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SANTRUMPOS

AG antigenas

AK antikiinas

AL su imunoglobulino lengvosiomis grandimis susijusi amiloidozé
BI bendras i§gyvenamumas

BMP-2 kaulo morfogenetinis baltymas-2 (angl. Bone morphogenetic protein)
CD diferenciacijos grupe (angl. Cluster of differentiation)

CPL cirkuliuojancios (periferiniame kraujyje) plazmings lgstelés
pCPL- piktybines CPL
nCPL — normalios CPL

CRAB akronimas: kalcis, inkstai, anemija, kaulai (angl. calcium, renal,

anemia, bone)
DDT  dideliy doziy chemoterapija
Dkk-1  dickkopf homolog-1 baltymas
DS Durie-Salmon stadizacijos sistema
FISH fluorescentiné in situ hibridizacija
FSC tiesin¢ Sviesos spindulio sklaida (angl. forward scatter)
GEP Geny raisSkos profiliavimas (angl. Gene expression profiling)

HGF hepatocitu augimo faktorius

IFM imunofluorescentiné mikroskopija
Ig imunoglobulinas
Il interleukinas



IMWG tarptautiné mielominés ligos darbo grupé (angl. International

Myeloma Working Group)
ISS Tarptautiné stadizacijos sistema (angl. International Staging System)
KC kauly Giulpai

KCPL  kauly &iulpy plazminés Igstelés
aKCPL — CD138+/CD38+/CD19-/CD56+ subpopuliacija
nKCPL — CD138+/CD38+/CD1+/CD56- subpopuliacija
dnKCPL — CD138+/CD38+/CD19-/CD56- subpopuliacija
dtKCPL — CD138+/CD38+/CD19+/CD56+ subpopuliacija

p(a)KCPL — CD138+/CD38+/CD19-/CD56+
monokloniné¢/maligniné subpopuliacija

p(dn)KCPL — CD138+/CD38+/CD19-/CD56+
monokloniné¢/maligniné subpopuliacija

KKLT kamieniniy kraujodaros Igsteliy transplantacija
LDH laktatdehidrogenaze

LG lengvosios grandinés

LIP laikas iki progresijos

LLG laisvos lengvosios grandinés

MIP-1a makrofagy uzdegiminis baltymas — la (angl. macrophages

inflammatory protein)
ML mielominé liga
MLL  minimali liktin¢ liga
MNRG monoklonin¢ neaiskios reikSmeés gamapatija

MP melfalanas ir prednizolonas



MPV  melfalanas, prednizolonas ir bortezomibas
MPT melfalanas, prednizolonas ir talidomidas
MRT  magnetinio rezonanso tomografija

PET pozitrony emisijos tomografija

PGR polimeraziy grandininé reakcija

PI pasikliautinis intervalas

PK periferinis kraujas

PL plazmines Iasteles

RA recidyvavusi ar atspari gydymui (mielomine liga)

RANKL branduolio faktoriaus kappa-B receptoriaus aktyvatorius (angl.

receptor activator of nuclear factor kappa-B)

RML  rusenanti mielomin¢ liga

SD sveiki donorai

SSC Soning¢ Sviesos sklaida (angl. side scatter)
TC tekmes citometrija

TNF tumoro nekrozés faktorius

VAD vinkristinas, adriamicinas ir deksametazonas

VEGF kraujagysliy endotelio augimo faktorius (angl. vascular endothelial

growth factor)

VFI vidutinis fluorescencijos intensyvumas



1. IVADAS

1.1. Problemos aktualumas

Mielominé liga (ML) yra galutinés B limfocity diferenciacijos stadijos
lasteliy — plazmocity, piktybiné¢ liga. Tarptautinés vézio tyrimy agentiros (PSO
padalinys) duomenimis, tai antras pagal daznumg kraujodaros organy navikas,
sudarantis 0,8% visy naviky ir daugiau kaip 10% kraujo sistemos naviky (1).
1969 metais gyd. R. Alexanian su kolegomis publikavo duomenis apie pirmajj
efektyvy mielominés ligos gydymo metodg — melfalano chemoterapija (2).
Nepaisant daugelio klinikiniy studijy efektyvesnio gydymo nei melfalano ir
prednizolono derinys nepavyko rasti net tris deSimtmecius. Tik pastaraji
deSimtmet], ML gydymui pritaikius dideliy doziy chemoterapija (DDT), naujos
kartos negenotoksinius vaistus (proteosomy inhibitorius, imunomoduliatorius)
buvo pasiektas Zenklus gydymo efektyvumo pageré¢jimas ir pacienty

1Sgyvenamumo pailgéjimas (3-6).

Didziulé pastarojo meto pazanga ML gydymo srityje, vaisty turiniy
naujg veikimo mechanizma jdiegimas, stipriai paveiké ML klinikin¢ praktika,
1Skelé naujy klausimy. Darbai, apraSyti Sioje disertacijoje, atlikti sprendZiant 2

SV —

ir ankstyvas gydymo efektyvumo vertinimas.

Mielomine¢ liga pasiZymi dideliu klinikinés eigos heterogeniSkumu.
Atskiry ML pacienty i§gyvenamumas skiriasi deSimtis karty — nuo keliy
meénesiy susirgus plazminiy lasteliy leukemija, iki deSimties ir daugiau mety
indolentings ligos atveju. Ligos biologijos, prognostiniy faktoriy supratimas
yra labai svarbus identifikuojant rizikos grupes, parenkant gydymo taktikg.
1975 m. vienas Zymiausiy XX a. mielominés ligos eksperty B.G. Durie su
kolegomis pasitlé Durie-Salmon (DS) stadizacijos sistema, kuri rémesi
daugiausiai ligos mase atspindinéiais parametrais (7). Si sistema buvo pladiai

naudojama tris deSimtmecius. ML gydymui pradéjus taikyti DDT, DS sistema



pasirodé nepakankamai prognostiSkai reikSminga (8,9). 2005 m. tarptautiné
eksperty grupe vadovaujama P.R. Greipp ‘o (dalyvaujant B. G. Durie) pristaté
ML biologija atspindin¢iy Zymeny — albumino ir 82 mikroglobulino vertinimu
paremtg Tarptauting stadizacijos sistema — ISS (angl. International Staging
System) (9). ISS pagrista 10750 ML pacienty stebésenos duomenimis, gerai
atspindi pacienty gydyty DDT prognoze. Taciau ir naujoji ISS sistema turi
trikumy. Nepakanka duomeny, d¢l Sios sistemos prognostings reikSmeés,
gydymui taikant naujuosius vaistus (10). ISS stadija daliai ML pacienty
neatspindi ligos rizikos (11). ISS taipogi netinkama recidyvavusios ML rizikos
vertinimui (10). Pastaruoju metu aktyviai ieSkoma naujy bioZymeny,
atspindin¢iy ML prognozg¢ naujyjy vaisty eroje, padedanciy identifikuoti
rizikos grupes. Yra sukaupta nemazai duomeny apie genetiniy ML faktoriy
prognosting jtakg. 2009 m. Tarptautiné mielominés ligos darbo grupé (IMWG)
pirma kartg pateike klinikinei praktikai pritaikytas rekomendacijos del
genetiniy veiksniy nustatymo vertinant ML rizikg (12,13). Pastaruoju metu ML
rizikos vertinimui pradétas taikyti ir tekmés citometrijos (TC) metodas. 2008
m. publikuoto A.C. Rawstron vadovaujamos eksperty grupés bendro sutarimo
dokumente apibréztas TC naudojimas ML rizikos vertinimui (14). ML rizikos
nustatymui rekomenduota tirti normaliy ir piktybiniy plazminiy lasteliy santyki
kauly Ciulpuose, imunofenotipiniy Zymeny raiska (CD117, CD28 ir kt.).
Periferiniame kraujyje cirkuliuojanciy plazminiy Igsteliy (CPL) nustatyty TC
metodu prognostiné reik§mé jvardinta kaip perspektyvi klinikiniy tyrimy sritis.
Plazminiy lgsteliy leukemija diagnozuojama aptikus didelj CPL kiek;j yra pati
agresyviausia, pasizyminti kraStutinai bloga prognoze ML forma (15,16).
Mayo (JAV) klinikos mokslininku grupé nustate, kad net ir minimalaus kiekio
CPL aptikimas yra nepriklausomas blogos prognozés Zymuo gydymui taikant
DDT (17). Iki Siol néra pateikta duomeny apie CPL nustatymo prognosting
reikSme pacientams gydomiems naujaisiais vaistais ir recidyvavusia mielomine
liga sergantiems pacientams. Mes jvertinome CPL nustatymo prognosting
reikSme pazengusia mielomine liga sergantiems pacientams gydytiems

chemoterapija derinyje su proteosomy inhibitoriais.
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Siuo metu klinikinéje praktikoje naudojami bent 6 skirtinga veikimo
mechanizma turintys ML gydymo metodai (jprastiné chemoterapija
(alkilinantys, antraciklinai), gliukokortikoidai, proteosomy inhibitoriai,
imunomoduliatoriai, dideliy doziy chemoterapija, alogeniné KKLT) (18).
ISsiplétes ML gydymo arsenalas iSkélé tinkamiausio gydymo metodo
parinkimo kriterijy klausima. Iki Siol Sioje srityje pasiekta labai nedaug. 2010
m. H. Avet-Loiseau iSanalizaves IFM 2005 studijos duomenis nustate, kad
pacientams turintiems translokacijg (4;14) gydymas bortezomibu gali prailginti
1Sgyvenamumg. Pacientams turintiems 17 chromosomos delecijg joks
standartinis gydymas nesumaZzina blogos prognozes, todel IMWG ekspertai
Siuo metu jiems siulo taikyti alogening kauly Ciulpy transplantacijg (19,20).
Sios rekomendacijos pritaikomos tik mazai daliai ML pacienty (~15%), ir yra
paremtos tik keliy klinikiniy tyrimy duomenimis. Nesant aiSkiy efektyviausio
gydymo parinkimo kriterijy labai svarbus tampa ankstyvas atsako j gydyma
vertinimas. Anksti nustacius skiriamam gydymui atsparig liga, galima taikyti
alternatyvy gelbstintj gydyma ir taip iSgelbéti pacientg nuo neigiamy ligos
progresijos pasekmiy, veltui neeikvoti materialiniy resursy, skiriant brangius,
taciau neefektyvius vaistus. Deja, Siuo metu néra metodo, kuris anksciau nei
pragjus 2 — 3 mén. nuo gydymo pradZios galéty identifikuoti atsparius gydymui
atvejus. Standartiniai ML atsako j gydyma vertinimo metodai remiasi
surogatinio ligos mases Zymens - paraproteino kinetika (21). D¢l ilgo skilimo
pusperiodZio paraproteino kinetika pasiZymi inercija ir atsakas vertinamas ne
anksciau, kaip po 2 — 3 men. nuo gydymo pradzios. Tiesioginis ligos mases
vertinimas, tiriant kauly ¢iulpy plazmines lgsteles, praktiSkai nepasiteisino del
7idininio piktybiniy plazminiy lasteliy infiltracijos pobtdzio, KC aspirato
atskiedimo periferiniu krauju, invazyvumo (14,22). Sergant ML periferiniame
kraujyje aptinkamos cirkuliuojancios piktybinés plazminés 1astelés (pCPL)
susijusios su kauly ¢iulpy piktybiniu klonu (23-25). Brity mokslininkas A.C.
Rawstron su kolegomis nustaté, kad taikant efektyvy gydyma pCPL kiekis
mazeéja (26). Mes iSkéleme hipoteze, kad pCPL galéty buti naudojamos, kaip

tiesioginis ligos masés ir aktyvumo Zymuo, vertinant atsakg j gydyma ir anksti
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iSaiSkinant gydymui atsparius atvejus. Kadangi pCPL yra piktybinio ML klono
dalis, jy kinetika neturéty paraproteinui buidingos inercijos. Tirdami periferinj

krauja siekéme i§vengti auks¢iau paminéty KC vertinimo trikumy.

Nors TC gana seniai taikoma plazminiy lasteliy imunofenotipavimui,
taciau iki Siol liko neaiSkumy skiriant normalias ir piktybines plazmines
lasteles. PrieStaringai vertinamas CD45 Zymens vaidmuo identifikuojant
piktybinius plazmocitus (24,27). Iki Siol atliktuose CPL klinikiniuose
tyrimuose (Mayo klinikos grupé, A.C. Rawstron grupé), CD45Zymuo naudotas
piktybiniy CPL identifikavimui, tac¢iau 2008 m. publikuotame eksperty bendro
sutarimo dokumente, nerekomenduota Sio Zymens vartoti piktybiSkumo
nustatymui. Mazai Zinoma apie normalius plazmocitus atipiSkai
ekspresuojancius CD19 ir CD56 Zymenis (28-30). Normaliy ir piktybiniy
plazminiy 1asteliy proporcijos turi prieS§ingg prognosting reikSme, todél
atliekant tyrimg reik€jo TC metodologijos patikimai diferencijuojancios
normalias ir piktybines plazmines lasteles. D¢l Sios prieZasties tyrimui
naudojome naujg iki tol neapraSytg imunofenotipiniy Zymeny derinj, apimantj
svarbiausius plazminiy Igsteliy identifikavimo (CD138, CD38, CD45),
atipiSkumo (CD19, CD20 ir CD56) ir kloniskumo (kappa ir lambda
intracitoplazminés lengvosios grandines) Zymenis. Svarbi tyrimo dalis buvo
sveiky donory plazminiy 1gsteliy imunofenotipo tyrimas. Tirdami sveikus
Zmones siekéme patikslinti normaliy PL imunofenotipines sgvybes bei
nustatyti normaliy ir piktybiniy periferiniame kraujyje aptinkamy CPL

subpopuliacijy kriterijus.
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1.2. Darbo tikslas

Ivertinti plazminiy lasteliy imunofenotipavimo t€kmes citometrijos

metodu reikSme, nustatant pazengusios mielominés ligos ankstyva atsaka j

gydyma ir prognoze.

