto Medicinos fakultetas (VU MF),
medicinos magistro laipsnis, bei gydytojo kvalifikacija.

2014 - 2018 m. Laboratorinés medicinos rezidentiira, gydytojas
rezidentas Vilniaus universitetingje ligonin¢je Santaros klinikose (VUL SK).

* 2017 — 2023 m. Doktorantiiros studijos Vilniaus universitete.

Darbo patirtis

« 2015 - 2018 m. medicinos gydytojas VUL SK.

* 2018 — 2023 m. laboratorinés medicinos gydytojas Hematologijos ir
bendrosios citologijos laboratorijoje, Laboratorinés medicinos centre,
VULSK. Veiklos sritis — tékmés citometrijos tyrimai.

* 2015 - 2023 m. jaunesnysis asistentas VU MF. Déstymo sritis —
zmogaus fiziologija, medicinos studentams lietuviy ir angly k.

Narysté organizacijose

* Lietuvos laboratorinés medicinos draugija (LLMD), Europos
klinikinés chemijos ir laboratorinés medicinos federacija (EFLM).

Konferencijos ir pranesimai

2016 m. Europos klinikinés lgsteliy analizés draugijos (European
Society of Clinical Cell Analysis - ESCCA) kasmetiné konferencija
Edinburge, JK.

* 2016 m. Tarptautinés laboratorinés hematologijos draugijos
(International Society for Laborotory Hematology — ISLH) konferencija
Milane, Italijoje.

* 2017 m. ESCCA 5-toji tarptautiné vasaros mokykla, hematologijos
kursas.

*+ 2018 m. ESCCA kasmetiné konferencija Valencijoje, Ispanijoje.

« 2018 m. 36-0ji kasmetin¢ Siaurés $aliy pediatrinés hematologijos ir
onkologijos (Nordic Society for Pediatric Hematology and Oncology —
NOPHO) konferencija Vilniuje. PraneSimas: ,,Review of Lithuanian T Acute
Lymphoblastic Leukemia Flow Cytometric Cases Registered on the NOPHO
Database*.
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* 2019 m. balandzio 9 d. Tékmés citometrijos vaidmuo hematologijos
laboratorijoje. Moksliné — praktiné konferencija ,,Procesai iki tyrimy ir Kkiti
aktualiis Siandieninés laboratorinés medicinos klausimai®.

. 2019 m. Jaunyjy moksliniky konferencija ,,Bioateitis®, Lietuvos
sveikatos moksly universitete (LSMU), Kaunas.

* 2021 m. kovo 30 d. Pranesimas: ,,Experience with MM MRD in our
clinical laboratory: theory and practice“. Cytognos, S.L. Internetinis
seminaras.

* 2022 m. geguzés 5 d. PraneSimas ,,Minimalios liekamosios ligos
tyrimai ir naujos kartos tékmés citometrija“. Konferencija ,,Biomedicininé
diagnostika 2022 m.: mokslas ir praktika.

2022 m. rugpjucio 24-27 d. PraneSimas: ,,Presence of circulating
plasma cells is related to adhesion molecule expression®. 5-toji Tarptautiné
evoliucinés medicinos konferencija, Vilnius.

* 2022 m. rugsé¢o 22 — 24 d. PraneSimas ,Multiple myeloma
immunophenotype related to genetic aberrancies used in risk stratification®.
XVI Baltijos $aliy laboratorinés medicinos kongresas. Talinas, Estija.

Mokslo projektai

«  Siaurés $aliy pediatrinés hematoonkologijos projektas NOPHO,
jungtinio ALLTogether projekto dalis.

Apdovanojimai

»  Geriausias 2019 m. 12-osios jaunyjy mokslininky konferencijos
BIOATEITIS: gamtos ir gyvybés moksly perspektyvos praneSimas
»Adhezijos molekuliy raiSka mielomine liga serganciy pacienty plazminése
lastelése*.

Doméjimosi sritys

* Klinikiné Iasteliy analizé, tékmés citometrijos taikymas
hematoonkologiniy ir kity susirgimy diagnostikoje, gydymo sekime.
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