1.3. Darbo uzdaviniai

1.3.1. ]vertinti sveiky donory periferinio kraujo ir kauly ¢iulpy
plazminiy 1asteliy sinchroning CD19, CD56 ir CD45 Zymeny

raiska.

1.3.2. Istirti sveiky donory plazminiy lasteliy subpopuliacijy,
pasizyminciy atipine CD19 ir CD56 Zymeny raiska, kiekybines ir
imunofenotipines savybes bei palyginti jas su mielomine liga

serganciy pacienty piktybiniy plazminiy lgsteliy subpopuliacijomis.

1.3.3. Nustatyti periferiniame kraujyje cirkuliuojan¢iy normaliy ir
piktybiniy plazminiy lasteliy subpopuliacijy imunofenotipinius

kriterijus.

1.3.4. Ivertinti piktybiniy cirkuliuojanc¢iy plazminiy lgsteliy nustatymo
prieS gydyma prognostine reikSme pacientams, sergantiems

paZengusia mielomine liga.

1.3.5. [ISanalizuoti piktybiniy cirkuliuojanciy plazminiy Iasteliy
kinetikg po pirmojo chemoterapijos kurso, jos reikSme, nustatant

atsparumg skiriamam gydymui bei prognozuojant ligos iseitis.

1.3.6. Istirti mielomine liga serganciy pacienty periferiniame kraujyje
cirkuliuojan¢iy normaliu plazminiy Iasteliy kiekybines charakteristikas

ir prognosting reikSme reikSme

1.3.7. Nustatyti normaliy ir piktybiniy kauly ¢iulpy plazminiy lgsteliy

santykio vert¢ prognozuojant paZzengusios mielomines ligos iSeiti

13



1.4. Darbo mokslinis naujumas ir svarba

I kliniking praktikg jdiegéme naujg plazminiy Igsteliy tékmés citometrijos
metodika pritaike iki tol nenaudotg imunofenotipiniy Zymeny derinj.
Optimizavome imunofenotiping normaliy ir piktybiniy plazminiy lasteliy
diferenciacijg. Pritaik¢ naujaja imunofenotipavimo metodika pirmieji apraSéme
sveiky Zmoniy plazminiy lgsteliy subpopuliacijas atipiSkai ekspresuojancias

CD19 ir CD56 Zymenis.

Sukiiréme ankstyvo atsako j gydyma vertinimo metoda, pagrjsta
periferiniame kraujyje cirkulivojanciy plazminiy Igsteliy kinetikos pobtidZio po
pirmojo chemoterapijos kurso nustatymu. Jrodéme, jog Sis metodas anksciau
nei standartiniai, gali nustatyti gydymui atsparius mielominés ligos atvejus.
Misy duomenis patvirtinus didesnése studijose, metodas galéty biiti

naudojamas klinikingje praktikoje gydant pazengusig mieloming liga.

Nustatéme, kad piktybiniy cirkuliuojan¢iy plazminiy Igsteliy aptikimas
prieS gydyma yra nepalankios prognozés Zymuo paZengusia mielomine liga
sergantiems pacientams. Sis Zymuo atlikus papildomus tyrimus galéty biiti

naudojamas gydymo taktikos nustatymui.

Mes pirmieji apraséme mielomine liga serganciy pacienty periferinio
kraujo normaliy plazminiy lgsteliy subpopuliacijos kiekybines charakteristikas,
kinetikg gydymo metu. Nustatéme, kad kauly Ciulpy plazminiy Igsteliy

imunotipavimas prognostiSkai informatyvesnis nei mikroskopavimas.
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1.5. Ginamieji teiginiai

1.5.1. Misy naudota 6 spalvy, 2 mégintuveliy tekmeés citometrijos
metodologija leidZia atskirti normalias ir piktybines periferinio kraujo

plazmines lgsteles.

1.5.2. Sveiky donory kauly ¢iulpuose aptinkamos atipine CD19 ir
CD56 Zymeny ekspresija pasizymincios plazminiy Igsteliy

subpopuliacijos.

1.5.3. Piktybiniy cirkuliuojan¢iy plazminiy lasteliy nustatymas pries

gydyma susijes su agresyvesne pazengusios mielominés ligos eiga.

1.5.4. Piktybiniy cirkuliuojanciy plazminiy Igsteliy kinetikos
pobiidZio po pirmojo chemoterapijos kurso vertinimas padeda
ankscCiau, nei standartiniai metodai, nustatyti skiriamam gydymui
atsparius ir turinCius didel¢ ankstyvos progresijos rizikg mielomineés

ligos atvejus.

1.5.5. Mielomine liga serganciy pacienty periferinio kraujo ir kauly
¢iulpy normaliy plazminiy 1gsteliy jvertinimas taikant tékmés

citometrijos metoda teikia kliniSkai reikSmingos informacijos.
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2. LITERATUROS APZVALGA
2.1. Mielominé liga
2.1.1. Bendrybés ir istoriné apzvalga

Mielomine¢ liga yra piktybine plazminiy lgsteliy liga, kuriai biidinga

klinikiné pentada:
1) anemija;
2) monokloninis baltymas aptinkamas serume ir/ar Slapime;
3) kauly osteolizés Zidiniai, destrukcijos ir skausmai;
4) hiperkalcemija;
5) inksty nepakankamumas.

Si liga yra antra pagal daZnuma hematoonkologiné patologija (sudaro >
10% visy kraujo sistemos navikiniy susirgimy). Mielominés ligos klinikiné
eiga labai heterogeniska: nuo rusenancios eigos, kai negydoma liga kelis metus
neprogresuoja iki plazminiy Igsteliy leukemijos kai, net intensyviai gydomy
pacienty iSgyvenamumas skai¢iuojamas meénesiais. Ligos substratas yra
plazminés lastelés — galutinés diferenciacijos stadijos B limfocitai. Sios lastelés
Zmogaus organizme uZztikrina humoralinj imunitetg sintezuodamos ir
sekretuodamos antikiinus — baltymines molekules dar vadinamas
imunoglobulinais, dalyvaujancias imuniniame atsake ir atpazjstancias
organizmui svetimas molekules — antigenus (31). Iprastai plazminés lgsteles
aptinkamos kauly Ciulpuose. Jy proliferacija, iSgyvenamumas glaudziai susijes
su kauly Ciulpy mikroaplinka (32). Paskutin¢je (2008 m.) Pasaulio sveikatos
organizacijos (PSO) klasifikacijoje ML skirtas tik vienas kodas (C90.0), nors
klinikiniai tyrimai atskleidzia didele etiopatogenezing ligos jvairove (33).
Manoma, kad daugumai pacienty mielomin¢ liga iSsivysto i$ ikivéZinio
susirgimo — monokloninés neaiskios reikSmeés gamapatijos (MNRG). MNRG

yra labai paplitusi patologija tarp vyresnio amziaus Zzmoniy. IStyrus 21463
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Zmoniy i§ Olmstedo apygardos (Minesotos valstija, JAV) kraujo méginius
nustatyta, kad 3,2% vyresniy kaip 50 mety ir 5,2% vyresniy nei 70 mety
Zmoniy sirgo MNRG (34). Irodyta, kad MNRG evoliucionuoja j mieloming
ligg apytiksliai 1% pacienty per metus laiko (35).

Pirmasis 1844 metais mielomine liga sergantj pacientg aprasé gyd S.
Solley naudodamas kauly mink§tumo ligos pavadinimg (mollities ossium) (36).
ApraSyta pacienté — 39 mety moteris Sarah Newbury. Jg vargino silpnumas ir
daugybiniai kauly lGziai. Moteris miré¢ pra¢jus 4 metams nuo simptomy
pradZios. Atliekant autopsija nustatyta, kad kauly ¢iulpai buvo uzpildyti
raudona substancijg, sudaryta 1§ dideliy apvaliy ar ovaliy lasteliy turinciy 1 ar 2
branduolius. Gyd. S Solley mang¢, kad liga i§ esmés buvo uzdegiminis
procesas, kuris prasidejo nuo kraujagysliy ,,Zalojancio poveikio” —
»absorbuojanc¢io Zemés medziagg i kauly ir iSskiriancio ja per inkstus ]
Slapimg”. 1850 metais gyd. W. Macintyre (vienas 1§ tuo metu Zinomiausiy
Londono gydytojy) su gyd. H. Bence Jones aprasé mielomine liga sergancio
paciento Slapimo baltymo sgvybe kaitinant §lapimg iskristi ] nuosédas ir toliau
kylant temperatiirai vel iStirpti (37). Mokslininko garbei Slapime aptinkamas
paraproteinas iki $iol vadinamas Bens DZonso baltymu. Pirmasis terming
daugybiné mieloma (angl. multiple myeloma) pavartojo gyd. J.von Rustizky
1873 metais (38). Svarbus ir gyd. O. Kahler indélis. Jis, 1889 m. apraSydamas
ligos atvejj, apibendrino tuometines Zinias ir iSskyré mieloming liga kaip
atskirg nozologinj vieneta (36). Nuo to laiko, retkarciais, kaip mielominés
ligos sinonimas vartojamas ir terminas — Kahlerio liga. Plazminés lastelés
morfologija detaliai aprasé R. Y. Cajal 1895 metais (39). Pirmasis efektyvus
ML gydymo metodas atrastas nuo ligos apraSymo pra¢jus daugiau kaip 100
mety. 1958 metais buvo pirmg kartg apraSytas sarkolizino efektyvumas gydant
ML (40). Po 4 mety D. Bergsagel su kolegomis paskelbé duomenis apie
melfalano efektyvuma: 8 1S 24 pacienty gydyty melfalany buvo pasiektas ligos
pageréjimas (41). 1969 metais Alexanian R. su kolegomis publikavo duomenis

jrodancius klasikinés melfalno ir prednizolono chemoterapijos schemos
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efektyuma (2). Si schema iki §iol naudojama praktikoje vyresniy pacienty
gydymui. Jaunesniy pacienty ML gydymo efektyvumg labai pagerino
autologinés kamieniniy kraujodaros lgsteliy transplantacijos taikymas. Pirmoji
sékminga transplantacija ML pacientui apraSyta 1983 m., po deSimtmecio §i
procediira jau buvo taikoma gana placiai (42). Lietuvoje pirmoji autologiné
kamieniniy kraujodaros lgsteliy transplantacija atlikta 2001 metais VUL“SK*
(gyd. I. Trociuko vadovaujamas kolektyvas). Pacienté iki Siol gyva ir §Siuo metu
neturi jokiy ligos simptomy. Pastarajj deSimtmetj mielominés ligos gydymo
technologijos vystesi labai sparciai, pradéti naudoti nauji vaistai tokie, kaip
talidomidas, lenalidomidas, bortezomibas, tobulé¢jo KKLT technologijos,
aktyviai tiriamas sumaZzinto intensyvumo alogeninés KKLT pritaikymas.
Klinikinése studijose vidutinis jaunesniy ML pacienty iSgyvenamumas siekia
10 ir daugiau mety (4,43). Taip pat aiSk¢ja, kad mielomin¢ liga gali biiti
1Sgydoma, nes taikant alogening KKLT daugiau nei trecdalis pacienty gali
pasiekti ilgalaikj (>5-6 mety) iSgyvenamuma be jokiy ligos atsinaujinimo

pozymiy (44,45).
2.1.2. Epidemiologija

ML yra antras pagal paplitimg kraujo véZinis susirgimas. DaZniau
sergama tik ne HodZkino limfoma. ML sudaro apie 0,8% visy véZio atvejy ir
0,9% mirciy nuo vézio. Sergamumas ML vakary pasaulyje yra apie 4 — 4,5
atvejo 100000 Zmoniy (46,47). Lietuvoje kasmet nustatoma apie 120 naujy ML
atvejy, suserga apytiksliai 4 1100000 gyventojy (neskelbti duomenys).
Nustatyta reikSminga sergamumo ML rasiné ir lytiné predispozicija. Vyrai
serga kiek daZniau nei moterys, vyry : motery santykis 1.4 : 1. JuodaodZiy
afrikieCiy sergamumas yra dvigubai didesnis nei kaukazieCiy rasés ir siekia 9,5
i§ 100000 (48). Zemiausi sergamumo rodikliai yra tarp azijietiy (49).
Medianinis ML pacienty amZius Lietuvoje diagnozeés nustatymo metu - 71
metai (2005 — 2006 mety neskelbti duomenys). Siuo metu manoma, kad ML
beveik be i1§imciy iSsivysto 18 ikivéZinio susirgimo MNRG (50). MNRG yra
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labai paplitusi patologija tarp vyresnio amZiaus Zmoniy, ji nustatoma ~ 3%

vyresniy kaip 50 mety Zmoniy ir >5% vyresniy nei 70 mety Zmoniy (50).
2.1.3. Etiologija

Konkreti mieloming ligg sukelianti prieZastis néra nustatyta. Aplinkos
faktoriy jtakos reikSmé néra vienareikSmiskai jrodyta. Manoma, kad i
aplinkos faktoriy mielominés ligos i$sivystymui didZiausia jtaka turi
jonizuojantis spinduliavimas (51), taiau japony i§gyvenusiy po atominés
bombos sprogimo stebéjimo tyrimai nenustaté Zenkliau padidéjusio
sergamumo ML (52). Kiti potencialiis aplinkos etiologiniai ML faktoriai yra
rukymas, kancerogeniniy medziagy, tokiy kaip sunkieji metalai, pesticidai,
benzenas ir kt. poveikis (51,53-56). Nustatyti Zenklus tarprasiniai sergamumo
mielomine liga skirtumai, iSliekantys nepriklausomai nuo aplinkos faktoriy
rodo, kad ML iSsivystymg lemia ne vien aplinkos faktoriai, bet ir paveldimi

genetiniai veiksniai. Sj teiginj patvirtina apragyti Seiminiai ML atvejai (57,58).
2.14. Patogenezé

Manoma, kad daugumai pacienty mielominé liga i$sivysto i§ ikivéZinio
susirgimo — monokloninés neaiskios reikSmeés gamapatijos (MNRG). Neseniai
paskelbti 77469 sveiky suaugusiy Zmoniy perspektyvinés vézio stebésenos
studijos duomenys. ML diagnozé¢ steb€jimo metu nustatyta 71 tirtamajam.
IStyrus ikidiagnostinius méginius, visiems pacientams patvirtinta nuo keliy iki

keliolikos mety pries ML diagnozg¢ jau buvusi MNRG (50).

Genetiniy ligos veiksniy tyrimai patvirtino palaipsnio ligos progresavimo
modelj. Plazminés lastelés yra postgerminaciniai B limfocitai. Sios
diferenciacijos stadijos lgstelése jau biina jvykes Ig molekule koduojanciy geny
persitvarkymai — V(D)J persitvarkymas, IgH nustatymas (angl. switch
recombination), somatinés hipermutacijos. Sie geny persitvarkymo
mechanizmai uztikrina imunoglobulino molekuliy didZiule jvairove (46). ML
i$sivystymg daugiausia nulemia somatiniy mutacijy metu jvykstancios geny

persitvarkymo klaidos salygojanc¢ios mutavusio klono padidéjusj proliferacinj
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aktyvumag ir atsparuma apoptozei (59,60). Pastaruoju metu genetinis ML
1Ssivystymo mechanizmas intensyviai tiriamas. 2006 metais paskelbta pirmoji
mielominés ligos genetiné klasifikacija, 2009 metais — eksperty bendro
sutarimo rekomendacijos, apimancios naujausius duomenis apie ML genetinius
veiksnius, tyrimo metodus bei klinikines rekomendacijas (13,61). Manoma,
kad IgH translokacijos ir aneuploidija yra pirminés genetinés anomalijos,
inicijuojancios ML. Vienas i§ labiausiai paplitusiy genetiniy ML iSsivystymo
mechanizmy, biidingas nehiperdiploidinio kariotipo ML pacientams (apie Y2
visy ligoniy) yra chromosominés translokacijos jtraukiancios imunoglobulino
sunkiosios grandies geng (IgH) esantj 14q32 lokuse ir proto-onkogeng (62).
Translokacija sglygoja proto-onkogeno hiperekspresijg ir cikliny D1, D2, D3 ar
MMSET (angl. myeloma Set domain) ir FGFR3 geny aktyvacijg (63-65).
Paprastai §iy genetiniy anomalijy nepakanka, kad iSsivystyty kliniSkai aktyvi
ML. Patologiniam PL klonui budingas genetinis nestabilumas, sglygojantis
geneting kloning evoliucija — naujy translokacijy, taSkiniy mutacijy atsiradima

(itraukiant c-myc, RAS, p-53), kas nulemia tolesn¢ ligos malignizacija (66).

Paprastai (iSskyrus PL leukemijos atvejus), net ir kloniniai, piktybiniai
plazmocitai iki terminaliniy ligos stadijy i$lieka priklausomi nuo KC stromos
lasteliy, proliferacijg ir iSgyvenamuma reguliuojanciy citokiny (i$ ¢ia kyla
jautrumas gydymui negenotoksiniais vaistais — imunomoduliatoriais) (67).
Piktybinés plazminés lgsteles pacios aktyviai sekretuoja citokinus ir skatina
KC mikroaplinkos 1gsteles (KC stromos lasteles, osteoklastus, osteoblastus)
sekretuoti biologiSkai aktyvias medZiagas, tokias kaip: interleukinas-6 (IL-6),
branduolio faktoriaus kappa B receptoriaus aktyvatorius (NFkappaB), pansus j
insuling augimo faktorius (IGF-1), kraujagysliy endotelio augimo faktorius
(VEGF), tumoro nekrozes faktorius alfa (TNF-alfa) makrofagy uzdegiminis
baltymas — 1a (MIP-1a), dickkopf homolog-1 (dkk-1))(68-70) . Sie citokinai
uztikrina piktybiniy plazmocity iSgyvenamuma, proliferacija, angioneogeneze,
atsparumg gydymui bei nulemia klinikinius ligos simptomus, tokius kaip

kaulinis sindromas, anemija (71).
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2.1.5. Klinika

Mielominés ligos klinikg gerai apibiidina placiai Zinomas akronimas —
CRAB (angl. — calcium, renal, anaemia, bone). Nors ir néra patognominio ML
budingo klinikinio simptomo, taiau daugumai pacienty vyrauja skausminis
sindromas, sglygotas kauliniy destrukcijy. Anemija diagnozés metu retai biina
gili. Inksty nepakankamumas daZniausiai ilgai iSlieka kliniSkai nebylus del
vyraujancio intersticinio pazeidimo tipo — diurez¢ biuina praktiSkai nesutrikusi,

todél inksty nepakankamumas iSaiSkéja tik laboratoriskai jvertinus inksty f-j3.

simptomai daugiausia nulemti piktybiniy plazminiy lgsteliy biologinio
aktyvumo (sekretuojamy citokiny, imunoglobuliny), o ne turinio piktybiniy

lasteliy efekto.

Sergantiems ML pakitusi citokiny homeostazé (padidéjusi 11-6, dkk-1,
MIP-1a RANKL, sumazg¢jusi osteoprotegrino koncentracija) sglygoja
osteoklgsty aktyvacijg ir osteoblasty supresija, del to vystosi lokali ir sisteminé

osteoporoze, kaulinés destrukcijos, hiperkalcemija (72,73).

Anks¢iau manyta, kad ML pacientams anemijos i$sivystyma nulemia KC
infiltracija ir padidéjusio onkotinio slégio sglygota hemodiliucija. Pastaruoju
metu pateikti duomenys jrodo, kad anemijos i$sivystymo mechanizmas yra
analogiskas létiniy ligy anemijai ir yra salygotas pakitusios KC citokiny
homeostazes. DidZiausig reikSme su ML susijusuios anemijos iSsivystymui turi
hepciding stimuliuojan¢iy medZziagy 11-6 ir BMP-2 sekrecijos padid¢jimas
(74,75).

Inksty f—jos nepakankamumas ML diagnozés metu nustatomas apie 50%
pacienty, o sunkus IFN nustatomas 3 — 12% pacienty (76,77). Mielominio
inksto patogenezéje svarbiausia vieta uZima Ig LG sukeliama cilindriné
nefropatija, kai LG jungiasi su Tamm-Horsfall baltymu sudarydamos inksty

kanaléliy cilindrus. Svarbus ir LG salygotas proksimaliniy kanaléliy
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paZzeidimas d¢l epitelinio — mezenchiminio virsmo (78,79). Inksty pakenkimag

potencijuoja lydinti hiperkalcemija bei hiperurikemija.

Daugiau nei 90% ligos atvejy piktybinés plazminés Igstelés aktyviai
produkuoja imunoglobulinus ar jy dalis (daZniausiai lengvasias grandines).
Didel¢ imunoglobuliny koncentracija kartais gali sglygoti hiperviskoziteto
sindromg. AK jungiantis su kreSumo kreSumo faktoriais gali iSsivystyti
koagulopatija. ML sergantiems pacientams budingas imunodeficitas,
vadinamoji ,,imuniné parez¢*, dél sutrikusios normaliy imunoglobuliny
sekrecijos. Apie 1/3 pacienty ligos eigoje iSsivysto plazmocitomos . Kiti,

periferiné neuropatija, autoimuniniai sindromai, kar§¢iavimas.
2.1.6. Diagnostika

ML diagnostika grindZiama monokloninio imunoglobulino ir ligos
substrato — padidéjusio kloniniy plazminiy lasteliy kiekio KC nustatymu (80).
Paskutinéje PSO onkohematologiniy ligy klasifikacijoje atsisakyta kiekybiniy
PL infiltracijos ir paraproteino kriterijy. Siuo metu galiojantys PSO ML

diagnostiniai kriterijai (reikalingi visi trys):
1 Monokloninis baltymas nustatytas kraujo serume ir/ar Slapime.
2 Klonines plazmines Igsteles kauly Ciulpuose arba plazmocitoma.
3 Su ML susijes organy ir/ar audiniy paZzeidimas (CRAB simptomait).

Ig kiekis, KC PL infiltracijos bei CRAB simptomy vertinimas leidZia
skirti MNRG, rusenancig mielomg ir mieloming ligg (1 lentel¢). PL
kloniSkumas klinikinéje praktikoje dazniausiai nustatomas
imunohistochemiskai iStyrus LG ekspresija. Sudétingesniais atvejais
(nesekretuojanti ML, reaktyvios buklés) diferencinei diagnostikai naudojami
imunologiniai (netipinio imunofenotipo, kloniSkumo nustatymui — tékmeés
citometrija), genetiniai (pasikartojanciy genetiniy anomalijy, IgH kloniSkumo

nustatymui — klasikiné citogenetika, FISH, PGR) metodai.
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2.1.7. Stadizacija ir rizikos vertinimas

Mielominés ligos stadizacijai ilgus metus buvo taikoma Durie-Salmon
(DS) sistema (7). Sparciai keiiantis gydymo galimybéms labai sumaZz¢jo Sios
stadizacijos sistemos prognostiné reikSme. Nors DS sistema dar taikoma
praktikiniame darbe, j3 baigia iSstumti labai paprasta ir prognostiSkai
reikSminga Tarptautiné stadizacijos sistema — ISS (angl. International Staging
System) (9). ISS stadijos nustatymui naudojami tik 2 parametrai daugiausiai
atspindintys biologinj ligos agresyvumg — f3,-mikroglobulinas ir albuminas. (2
lentel¢). Klinikinése studijose Siuo metu praktiSkai be iSim¢iy naudojama ISS
sistema. ISS stadizacija iSlieka prognostiskai reikSminga gydymui taikant DDT
su autologine KKLT. Iki §iol néra pateikta pakankamai duomeny patvirtinanciy
ISS reikSminguma pacientams gydomiems taikiniy terapijg (proteosomy
inhibitorius, imunomoduliatorius) (5). Naujai diagnozuotos ML prognozés
vertinimui, kartu su ISS stadija, vis plac¢iau pradedami taikyti genetiniai
faktoriai. Eksperty bendru sutarimu, taikant FISH metoda, visus pacientus
rekomenduojama istirti del dell7p ir t(4;14) genetiniy anomalijy, lemianciy
nepalankig prognoze (13). Placiai Zinomi ir kiti prognostiniai Zymenys, tokie
kaip: cirkuliuojan¢iy plazminiy Igsteliy nustatymas mikroskopuojant ir taikant
TC metodg (placiau bus aptartas veliau), LDH, hematologiniai parametrai
(hemoglobinas, trombocitai, limfocitai), Ig klas¢. Pastaruoju metu klinikinése
studijose nustatyta didelé geny raiSkos analizés mikrogardeliy metodu (GEP —
ang. gene expression profiling) prognostiné verté (81). Sis metodas dél

sudetingumo ir brangumo klinikinéje praktikoje iki Siol netaikomas.
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1 lentelé Monokloninés neaiskios reikSmés gamapatijos (MNRG), rusenancios

ir simptominés mielominés ligos diferencine diagnostika

MNRG

Rusenanti (besimptomeé)
mielominé liga

Simptominé mielominé
liga

M-proteinas serume <30 g/1

Kloniniy plazminiy lasteliy
kauly Ciulpuose <10 % ir
nedidelé plazminiy Igsteliy
infiltracija trepanobioptate
(jeigu atlikta)

M-proteino serume >30
g/l

ir /arba

Kloniniy plazminiy
lasteliy kauly Ciulpuose
>10 %

M-proteinas serume ir
(arba) Slapime**

Plazmings lgsteles
(klonines) kauly Ciulpuose
arba biopsijos biidu
patvirtinta plazmocitoma

Néra su mielomine liga
susijusio organy ar audiniy
pazeidimo (iskaitant kauly
¢iulpy nepakankamumag)

poZymiy

Néra kitokio B
limfoproliferacinio
susirgimo arba lengvyjy
grandziy amiloidozés, arba
kitokio audiniy pazeidimo,
susijusio su lengvosiomis,
sunkiosiomis grandimis ar
imunoglobulinais*

Neéra su mielomine liga
susijusio organy ar
audiniy pazeidimo
(iskaitant kauly Ciulpy
nepakankamuma)

poZymiy

Su mielomine liga susijes
organy ar audiniy
pazeidimas (jskaitant
kauly Ciulpy
nepakankamuma)

*Su AL amiloidu ir IgM M-proteinu susije neurologiniai sindromai vertinami

kaip monokloninés gamapatijos, susijusios su specifiniais sindromais,

pavyzdZiai

** Diagnozei patvirtinti nereikia konkretaus kiekio. Nedideliam procentui

ligoniy nebuna tyrimais aptinkamo M-proteino serume arba Slapime, taciau

biina su mielomine liga susijes organy paZeidimas ir padideéjes kauly ciulpy

plazminiy lgsteliy kiekis (nesekretuojanti mielominé liga)
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2 lentelé Tarptautiné stadizacijos sistema (ISS)

Stadija | Kriterijai

I B>-mikroglobulino koncentracija serume < 3,5 mg/l ir
albumino koncentracija serume > 3,5 g/dl

II Nei I, nei III
I B>-mikroglobulino koncentracija serume > 5,5 mg/I
2.1.8. Mielominés ligos gydymas

Iki Siol manoma, kad mielominé liga neiSgydoma, taciau per pastarajj
deSimtmet] pasiekta didziulé paZanga Sioje srityje. Klinikiniy tyrimy duomenys
rodo, kad beveik pusé jaunesniy pacienty taikant Siuolaikinj gydyma iSgyvena
10 ir daugiau mety (4,43). Daliai Siy pacienty liga nerecidyvoja ir tai leidzia

manyti, kad jie yra praktiSkai pasveike (angl. operationally cured) (82).

Siuolaikinio mielominés ligos gydymo evoliucijoje galima i$skirti 3

svarbiausius etapus:
IMP schemos pritaikymas (1969) (2)
2 Dideliy doziy chemoterapija su autoKKLT (1996) (83)
3 Naujy vaisty — taikiniy terapijos, atsiradimas (1999 — 2005) (84-86)

Dabartinis ML gydymas suderina patirt] ir Zinias jgytas Siy etapy metu.
Dideliy doziy terapija su auto KKLT pasiZymi labai geru efektyvumu ir
santykinai nedideliu toksiSkumu (su metodu siejamas mirtingumas paprastai
nevirsija 2-3 proc). Trys randomizuoti tyrimai jrodé, kad DDT pagerina bendra
1Sgyvenamumg (83,87,88). DDT su autoKKLT jau 15 mety iSlieka standartiniu
gydymu jaunesniems nei 65 metai pacientams (89). Prie§ DDT ligos masés
redukcijai skiriama indukciné ~ 3 mén. trukmeés chemoterapija. Nuo 1990 mety

standartiné indukciné chemoterapija buvo VAD (90), taciau Siuo metu jau
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sukaupta pakankamai jrodymu, kad talidomido, bortezomibo, lenalidomido
deriniai su gliukokortokoidais ir/ar klasikiniais citotoksiniais preparatais
salygoja geresnj atsakg (91-93). Klinikiniy tyrimy duomenimis efektyviausios
chemoterapijos schemos yra VID, VD, PAD, CTD, RD (18). Siuo metu, dél
salyginai trumpo steb¢jimo laikotarpio, dar nepakanka jrodymy, kad Sios
chemoterapijos schemos reikSmingai pagerinty bendrg iSgyvenamuma, taciau
del zenkliai geresnio atsako lygio naujy vaisty ir klasikinés citotoksines
chemoterapijos deriniai praktiSkai iSstimé VAD schemg iS klinikinés
praktikos. Po dideliy doziy chemoterapijos pasiekus gerg atsakg ( >LGDR)
tolesnis gydymas neskiriamas iki ligos recidyvo. Klinikiniai tyrimai rodo, kad
pacienty, kuriy atsakas ] gydyma nebuvo geras, prognoze galéty pagerinti
palaikomasis gydymas talidomidu ar II-oji DDT su autoKKLT, taciau $i
gydymo taktika néra standartiné (94,95). Siuo metu atliekamos klinikinés
studijos vertina jvairias konsolidacinio ir palaikomojo gydymo formas taikant
naujuosius vaistus. Preliminaris rezultatai rodo, kad palaikomasis gydymas
gali pailginti laikg iki progresijos, pagerinti atsako lygj, taCiau dar néra

paskelbta duomeny patvirtinan¢iy iSgyvenamumo pailgéjima (96,97).

Vyresniems nei 65 mety amZiaus ar turintiems sunkiy gretutiniy
susirgimy pacientams dideliy doziy chemoterapija néra pranasesné uz
standartiniy doziy chemoterapija dél didesnio su gydymu susijusiy mir¢iy
kiekio. Keturis deSimtmecius ,,auksiniu‘ gydymo standartu, vyresniems nei 65
tyrimai parode, kad prie MP chemoterapijos pridéjus naujg vaistg —
bortezomibg ar talidomidg pasiekiamas geresnis atsakas ir pailgeja
iSgyvenamumas. Siuo metu vyresniy pacienty I-osios eilés gydymo
standartinés schemos remiantis randomizuoty tyrimy duomenimis yra MPT ir

MPV (98,99).

Nors gydymo efektyvumas pastaraisiais metais Zenkliai padidéjo, taciau
didZiajai daliai pacienty liga po pradinio gydymo recidyvuoja. Vieningo II-

osios ir tolesniy gydymo eiliy standarto néra. Jei atsakas j pirmos eilés gydyma
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buvo geras ir truko bent 1,5 — 2 metus, rekomenduojama kartoti pradinj
gydyma, prieSingu atveju, skiriama alternatyvi chemoterapija naudojant kita
naujg vaistg ar jy derinius (18). Mielomineés ligos gydymo algoritmas pateiktas

1 pav.
Eksperimentiniai gydymo metodai.

Alogenin¢ KKLT. Pilno intensyvumo alogeniné¢ KKLT salygoja
nepriimtinai aukstg su gydymu susijusj mirtinguma, siekiantj iki 50% (45).
Pastaruoju metu taikant auto/mini-alo tandeming transplantacijg pavyko
Zenkliai sumaZzinti gydymo toksiSkumag. Taikant mini-alo KKLT apie 30%
pacienty pasiekia ilgalaikj iSgyvenamuma be progresijos ir galimai pasveiksta
nuo ligos (44,100,101). Nors iki Siol aloKKLT néra standartinis ML gydymas,
taCiau tesiamos klinikinés studijos siekiant optimizuoti §io potencialiai

kuratyvaus metodo taikyma gydant ML.

Nauji medikamentai. Siuo metu aktyviausiai vykdomi naujujy —
naujieji proteosomy inhibitoriy ir imunomoduliatoriy klaseés vaistai —
carfilzomibas ir pomalidomidas efektyvumu gali lenkti $iuo metu naudojamus
vaistus (102,103). Tiriamos ir naujy vaisty klasiy pasiZyminciy unikaliu
veikimo mechanizmu preparatai, tokie kaip karS¢io-Soko baltymy inhibitoriai,
histono deacitilazés inhibitoriai, farnesyltransferazés inhibitoriai,
monokloniniai antikiiniai pries citokinus ir plazmocity antigenus (anti CD38,

anti 11-6) (71).
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1 pav. Mielominés ligos gydymo algoritmas

Naujai diagnozuota
mielominé liga

|

Pacientas tinkamas
DDT

|

|

Pacientas
netinkamas DDT

Konsolidacija
({talidomidas)

I-0s eilés gydymas (
Indukcija .
h . I-eilés gydymas
4 cl e'moterapuos MPV ar MPT
kursai (VTD ar CVD
ar CTD) L
‘ <LGDR 2LGDR ] ‘ Remisija

—

} — ‘ Stebéjimas

—

Progresija \

]/

I1-0s eilés gydymas: alternatyvus "naujas
vaistas" derinyje su gliukokortikoidu

+/- alkilinantis preparatas

VTD — bortezomibas, talidomidas, deksametazonas, CVD — ciklofosfamidas,

bortezomibas, deksametazonas, CTD — ciklofosfamidas, talidomidas,

deksametazonas, MPT — melfalanas, prednizolonas, talidomidas, MPV —

melfalanas, prednizolonas, bortezomibas, LGDR — labai gera daliné remisija
(M-proteino redukcija > 90%), DDT — dideliy doziy chemoterapija. Pacientas

tinkamas DDT kai jo biologinis amZius nevirsija 65 mety ir neturi sunkaus (>I1

laipsnio) organy nepakankamumo, isskyrus inksty nepakankamumg.

28




2.1.9. Atsako i gydyma vertinimas

Atsako j gydyma, ligos progresijos nustatymas klinikinéje praktikoje
daugiausiai remiasi paraproteino koncentracijos kitimu. Placiausiai
naudojamos atsako j gydyma vertinimo sistemos - EBMT (angl. European
Group for Blood and Bone Marrow Transplant) ir [URC (angl. International
Uniform Response Criteria). Sios sistemos daugiausiai remiasi paraproteino
kiekio kitimo vertinimu (21,104) (3 lentel¢). Siame tyrime naudojome EBMT
atsako j gydyma kriterijus (atsizvelgéme ] 2006 m. publikuotus iSaiskinimus) .

Paraproteino koncentracijos kitimas gana gerai atspindi ligos maseés
dinamika yra paprastai jvertinamas, nereikalauja invaziniy procediiry.
Patologinio baltymo koncentracijos nustatymui placiausiai naudojamos
metodikos yra serumo ir Slapimo baltymy elektrofereze (EF), imunofiksacija,
Ig kiekio tyrimas nefelometrijos biidu. Pastaruoju metu sparciai j praktikg
diegiamas laisvy lengvyjy grandZiy nustatymas (105). Kiti standartiniai
parametrai svarbiis atsako vertinimui yra KC plazminiy lasteliy infiltracija
nustata taikant Sviesos mikroskopija, imunohistochemija, t€kmés citometrija,
plazmocitomy dydis jvertintas radiologiniai metodais.

Siuolaikinés atsako vertinimo sistemos turi ir trikumy:
1 Ilgas paraproteino gyvavimo pusperiodis
2 Sudétingas oligosekrecinés/nesekretuojancios ML vertinimas
3 Gana mazas jautrumas
4 Neveiksmingos, kai dél mielominés ligos evoliucijos atsiranda
nesekretuojantis/oligosekrecinis PL klonas.

Pagrindiné problema yra inertiSka paraproteino dinamika, nes Ig
molekulés pasiZymi ilgu serumo gyvavimo pusperiodZiu, kurio trukmé 2 - 21
diena (46). Dél Sios prieZasties atsako negalima patikimai jvertinti anksti. Nuo

gydymo pradzios iki atsako vertinimo turi praeiti bent 2 - 3 mén.
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3 lentelé Atsako i gydymga ir neigiamy jvykiy kriterijai

Atsakas/ivykis

Atsako/jvykio kriterijai'

Pilna remisija
(PR)

Serume ir Slapime imunofiksacija neigiama. Néra jokiy
minkStyjy audiniy plazmacitomy. Plazminiy lgsteliy kauly
&ulpuose yra <5%”

Daliné¢ remisija
(DR)

> 50% serumo M-proteino redukcija. Slapimo M-proteino >
90% redukcija ir/arba < 200 mg per 24 h.

Jeigu serumo ir Slapimo M-proteinai yra neiSmatuojami, tai
vietoj M-proteino kriterijaus yra matuojamas skirtumo tarp
itraukty ir nejtraukty laisvy lengvyjy grandiniy (LLG). Daling
remisijg atitinka skirtumo sumazéjimas > 50%.

Jeigu serumo ir Slapimo M-proteinai bei LLG yra
neiSmatuojami, tokiu atveju vertinama kauly ¢iulpy plazminiy
lasteliy (KCPL) infiltracija. PR konstatavimui turi biti pasiekta
> 50% KCPL redukcija, kai prie§ gydyma KCPL infiltracija
buvo > 30%.

Salia jau iSvardinty kriterijy turi bati konstatuota >50%
minkstyjy audiniy plazmocitomy redukcija.

Minimalus
atsakas (MA)

25-49% serumo M-proteino redukcija. Slapimo M-proteino 50-
89% redukcija (sumaz¢jimas >200 mg per 24 h.).

25-49% minkStyjy audiniy plazmocitomy redukcija.

Jei M-proteinas nei§matuojamas 25-49% KCPL redukcija.

Stabili liga | e Neatitinka PR, DR, MA ar PL kriterijy.
(SD)
Ligos e Padidéjimas >25% nuo pradinio dydzio:
progresija ) . N s 4
- serumo M-proteinas (absoliutus padidéjimas turi buti > 5 g/I")
(PL)> - ir/arba Slapimo M-proteinas (absoliutus padidéjimas turi buti >

200 mg/24 h);
ir/arba KCPL infiltracija (turi bati > 10%);

Tik pas pacientus su neiSmatuojamu serumo ir Slapimo M-
proteinu: skirtumo tarp ijtrauktos ir nejtrauktos LLG
padidéjimas > 25% nuo pradinio dydzio (absoliutus

padidéjimas turi buti > 100 mg/1).

Aiskiai jrodytas naujy kauly pazeidimy ar plazmacitomy
atsiradimas arba aiSkiai jrodytas jau egzistuojanciy kauly
pazeidimo Zidiniy ar plazmacitomy padidé¢jimas.

Hiperkalcemijos aiSkiai susijusios su plazminiy Igsteliy
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neoplazija iSsivystymas (koreguotas serumo kalcis >2.65
mmol/l).

Klinikinis e Tiesioginiai progresuojanéios ligos pozymiai ir/ar organy
recidyvas 3 taikiniy pazeidimas (CRAB)4. Si kategorija nenaudojama
vertinant laikg iki progresijos ar iSgyvenamuma be ivykiy, bet
nurodoma ¢ia, kadangi gali biiti vertinama atskirais atvejais,
taipogi yra svarbi klinikin¢je praktikoje.

e Klinikinis ligos recidyvas konstatuojama, kai nustatomas
vienas ar keli i§ Zemiau iSvardinty kriterijy:

Aiskiai jrodytas naujy kauly paZeidimy ar minkStyjy audiniy
plazmacitomy atsiradimas;

Aiskiai jrodytas jau egzistuojanciy kauly pazeidimo Zidiniy ar
minkStyjy audiniy plazmacitomy padid¢jimas.  Aiskus
padidéjimas apibréziamas kaip 50% ( maZiausiai 1 cm.)
paZeidimo skersmens padidéjimas;

Hiperkalcemija (2.65 mmol/l);

Hemoglobino sumaz¢jimas >20 g/1;

- Kreatinino koncentracijos padidéjimas > 177 mikro- mol/l.

Recidyvas po | Kategorija naudojama tik nustatant iSgyvenamuma be ligos.

buvusios

pilnos e Bet kuris kriterijus i§ Zemiau iSvardinty:

remisijos - IS naujo atsirades serumo ar Slapimo M-proteinas, atliekant
imunofiksacijg ar elektrofereze.

- KCPL infiltracijos >5% i$sivystymas.’

- Bet kokiy kity progresijos poZymiy iSsivystymas (pvz. nauja
plazmacitoma, litinis kauly paZzeidimas, hiperkalcemija ar kt)

"Visy atsako kategorijy patvirtinimui reikalingi du paeiliui atlikti tyrimai prie§
pradedant taikyti, bet kokj naujg gydymg; visy atsako kategorijy patvirtinimui
neturi biiti nustatyta jokiy esamy skeleto paZeidimy progresijos poZymiy ar
naujy paZeidimy atsiradimo naujai atliktose rentgenografijose. Radiologiniai
tyrimai néera butini atsako kategorijy patvirtinimui.

’Patvirtinimui pakartotinés trepanobiopsijos nereikia.

j)Visq recidyvo kategorijy patvirtinimui turi biti paeiliui atlikti 2 patvirtinantys
tyrimai pries pradedant taikyti naujg gydymg.

4Pr0gresu0janéi0s ligos nustatymui reikia M-proteino padideéjimo > 10 g/l jei
pradinis M-proteino lygis buvo > 50 g/I.

’Recidyvo po buvusios CR patvirtinimui utenka 5% KCPL padidéjimo, kai tuo
tarpu kitais atvejais turi biiti 10%.
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Organizme egzistuoja fiziologiné Ig recirkuliacijos sistema (106). Ig
molekulé patenka j 1gstelés vidy pinocitozés biidu. Lasteléje Ig Fc fragmentas
jungiasi su FcRn (angl. neonatal FC receptor), apsauganciu nuo proteolizes, bei
yra grazinama j cirkuliacija (107). Si sistema geba graZinti j cirkuliacija tik
ribotg Ig molekuliy kiekj ir esant dideléms paraproteino koncentracijoms jos
poveikis mazas, taiau maZz¢jant paraproteino kiekiui, jo plazmos pusperiodis
del recirkuliacijos eksponentiSkai ilgeja. Kai kuriais atvejais patologiniy Ig
koncentracija mazéja dar kelis mén. pabaigus gydyma.

Atsako vertinimas remiantis plazminiy lgsteliy kiekiu kauly ¢iulpuose turi
daug trukumy ir naudojamas tik kaip pagalbinis metodas. Pirmiausiai
piktybiniy PL i§sidéstymas KC yra Zidininis ir jy kiekis kinta priklausomai nuo
paémimo vietos. Aspiruojant KC dél nehomogenisko PL plitimo, adhezijos
prie KC stromos bei atskiedimo periferiniu krauju, PL koncentracija aspirate
7enkliai varijuoja (14,22). KC trepanobiosija tikslesné uZ aspiracija, ta¢iau
atsako vertinimui praktiSkai nenaudojama dél sudétingumo ir invazyvumo.

Nuo 2000 mety atsako vertinimui j praktika pradétas diegti laisvy
lengvyjy grandziy (LLG) nustatymo metodas (108). Tiriant LLG naudojami
polikloniniai AK pries§ Ig lengvyjy grandZiy epitopg, kuris esant lengvajai
grandZiai susijungusiai su sunkigja grandimi biina pasléptas. Tokiu biidu
paraproteinas aptinkamas ir tais atvejais, kai piktybiniai plazmocitai
nesekretuoja sunkiyjy grandziy. LLG tyrimo jautrumas didesnis uz EF ir
panasus ] imunofiksacijos tyrimg. Svarbus LLG pranaSumas pries IF yra
kiekybinis vertinimas, kai tuo tarpu IF vertinama dichotomiskai (teigiama ar
neigiama). I[URC sistema ir IMWG eksperty bendras sutarimas numato LLG
naudojimg atsako vertinimui nesekretuojancios ar oligosekrecinés ligos atveju,
kai serumo paraproteino koncentracija mazesné nei 10 g/l o Slapimo
paraproteino < 0,2 g/24 val. (105). LLG serumo pusperiodis, lyginant su pilna
Ig molekule, yra labai trumpas — kappa LLG 2 — 4 val., o lambda LLG 3 -6
LLG ankstyvo atsako j gydymg vertinimui. Buvo nustatyta, kad LLG atsakas

vertintas po 2 mén. nuo gydymo pradZios koreliuoja su maksimaliu atsaku
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(110). LLG santykio normalizacija po 1 ar 2 gydymo kursy susijusi su ilgesniu
LIP ir didesniu pilny remisijy kiekiu (111). Kito tyrimo duomenimis ankstyva
(po 2 ar 3 gydymo kursy) LLG santykio normalizacija buvo susijusi su
trumpesniu LIP ir BI. Sio tyrimo autoriai savo radinius pagrindé tuo, kad
agresyvios eigos ML paprastai grei¢iau sureaguoja i gydyma, taciau po to
anksti ima progresuoti ir lemia nepalankias iSeitis (112). IMWG eksperty
bendru sutarimu nuspresta, kad egzistuojantys duomenys yra prieStaringi ir
S§iuo metu nepakanka jrodymy, jog LLG gali biiti naudojama ankstyvam atsako

1 gydyma vertinimui (105).

Pastaruoju metu paskelbta klinikiniy tyrimy duomeny apie vaizdiniy
metody — MRT, PET skenavimo naudojimg ML atsako j gydyma vertinimui
(113,114). Pateikti duomenys rodo, kad tai yra informatyviis tyrimo metodai,

kurie ateityje gali tapti standartiniais.

2.2. Tékmés citometrija
2.2.1. Tékmés citometrijos metodo apzviga

Metodo uzuomazgos atsirado dar 1953 metais, kai buvo sukurta pirmoji
lasteliy t€kmés analizés sistema. W. H. Coulter uZpatentavo metoda pagrista
elektrines varZos pokyciy registravimu lgsteliy suspencijai tekant pro anga
(115). Elektrinés varZos pokytis buvo proporcingas Igstelés dydZziui, tai leido
klasifikuoti lgsteles pagal jy dydj. Metodas iki Siol naudojamas
hematologiniuose analizatoriuose. 1965 L. A. Kamentsky su kolegomis jdiegé
Sviesos signalo pokyc¢iy registravimu pagrista Igsteliy suspensijos analizés
metoda (116). XX amZiaus 7 — ojo deSimtmecio pabaigoje Igsteliy tekmes
analizei buvo pasitelktas imunofluorecensijos registravimas.
Imunofluorescensijos metodo esmeé — specifinio taikinio pazyméjimas
fluorescuojancia medZiaga, panaudojant antigeno-antikiino reakcijg.
Fluorescuojanciu dazu paZzymeta antikiino molekul¢ jungiasi prie Siam

antik@inui specifiSko antigeno, taip ,,nudazydamas* tikslines biologines
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struktiiras. 1968 metais Vokietijos mokslininkai W. Dittrich ir W. Gohde
sukiiré pirmajj t€ékmés citometrijos prietaisg, veikiant] imunofluorescencijos
principu — impulscitofotometra ICP 11 (117). Sis prietaisas registravo lasteliy
fluorescencijos intensyvuma, kuris priklausé nuo fluorescentiniy dazy kiekio
susikaupusio Igsteléje. Netrukus buvo sukurtos ir pirmosios komercinés
automatizuotos imunofluorescentinés tékmes citometrijos sistemos. Metodo
vystymas] ypatingai paskatino elektroniniy skai¢iavimo masiny (kompiuteriy)
gebanciy apdoroti didziulius informacijos kiekius tobul¢jimas (118,119).
Dabartinis angliSkas metodo pavadinimas ,,flow cytometry” visuotinai
vartojamas nuo 1988 mety. Lietuviskai Sis metodas dazniausiai vadinimas —
tekmes citometrija, reCiau naudojamas lietuviskas atitikmuo — srautine

citometrija.

Tékmes citometrijos metodikos esminis principas yra daleliu suspencijos
srauto SvirkStimas pro lazerio skleidziama Sviesos spindulj, jutikliy sistemai
registruojant lazerio spindulio pokyc¢ius bei fluorescenting emisijg (46,120-
122). Téekmes citometrijos prietaisg sudaro keturios glaudziai susijusios dalys —
skysCiy sistema, Sviesos Saltinis, Sviesos signalo registravimo ir duomeny

kaupimo bei analizes (elektroning) sistemos (2 pav.):

1 Skyséiy sistema sukuria lasteliy ar daleliy suspencijos tékme. Sis
srautas nukreipiamas ] susikirtimo taskg su Sviesos spinduliu. Svarbiausias
reikalavimas srautui — jame 1gstelés turi iSsidéstyti eile ir j susikirtimo taska
su lazerio spinduliu patekti po vieng. Procesas, kurio metu suformuojama
sluoksning Igsteliy suspencijos tekme (angl. laminar flow) vadinamas
hidrodinaminiu fokusavimu. Lasteliy suspencija jSvirk§¢iama kaip asiné
srove ] apgaubiant] skysc¢iy srautg. Keiciant aSinio ir gaubiancio skysciy
srauty slégius reguliuojama aSinés sroves apimtis ir pasiekiama, kad lastelés
tekmeje iSsidéstyty eiléje po vieng. Galiausiai purkStukas nukreipia
suformuotg srautg j susikirtimg su $viesos spinduliu. Galutinio skysciy
srauto skersmuo paprastai buna apie 70 pm skersmens. Per sekundg¢ Sviesos

spindulj kerta apie 1000 daleliy. Hidrodinaminio fokusavimo nustatymai
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gali kisti priklausomai nuo tiriamosios suspencijos hidrodinaminiy savybiy,

tiriamyjy daleliy dydZio.

2 Tekmes citometruose Sviesos spindulio generavimui daZniausiai
naudojami specifinio Sviesos bangos ilgio lazeriai: 488nm (mé¢lynas), 633 —
637nm (raudonas), 405 — 407nm (violetinis), ir 514nm (zalias). Skirtingus
fluorescuojancius dazus maksimaliai suZadina specifinio bangos ilgio
Sviesa. Daugiau skirtingo bangos ilgio lazeriy turintis t€kmeés citometras,
gali analizuoti daugiau skirtingy fluorescentiniy signaly. Sviesos spindulys

btina nukreiptas statmenai skyscio srautui.

3 Sviesos signalus, skleidZiamus $viesos spindulj kertanéiy lasteliu,
registruoja Sviesos jutikliy sistema. Jutikliai pavercia Sviesos energijg
elektros impulsu. Gaunama kokybiné ir kiekybiné informacija, nes
generuojamas elektros signalas proporcingas Sviesos energijos kiekiui.
Sviesa j jutiklius nukreipia veidrodZiy ir filtry sistema atitinkamai
atspindinéiy ar praleidZianéiy tik specifinio bangos ilgio $viesa. Si sistema
jgalina skirtingo bangos ilgio fluorescenting emisija nukreipti j skirtingus
jutiklius ir tokiu buidu leidzia atskirai analizuoti keliy fluorescentiniy dazy
vienu metu skleidZiamg spinduliot¢. Tékmes citometrijos aparatai turintys
keliy spalvy lazerius ir sudétingg Sviesos filtravimo sistema, vienu metu gali
analizuoti iki 18 skirtingy fluorescentiniy dazy skleidZziama Sviesg ir vienu

metu vertinti iki 18 imunologiniy 13stelés parametry (120).

4 Duomeny kaupimo ir analizés sistema jutikliy generuojamus elektros
impulsus pavercia ] skaitmeninius signalus, kuriuos kaupia atmintyje.
Sukauptai informacijai analizuoti ir pateikti naudojama programiné jranga.
DazZniausiai informacija pateikiama histogramy ir taskiniy diagramy (angl.
dot plot) pavidalu. Histogramos X aSyje paprastai vaizduojamas Sviesos
emisijos intensyvumas, o Y asyje lgsteliy skai€ius. Dvimatés tasSkines
diagramos vaizduoja vienos lgstelés dviejy skirtingy parametry reikSmes

(fluorescencijos intensyvuma) o kiekvienas taskas atitinka vieng lgstele.
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2 pav. Tékmeés citometro principiné schema

Dichroiniai
veidrodzZiai

Specifinés
Sviesos bangos

Méginys
Fluorescentinés

Sviesos detektoriai Purkstukas

Kompiu-

Soninés $viesos
sklaidos detektorius .-

teris L .
Lazerio Sviesos spindulys

Daleliy
srautas
Tiesinés Sviesos

sklaidos detektorius

Tekmes citometrijos aparatai paprastai pateikia trijy riiSiy informacija
apie tiriamg lastelg: tiesin€, Sonin¢ Sviesos sklaida bei fluorescencijos
intensyvumas. Analizuojamas fluorescentiniy signaly kiekis priklauso nuo
tekmes citometro galimybiy. Dauguma Siuolaikiniy mediciningje praktikoje
naudojamy tekmes citometry vienu metu geba analizuoti Sviesos sklaidg ir 4-6

skirtingus fluorescentinius signalus.

Tiesinés ir Sonines Sviesos sklaidos jutikliai registruoja to bangos ilgio
Sviesa, kokig generuoja Sviesos Saltinis. Tiesiné Sviesos spindulio sklaida
(angl. forward scatter (FSC)) registruojama daviklio esan¢io mazu kampu pries
Sviesos Saltinj. Tiesiné §viesos sklaida atspindi lastelés dydj. Soninés §viesos
sklaidos (angl. side scatter (SSC)) jutikliai iSsidéste statmenai Sviesos Saltiniui.
Soniné $viesos sklaida daugiausiai priklauso nuo lastelés vidinés struktiiros
sudétingumo — granuliy kiekio, branduolio formos. Sie du parametrai taskinéje
diagramoje gali pakankamai tiksliai suklasifikuoti kraujo lgsteles ] tris
populiacijas — limfocity (maZiausi ~ 8 pm ir tolygiausios struktiiros), monocity
(dideli ~ 14 pum, vidutini§ko sudétingumo vidiné struktiira) ir neutrofily (dideli

~ 12um, intensyviai granuléta struktura).
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Imunofluorescentiniai Zymenys naudojami detalesnei lgsteliy populiacijy
analizei. Naudodami su antikiiniais sujungtus fluorescuojancius dazus galime
kokybiskai ir kiekybiskai jvertinti daugybe parametry, pradedant Igstelés
pavirSiaus ir intracitoplazminiais struktiiriniais elementais, chromosomy

analize, baigiant lgstelés funkcijomis ir gyvybingumu.

Fluorescuojanc¢iy Zymeny pagrindas yra molekulés turin€ios fluoroforo.
Fluoroforas — tai molekulés dalis ar maza molekulé gebanti absorbuoti
specifinio bangos ilgio Sviesg ir iSspinduliuoti kitokio bangos ilgio Sviesa.
Dazniausiai naudojami fluoroforai: fluoresceino izotiocianatas (FITC),
fikoeritrinas (PE), peridinino chlorofilo baltymas (PerCP), cianino derivatai
(CyS5, Cy7), alofikocianinas (APC). Tekmes citometrijoje naudojamy
fluorofory kombinacijos parenkamos siekiant iSvengti iSspinduliuojamo

spektro persidengimo (tai priklauso nuo aparate sumontuoto lazerio, filtry)

Medicinoje, ypac eksperimentingje, t€kmés citometrijos taikymas labai
platus. Sis metodas pladiai taikomas imunologijos, onkologijos, infektologijos,
hematologijos moksliniy tyrimy srityje. Klinikinéje praktikoje tékmeés
citometrai placiausiai naudojami hematologijos srityje: kraujo ligy
diagnostikai, ligos eigos steb&jimui ir atsako ] gydyma vertinimui, prognozeés
nustatymui (120). Vertinant pavirSiaus antigenus galima nustatyti 1gstelés
kilme (pvz. CD3 antigenas biidingas T limfocitams), diferenciacijos stadijg ar
atpazinti patognominj imunofenotipg (pvz CD5+/CD23+ budingas LLL B
limfocitams, ar CD55-/CDS59- eritrocity ir leukocity imunofenotipas sergant
paroksizmine naktine hemoglobinurija), svarby diagnozés nustatymui. Didelis
metodo jautrumas ir specifiSkumas iSnaudojamas stadizacijos metu, kai reikia
jvertinti ligos iSplitimg kauly Ciulpuose, patologinése skyscio sankaupose,
smegeny skystyje. TC naudojama gydymo efekto vertinimui ir yra vienas
svarbiausiy metody minimalios liktines ligos stebésenai sergant kraujo ligomis
(123,124). TC padeda jvertinti patologinio klono lgsteliy prognozei ar gydymui

svarbiy Zymeny raiSkg. PavyzdZziui, esant Zymiai CD33 ekspresijai ant
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mieloidiniy blasty, gydymui galima skirti anti CD33 monokloninj antikiing,

taCiau toks gydymas neskiriamas, nesant Zymens ekspresijos (121,125).
2.2.2. Tékmeés citometrijos taikymo tiriant mielomine liga raida

Plazminiy lgsteliy imunotipavimas naudojant t€kmeés citometrijos metoda
pradétas taikyti prie§ 3 deSimtmecius. Pradinés tékmés citometrijos studijos
rémési DNR kiekio jvertinimu. Buvo iSnaudojama DNR ypatybé jungtis su
fluoroforais (126). Sios studijos neturéjo didesnés klinikinés reik§més.
Plazminiy lgsteliy imunotipavimas éme sparciau vystytis, kai buvo pradeti
naudoti monokloniniai antikiinai konjuguoti su fluoroforais, leidusiai vertinti
lasteliy membranos strukturas ir intracitoplazminius Zymenis. Devintame XX
a. deSimtmetyje atrastas specifinis PL. Zymuo CD38 (OKT 10) (127). XX a.
paskutiniajame deSimtmetyje buvo atrasti tokie plazminiy lgsteliy Zymenys
kaip CD138, CD56 (128,129). Visy pirma tai lémg¢ labai specifiSko brandziy
plazminiy 1asteliy imunofenotipo nustatymg — CD138+/CD38+, leidusio
tiksliai apsibrézti plazminiy lasteliy populiacija. Gana tiksliai
imunofenotipiSkai apibiidinta piktybiniy plazminiy lasteliy populiacija —
CD138+4/CD38+/CD19-/CD56+ (130), pradéta skirti normalias ir piktybines
plazmines lIasteles (131). TC metodikai vystantis iSkilo nemazai neaiSkumy.
Geras pavyzdys tam iliustruoti bity CD45 Zymens raiSkos interpretavimo
evoliucija. CD45 Zymens hipoekspresija, ilga laikotarpj dalies tyréjy buvo
vartojama piktybiniy plazminiy lasteliy identifikavimui (17,24,28,132). Tuo
pat metu kiti autoriai demonstruodavo, §io Zymens polimorfiska ekspresija
tiriant ir normalius, ir piktybinius plazmocitus (133). Siuo metu ekspertai
sutaria, kad CD45 neturi biiti naudojamas normaliy ir piktybiniy PL
atskyrimui (14). Iki Siol nevienareikSmisSkai vertinama normaliy PL. CD19 ir

CD56 Zymeny ekspresija (30,134).

ISsamios ir kliniSkai svarbios mielominés ligos tyrimo metodologijos
taikant tekmes citometrijg (naudojant 4 splavy TC modelius) buvo publikuotos

gana neseniai — 2005, 2006 metais (134,135). TC jgaunant vis didesng
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moksling ir kliniking reik§me, 2008 metais Europos mielomineés ligos tinklo
(European Myeloma Network) organizacijos ekspertai parengé ir publikavo
plazminiy lasteliy tyrimo t€kmeés citometru metodologines rekomendacijas
(14). Sios rekomendacijos aiskiai apibréZ¢é tékmés citometrijos naudojimo
tiriant ML indikacijas, galimybes, nurodé kai kuriuos trikumus ir ateities
studijy kryptis. Viena i$ ekspertu sutarimu nurodyty sri¢iy, kur turéty biti

atliekami TC klinikiniai tyrimai - cirkuliuojan¢iy plazminiy lasteliy klinikiné

reikSme.
2.2.3. Plazminiy lasteliy imunofenotipiniai Zymenys

CD38 yra lastelés transmembraninis glikoproteinas, jam priskiriamos
kelios funkcijos (vadinamasis daugiadarbis baltymas (angl. moonlighting
protein): NAD-glikohidrolaze, ADP-ribozés ciklaze, ciklinés ADP-ribozés
hidrolaze (136). CD38 neturi specifiSkumo vienai 1gsteliy linijai, jis
aptinkamas ant daugelio organizmo lgsteliy: imuniniy lgsteliy (T limfocity, B
limfocity, NK lgsteliy, plazminiy 13steliy), kity hemopoetiniy 13steliy
(eritrocity, monocity, trombocity) (137). Sj baltyma taip pat ekspresuoja
miocitai, kraujagysliy endotelio, inksty proksimaliniy kanaléliy, skydliaukés
lasteleés (46). Plazminés lgstelés nuo kity kraujo 1gsteliy skiriasi tuo, kad
ekspresuoja labai daug CD38 antigeno. CD38 Zymens raiska Zenkliai did¢ja B
limfocity plazmocitinés diferenciacijos metu todél yra vadinamas
diferenciacijos antigenu (133,138). Sis Zymuo aptinkamas praktiskai ant visy
normaliy ir piktybiniy PL (gali skirtis tik raiSkos intensyvumas), todel yra

naudojamas pirminiam apibréZimui, kaip PL identifikavimo Zymuo (14).

CD138 — heparano sulfato proteoglikanas,sindekanas-1 (gr. syndecan ~
sulipes). Sis Zymuo veikia, kaip tarplastelinés adhezijos molekulé, augimo
faktoriy (APRIL, interleukino 6 (IL-6), fibroblasty augimo faktoriaus (FGF),
hepatocity augimo faktoriaus (HGF) ir kt.) korepceptorius (139,140). Svarbu,
kad CD138 yra labai specifiSkas plazmocitams. Jokios kitos kraujodaros

lastelés neekspresuoja CD138. Sis Zymuo taipogi gali biti traktuojamas kaip

39



diferenciacijos molekulé, nes jo raiSka atsiranda tik po plazmablastinés
diferenciacijos stadijos ir ry$kéja plazmocitams brestant (133). Sis Zymuo
poroje su CD38 yra daZniausiai naudojama ir eksperty bendru sutarimu
rekomenduota Zymeny kombinacija plazminiy 13steliy pirminiam apibrézimui

(angl. gating) (14,134,141).

CD45 yra leukocity bendrasis antigenas. Jis randamas ant visy
hemopoetiniy 1gsteliy, iSskyrus trombocitus ir eritrocitus.Tai yra baltyminis
fermentas tirozino fosfataz¢, dalyvaujantis jvairiose lgstelés funkcijose. T ir B
limfocituose Sis fermentas svarbus antigeno salygoto signalo perdavimui ir
lasteles aktyvacijai (142). CD45 raiSka plazmocitui bregstant mazeja. Irodytas
CD45 Zymens ekspresijos ir plazmocity geb¢jimo proliferuoti tiesioginis rySys
(143). Diferenciacijos metu CD45 ekspresija maz¢ja, kartu mazeja ir gebéjimas
proliferuoti veikiant IL-6. Subrendusi ilgai gyventi normali PL praktiSkai
neturi CD45 Zymens ekspresijos, neproliferuoja, pasiZymi aukSta BCL2 raiska
ir biina atspari apoptozei. Piktybiniai CD45- plazmocitai sergant ML, kaip ir
normalios PL, biina atspariis apoptozei, taciau islaiko proliferacinj aktyvuma
priklausomg nuo IGF-1 (144,145) . Nustatyta, kad ML su Zemiausia CD45
ekspresija turi blogesn¢ prognoze (27). Svarbu, kad CD45 raiska plazmocity
populiacijose yra skirtinga t.y. dalis plazminiy Igsteliy turi Zymig CD45
ekspresijg o dalis Zema (133). Piktybinés plazminés lgstelés turi polink] i
zemesne CDA45 ekspresija, taciau del raiSkos polimorfiSkumo $io Zymens

nerekomenduojama naudoti skiriant normalias ir piktybines PL (14,146).

CD19 yra bendras B limfocity Zymuo. Jis aptinkamas ant jvairiy
diferenciacijos stadijy B limfocity — pradedant nuo limfoblasty, baigiant didele
dalimi plazmocity. Sis baltymas veikia kaip B limfocito receptoriaus
koreceptorius ir dalyvauja antigeno stimuliuojamo signalo perdavime
(147,148). Plazmocity diferenciacijos metu dalis plazminiy Igsteliy CD19
raiSkg praranda (149). Tiksli normaliy CD19- plazmocity populiacijos reikSmé
néra pilnai aiski. Sis Zymuo labai retai biina ekspresuojamas ant mielomine liga

serganciyjy piktybiniy plazminiy lgsteliy (<1-5%) tod¢l derinyje su kitais
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Zymenimis (pirmiausiai su CD56) naudojamas atskiriant normalias ir

piktybines plazmines lasteles (14,134).

CD56 — nervy lasteliy adhezijos molekulé (neural cell adhesion molecule
- NCAM) (150). Atlieka adhezijos tarp lasteliy funkcija, padeda lastelei
tvirtintis prie tarplastelinés medziagos. Sis Zymuo daugiausiai ekspresuojamas
nervinio audinio lasteliy. Tarp kraujodaros Igsteliy CD56 ekspresija pasiZymi
NK lgselés ir T limfocitai (151). CD56 Zymens raiska gali biiti aptinkama ant
kai kuriy navikiniy lgsteliy — limfomy, neuroendokrininiy naviky,
smulkialgstelinio plauciy véZio, iminés mieloleukemijos ir kt. Dalies autoriy
duomenimis normaliis plazmocitai §io Zymens neekspresuoja, taciau kiti
autoriai nurodo, jog nedidelé normaliy plazminiy lgsteliy dalis pasiZzymi CD56
raiSka (129,152-154). Piktybiniai plazmocitai prieSingai nei normalus,
mielominés ligos atveju daznai ekspresuoja CD56 Zymenj. Atipiné CD56
Zymens raiSka naudojama mielominés ligos diagnozei nustatyti, taip pat kaip
jau minéta derinyje su CD19 — skirti normalius ir piktybinius plazmocitus
(14,134). Nustatyta, kad CD56 hiperekspresija taikant standartiniy doziy
chemoterapijg susijusi su nepalankia prognoze, taCiau taikant DDT nepalankios

prognostinés jtakos nenustatyta (155,156).

Imunoglobuliny (Ig) lengvosios grandys (LG). LG yra B limfocity
sekretuojamy imunoglobulino molekuliy struktiriné dalis. Biina dviejy tipy —
kappa arba lambda. B limfocity ankstyvos diferenciacijos metu (pre-B
limfocity stadija), vyksta geny atsakingy uz Ig sinteze persitvarkymai ir vienas
1§ Sio proceso etapy yra LG tipo pasirinkimas (angl. light chain switch
recombination). To pasekoje, konkretus B limfocitas gali sekretuoti tik vieno
tipo Ig LG (157). Si ypatybé pla¢iai naudojama nustatant B limfocitiniy ir
plazmocitiniy neoplazijy kloniSkuma (158,159). Plazminiy Igsteliy pavirSiuje
imunoglobulino molekuliy raiSka yra silpna. DidZiausia Ig LG koncentracija
biina plazminiy lgsteliy citoplazmoje. Atliekant t¢kmes citometrijos tyrimus
intracitoplazminiy Ig LG nustatymas kartu su kitomis imunofenotipinémis

aberacijomis naudojamas kloniSkumo patvirtinimui ir yra labai svarbus skiriant
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piktybines ir normalias Igsteles (160). Intracitoplazminiy Ig LG aptikimui
reikalinga Igstelés sienelés permeabilizacija ir Zymeny fiksacija, todél, kai
kuriais atvejais stebimi Igstelés membranos Zymeny raiSkos pasikeitimai

galintys apsunkinti duomeny analiz¢ (161,162).

Kiti Zymenys. Plazminiy Igsteliy identifikavimui, piktybiniy plazminiy
lasteliy imunofenotipinéms aberacijoms nustatyti d¢l skirtingo ekspresijos
lygio ant normaliy ir piktybiniy PL dar naudojami CD27, CD81, CD20,
CD127, CD28, CD200 Zymenys (14,146,163-165). D¢l prognostinés reikSmés,
be jau paminéto CDA45, dar vertinama ir CD56, CD117, CD28, CD23 bei
CD33 Zymeny raiska (143,166-169).

2.24. Tékmés citometrijos taikymas mielominés ligos

klinikinéje praktikoje

Iki pastarojo meto klinikingje praktikoje mielominés ligos tyrimui TC

nebuvo placiai naudojama. Tai lémé kelios prieZastys:

1 TC specifiSkumo triikumas - patologinés plazmines lgstelés
(mielominés ligos kloniniai plazmocitai) neturi patognominio

imunofenotipo;

2 Specifiski ir gana jautris jprastiniai diagnostikos ir ligos atsako
vertinimo metodai (paraproteino analiz¢, imunohistochemija, gana

specifiSka maligniniy plazminiy Igsteliy morfologija);

3 D¢l menko gydymo efektyvumo (ypatingai iki deSimto XX a.
deSimtmecio pabaigos), retai bidavo gaunamos gilios ML remisijos, ir

pilnai pakakdavo standartiniy atsako vertinimo metody jautrumo.

4 Tyrimui naudojam medzZiaga — kauly Ciulpy aspiratas, néra idealus
mielominés ligos kinetikos vertinimui. Aspirato sudétis priklauso nuo
atskiedimo periferiniu krauju, Zidininio plazminiy Igsteliy iSsidéstymo, jy

adhezijos prie KC stromos (14,170).
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Pastaruoju metu TC taikymas mielominés ligos praktikoje uzZima vis
svarbesne¢ vieta. Svarbiausi faktoriai paskating platesnj TC taikymg tiriant
mieloming ligg buvo TC metodologijos specifiSkumo ir ML gydymo
efektyvumo padid¢jimas. TC metodologijos specifiSkumas tiriant plazmines
lasteles iSaugo tobuléjant TC technikai ir sukaupus daugiau Ziniy apie
plazminiy 1gsteliy imunofenotipg. Atsiradus tékmés citometrams gebantiems
analizuoti 6 ir daugiau spalvy, Zenkliai padidéjo galimybes specifiskai atskirti
normalias ir piktybines plazmines lgsteles (171-173). Sparciai progresuojant
mielomineés ligos gydymo technologijoms vis dazniau pasiekiama pilna
remisija, kuomet perzengiama jprastiniy atsako vertinimo metody, pagristy
paraproteino nustatymu, jautrumo riba. Prie§ deSimtmet] vyresniems
pacientams PR biidavo pasiekiama i$skirtinai retais atvejais (<5%). Skiriant
Siuolaiking chemoterapija, net vyresniems pacientams, kuriems netaikoma
dideliy doziy chemoterapija, pilna remisija pasiekiama apie 30% atvejy. Siuo
metu klinikiniuose tyrimuose taikant ,,naujuosius vaistus‘ (taikiniy terapija) ir
DDT daugiau kaip Y2 jaunesniy pacienty pasiekia pilng remisijg (22,92,98,174-
176). Pastaruoju metu vykdomi intensyviis tyrimai siekiant surasti geriausia
metodg minimalios liktines ligos nustatymui. PGR metodas ML MLL tyrimui
klinikinéje praktikoje pla¢iau netaikomas. Sis metodas nors ir yra kiek
jautresnis uz TC, taciau daliai pacienty d¢l specifiniy Zymeny triikumo negali
buti taikomas, be to yra brangus ir uZima daug laiko (177,178). D¢l didelio
jautrumo, plataus prieinamumo ir galimybés metodg pritaikyti beveik visiems
pacientams, TC tapo pasirinkimo metodu tiriant ML minimalig liktine ligg
(MLL). Pastaruoju metu paskelbti keliy klinikiniy tyrimy duomenys rodantys
MLL nustatymo (taikant TC) pranaSuma prie§ standartinius metodus (179).
Ispany atliktas tyrimas parod¢, kad neigiama MLL prognostiSkai palankesné
nei neigiama imunofiksacija (180). Kita studija patvirtino, kad TC metodu
nustatyta remisija susijusi su ilgesniu laiku iki progresijos nei LLG santykio
normalizacija gristos grieZtos PR (angl. stringent complete remission)

patvirtinimas (181).
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Svarbi praktinio TC taikymo sritis yra monokloniniy gamapatijy rizikos
nustatymas. Rizikos vertinimas remiasi imunofenotipiniy Zymeny raiSkos
tyrimu, normaliy ir piktybiniy KC PL santykio jvertinimu, periferiniame
kraujyje cirkuliuojanciy aberantiniy PL kiekio nustatymu. 2008 metais
paskelbti didelés klinikinés studijos duomenys. IStyrus 685 ML pacientus
nustatyta, kad CD28 Zymens raiSka ir CD117 Zymens raiSkos nebuvimas buvo
susijes su agresyvesne ligos eiga bei sutrumpejusiu iSgyvenamumu (166). Yra
duomeny, kad CD45 kaip ir CD56 sumaZéjusi raiSka turi neigiamag prognosting
reikSme (143,152,155,168). Pavienés studijos pademonstravo tokiy Zymeny,
kaip CD23, CD27, CD33, CD200 raiskos nustatymo prognostin¢ jtaka
(167,169,182,183). Normaliy ir piktybiniy PL santykis kauly ¢iulpuose gali
padéti diferencijuoti ML nuo MNRG, bei jvertinti ligos prognoze pacientams,
sergantiems naujai nustatyta mielomine liga. Pastebéta, kad didesné iSlikusi
normaliy PL proporcija kauly ¢iulpuose susijusi su indolentine ligos eiga
(184). > kaip 3% iSlikusiy normaliy KC PL padeda atskirti MNRG nuo ML
(173,185). TC Siuo metu yra pasirinkimo metodas nustatant ML pacienty CPL
kiekj. Klinikiné CPL nustatymo reik§mé bus aptarta véliau. Taikant TC galima
atskirti normalias ir piktybines PL, tod¢l metodas naudojamas klinikinéje
praktikoje diferencijuojant reaktyvias plazmocitozes nuo piktybinés PL

proliferacijos.

TC klinikinio panaudojimo sritys apibendrintos 2008 metais eksperty
bendro sutarimo rekomendacijose. Dokumente nurodytos 4 klinikinio TC

taikymo sritys tiriant mieloming ligg ir kitas monoklonines gamapatijas (14):

1 Diferenciné diagnostika tarp ML, monokloninés neaiSkios reikSmeés

gamapatijos (MNRG) ir reaktyviy biikliy;

2 ML prognozés nustatymas (pvz. CD45/CD56/CD117/CD28
ekspresijos vertinimas, CPL nustatymas, normaliy/piktybiniy KC PL

santykio vertinimas);

3 MNRG ir rusenancios ML rizikos vertinimas;
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4 Minimalios liktinés ligos nustatymas po gydymo ir grieztos pilnos

remisijos (angl. Stringent complete remission) nustatymas.
2.2.5. Cirkuliuojancios plazminés Igstelés

Brandzios plazminés lgstelés Zmogaus organizme gyvena kauly
Ciulpuose. Sveiky Zmoniy periferiniame kraujyje naudojant jprastinius metodus
(tepinelis ir hematologinis analizatorius) paprastai plazminiy 13steliy
neaptinkama. Naudojant jautresnius metodus ar atliekant 1gsteliy
koncentracijos procediiras randamas labai mazas kiekis plazminiy Igsteliy —
maziau nei 1i§1000 periferinio kraujo leukocity (186). Paprastai tai yra
ankstyvos diferenciacijos stadijos plazminés 13stelés migruojancios 18
periferiniy limfoidiniy organy j KC. Jy kiekis Zenkliai padidéja tik esant
reaktyvioms biuikléms (pvz. infekcija, po vakcinacijos) (153,186,187).
Reaktyvios plazmines lgstelés pasiZymi nebrandZiu imunofenotipu, gebéjimu

proliferuoti.

ISsivyscius plazminiy 1gsteliy neoplazijai plazminiy Igsteliy aptikimas
periferiniame kraujyje yra gerai Zinomas blogos prognozes Zymuo (46). Dar
1962 metais pastebéta, kad pas dalj pacienty serganciy mielomine liga
mikroskopijos budu periferiniame kraujyje galima aptikti plazminiy Igsteliy
(188). Tobul¢jant tyrimy metodologijoms ir atsiradus galimybei jvertinti
kloniSkuma, buvo nustatyti cirkuliuojantys kloniniai B limfocitai plazminiy
lasteliy neaplazijomis serganciy pacienty kraujyje (189). Paskutiniame XX a.
desimtmetyje didelj darbg vystant piktybiniy cirkuliuojanc¢iy plazminiy lgsteliy
nustatymo metodologijas, tirdami jy klinikine reikSme¢ atliko Mayo (JAV)
klinikos mokslininky grupé. Naudodami imunofluorescentinés mikroskopijos
metoda (IFM) jie jrod¢, kad didesnis kloniniy CPL kiekis susijes su didesniu
ligos aktyvumu (190). AnalogiSkus rezultatus taikydami IFM metodg gavo ir
prancizy mokslininkai (191). Kloniniy CPL aptikimui Mayo klinikos
mokslininky grupé be IFM, taipogi panaudojo ir 3 spalvy TC, ASO-PGR
metodus, juos palygino (132,192). 1997m. brity mokslininky grupé taikydama
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3 spalvy TC ir [gH-PGR metodus iStyré 288 mielomine liga sergancius
pacientus. Jie konstatavo, kad TC metodologija savo jautrumu ir specifiSkumu
prilygo PGR metodui, taciau lenké pastaraji paprastumu ir platesniu taikymu.
Britai nustaté, kad taikant gydymag CPL kiekis turéjo polinkj maZzéti o esant
ligos recidyvui vel didé¢jo. Taciau studija turéjo triikumy — naudota TC
metodologija nebuvo pakankamai jautri skiriant normalias ir malignines PL.
PiktybiSkumo nustatymui naudota Zema CD45 Zymens raiSka, kuri kaip veliau
buvo jrodyta biidinga ir daliai normaliy PL. Atliekant TC nebuvo vertinamas
PL kloniSkumas pagal lengvyjy grandZiy kappa ir lambda ekspresijg (26).
Paskutiniame XX a. deSimtmetyje smarkiai patobuléjo CPL aptikimo
metodika, buvo nustatytas rySys tarp monokloniniy gamapatijy stadijos ir CPL
aptikimo, taciau tuo metu dar nebuvo aiskiai nustatyta prognostiné CPL

aptikimo reikSme (132,191).
2.2.6. Cirkulinojanciy plazminiy Igsteliy prognostiné reikSmé

Mayo klinikos (JAV) grupés mokslininkai tgsé anksCiau pradétas studijas
ir pateiké jrodymy, kad CPL aptikimas taikant IFM, TC metodologijas susij¢s
su blogesne monokloniniy gamapatijy prognoze. 1996 metais publikuotame
straipsnyje pateikti duomenys apie 254 pacientus, kuriems naujai diagnozuota
mielomin¢ liga. Nustatyta, kad pries gydyma IFM metodu jvertintas CPL
kiekis buvo nepriklausomas bendro iSgyvenamumo prognostinis Zymuo (193).
Taikydami tg patj tyrimo metoda, Mayo grupés mokslininkai jrodé CPL
aptikimo nepalankig prognosting reikSme ir kitoms plazminiy Igsteliy
neoplazijoms — pirminei AL amiloidozei ir MGUS (194,195). Didelé¢ studija
publikuota 2005 metais perspektyviniu budu vertino CPL nustatymo
prognosting jtakg pacientams prie§ gydymga dideliy doziy chemoterapija ir
autologine kamieniniy kraujodarios lgsteliy transplantacija. IStyrus 302
pacientus buvo patvirtinta, kad > 10 CPL aptikimas tarp 50000 branduolety
periferinio kraujo lgsteliy yra nepriklausomas sutrumpe¢jusio bendro
i§gyvenamumo Zymuo (24). Sioje studijoje taikyta TC metodologija

nepasiZzymeéjo dideliu jautrumu ir specifiSkumu, nes buvo tirta tik 50000
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branduoléty, Igsteliy. Piktybiniy CPL aptikimui taikyti CD38 ir CD45 Zymenys
gana nespecifiSki. Toliau analizuojant Sios studijos duomenis buvo nustatyta,
kad citogenetinés anomalijos ir CPL aptikimas yra nepriklausomi trumpesnio
1ISgyvenamumo Zymenys. Remiantis Siais duomenimis buvo pasiiilyta nauja
prognostingé sistema, apjungiant citogenetines anomalijas bei CPL nustatyma.
Si sistema buvo prognostiskai reik§minga, vertinant pacienty, kuriems
taikomas gydymas DDT, Bl ir OS (17). Deja iki $iol kitose klinikinése

studijose Sios sistemos tinkamumas nebuvo patikrintas.

Keli klinikiniai tyrimai atlikti siekiant jvertinti CPL rysj su biologinémis
mielominés ligos savybémis. IStyrus 110 pacienty buvo jrodytas tiesioginis
rySys tarp padidéjusios CPL koncentracijos ir angiogenezés. Pas pacientus su
didesniu CPL kiekiu buvo nustatytas statistiSkai reikSmingai didesnis
mikrokraujagysliy tankis KC trepanobioptatuose (196). Kitoje 2007 metais
publikuotoje studijoje nustatyta, kad pas visus pacientus turincius
prognostiSkai nepalankig t(4;14) buvo aptiktos CPL, kai tuo tarpu tarp
neturin¢iy Sios translokacijos pacienty, CPL aptiktos tik 1/3 atvejy (197). Taip
pat buvo aptiktas rySys tarp CPL kiekio bei PL proliferacijos indekso (24),

metaplazinio KC infiltracijos plazminémis Igstelémis pobiidZio (198).

Paskutinése apzvalgose ir eksperty bendro sutarimo dokumentuose
pazymima, kad CPL vertinimas yra perspektyvi klinikiniy tyrimy sritis. Atlikti
klinikiniai tyrimai jrodé, jog CPL gali biiti naudojamos kaip nepriklausomas
Zymuo prognozuojant pacienty iSgyvenamumg (14,141). Taciau iki Siol CPL
tyrimo metodologija néra standartizuota, tritkksta Ziniy apie CPL prognosting
jtakg jvairioms pacienty grupéms. Iki Siol néra charakterizuotos normalios

mielomine liga serganciyjy pacienty CPL, jy prognostiné reikSmé. Nejvertinta

CPL kinetikos gydymo metu prognostiné reikSme.
2.2.7. Plazminiy lasteliy imunofenotipavimo sunkumai
Tekmes citometrijos metodu tiriant plazmines Igsteles daug sunkumy

sukelia jy imunofenotipinis polimorfiskumas. Atliekant imunofenotipinj tyrima
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plazmines Iasteles gana gerai apibrézia CD38 ir CD138 Zymenys, tik dalis
jaunesniy PL (plazmablasty), neturi CD138 ekspresijos. Siy Zymeny raiskos
intensyvumas retai biina pakites ir neoplazijy atvejais. Kartu su CD138 ir
CD38 vertinant ir CD45 Zymenj, PL gali biiti identifikuojamos praktiskai
visais atvejais (14). Metodologiniai neaiSkumai ir kontraversijos kyla apraSant
plazminiy 1asteliy (normaliy ir piktybiniy) subpopuliacijas. Tikslus
subpopuliacijy identifikavimas tiriant plazminiy lgsteliy neoplazijas yra
bitinas, nes visais atvejais kauly ¢iulpuose kartu su vézZinémis lgstelémis
gyvuoja ir normalus plazmocitai. Jy reikSmé tyrimo tikslumui néra didele, kai
ligos mase yra didelé ir normalios PL sudaro iki keliy procenty visy
plazmocity. Tais atvejais, kai ligos masé¢ yra maza (MLL tyrimas pasiekus
remisijga po gydymo MNRG, pirminé AL amiloidozé, plazmocitoma su
minimaliu KC jtraukimu), normaliy PL neteisingas vertinimas gali Zenkliai
1Skreipti rezultatus. Per pastaruosius 15 mety literatiiroje buvo aprasomi
jvairuojantys, o kartais ir prieStaringi PL subpopuliacijy imunofenotipai.
Skiriant normalias ir piktybines PL dazniausiai vertinami CD56 ir CD19
Zymenys, dalis autoriy rekomenduoja naudoti ir CD45 (14,141). Didelé dalis
tyrejy sumazejusig CD45 Zymens raiSkg PL subpopuliacijoje laiko tiesioginiu
piktybisSkumo jrodymu, nors lygiagreciai pateikiami duomenys, kad CD45
raiSka gali buti jvairi tiek piktybiniy, tiek normaliy PL subpopuliacijose
(24,26,138,172,199). Neaiskumy iSkyla ir vertinant normaliy PL. CD19 bei
CD56 raiska. Daugelis autoriy nurodo Siy Zymeny nehomogeniska ekspresija
ant normaliy plazminiy lIgsteliy - iki tre¢dalio normaliy PL neekspresuoja
CD19, 0 10-25% PL gali turéti CD56 raiska (29,131,134,141). Tac¢iau CD19-
/CD56+ imunofenotipas klinikinése studijose daznai vienareikSmiskai
pateikiamas kaip maligninis (177,185). Misy duomenimis iki Siol literatiiroje
néra pateikta duomeny apie sveiky Zmoniy plazminiy lgsteliy subpopuliacijos,
turin¢ios CD19-/CD56+ imunofenotipg kiekybines charakteristikas, biologing

reikSme, palyginimg su analogisko imunofenotipo piktybinémis lgstelémis.
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3. TIRTAMIEJI IR TYRIMO METODIKA
3.1. Tyrimo sumanymas

Tai analitinis stebéjimo tyrimas. Siekta patikrinti hipotezg, jog
cirkuliuojanciy plazminiy 1gsteliy kinetikos vertinimas leisty anksciau nei
standartiniai metodai nustatyti atsaka j gydyma ir identifikuoti atsparius
gydymui pacientus. Cirkuliuojanciy periferiniame kraujyje plazminiy lgsteliy
koncentracijg tyréme pries skirdami pirmaji chemoterapijos kursg ir pries
antraj] chemoterapijos kursa (3 pav.). Antrgj; CPL tyrimg atlikome pirmaja II-o
chemoterapijos kurso dieng. Tuo metu normali kraujodara jau biidavo
regeneravusi ir PK sudétis buvo panasi, kaip ir pirmojo CPL tyrimo metu.
Atskirai vertinome normalias CPL (nCPL) ir piktybines CPL (pCPL). Pirmojo
ir antrojo CPL tyrimy rezultatai buvo lyginami tarpusavyje. Planuodami tyrimag
nusprendéme suskirstyti pacientus j grupes pagal pCPL pokyc¢ius po pirmojo
chemoterapijos kurso. Pasirinkome skirstymg j 3 grupes remdamiesi klinikine

patirtimi ir TC metodo ypatybémis:

I grupé — tai pacientai, kuriems pirmojo ir antrojo tyrimo metu pCPL

nebus nustatytos, t.y. bus maZziau nei tyrimo jautrumo riba

IT grupe — pacientai, kuriy pCPL po pirmojo gydymo kurso sumaz¢jo.

pCPL sumazg¢jimas nustatomas, kai pCPL proporcija po gydymo buvo
bent 50% maZesné nei prie§ gydyma. Sis slenkstinis dydis pasirinktas

atsizvelgiant ] TC metodologines ypatybes bei vengiant nespecifiniy

rezultaty.

III grupé — pacientai, kuriy pCPL po pirmojo gydymo kurso nekito ar
padid¢jo, t.y. visi pacientai nepasiek¢ bent 50% pCPL sumazéjimo po

pirmojo gydymo kurso.

Pacientai buvo tiriami dél ligos progresijos poZymiy pries kiekvieng

chemoterapijos kursg ir kas tris ménesius steb¢jimo periodu. Buvo atliekamas

e v
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laboratoriniai tyrimai. Pilnas iStyrimas, reikalingas EBMT atsako kategorijos
nustatymui (esant butinybei atliekant kauly ¢iulpy ir radiologinius tyrimus),

buvo atlieckamas po pirmojo, po ketvirtojo kurso ir baigus gydyma.

Svarbiausia uZduotis buvo identifikuoti didelés rizikos pacientus,
serganCius agresyvia ir atsparia skiriamam gydymui mielomine liga, t.y.
pacientus su aptinkamomis pCPL, kuriy kiekis gydymo metu nemazéja (3
grupe). Pacientus, kuriems pCPL nebus aptiktos abiejy tyrimy metu, nutaréme
i§skirti j atskira grupe. Sis sprendimas buvo paremtas klinikine logika ir leido
atskirti agresyvia bei indolentine mielomine liga sergancius pacientus.
Indolentinés eigos mielomine liga sergantys pacientai turi labai palankia
prognozg, net ir stebint atsparuma gydymui — gerai Zinomas nereaguojancios j
gydymag ir neprogresuojancios ML fenomenas (angl. nonresponding,
nonprogressing) (200,201). Tikéjomés, jog Siy pacienty periferiniame kraujyje
pCPL nebus aptinkamos ir jie pateks ] pirmaja grupe. Pacientai patenkantys |
antrajg grupe, kuriems gydymo metu pCPL mazéja, kliniSkai apibiidinami kaip
sergantys agresyvia, tafiau jautria skiriamam gydymui ML. Lygiagreciai su
eksperimentiniu metodu (TC), atsako j gydyma vertinimui (taip pat ir
progresijos patvirtinimui), kaip ,,auksinis standartas® buvo naudojami EBMT
kriterijai. Sie kriterijai daugiausia remiasi paraproteino kiekio kitimu (3
lentelé) (21). Atsako j gydyma vertinimui naudojant standartinius kriterijus,
medianinis laikas iki pirmojo atsako nustatymo yra 6 savaités (84). Atsako ]
gydyma vertinimas tiriant pCPL turi pranasumy lyginant su standartiniu
metodu. Pirmiausia - pCPL kinetika nepasiZymi paraproteinui biidinga inercija
(31), tai leidZia atsakg jvertinti anksc¢iau. Antra — galimybé¢ atskirti indolentinés

eigos geros prognozes ir agresyvios klinikinés eigos ML.
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3 pav. Tyrimo eiga

18 savaidiy >
Laikas 12 savaitiy >
3 savaités >

Standartinis atsako
vertinimas

I
o> )

Ankstyva progresija >
Laikas iki progresijos ir bendras iSgyvenamumas >

CPL — cirkuliuojancios plazminés lgstelés

Stebéjimas

dil

3.2. Tiriamieji
Pacientai buvo jtraukiami j studijg jei atitiko jtraukimo kriterijus:
3.2.1. Suauge pacientai —18 mety amzZiaus ir vyresni,

3.2.2. Sergantys recidyvavusia ar asparia gydymui (nustatyta remiantis

EBMT kriterijais (21)) mielomine liga;
3.2.3. Iki tol d¢l mielominés ligos skirta bent 1 eilés chemoterapija

3.2.4. Planuojamas gydymas VUL ,,SK* chemoterapija su
bortezomibu (bortezomibo monoterapija,
bortezomibo/deksametazono schema,
bortezomibo/deksametazono/doksorubicino schema ) ar VAD

(vinkristinas/deksametazonas/doksorubicinas);
3.2.5. Pasiras¢ informuoto asmens sutikimo formga.

[trauktiems pacientams gydyma skyre ir gydymo taktikg nustaté gydantis

gydytojas.
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Sveiki kauly ¢iulpy donorai (SD) itraukti j tyrimg kaip kontroliné grupé.
SD j studija buvo jtraukiamas kai pasiraSydavo asmens sutikimo forma.
Paraproteinemijos ekskliudavimui buvo atliekamas imunofiksacijos tyrimas.
Papildomos intervencijos sveikiems donorams nebuvo atliekamos. Kauly
Ciulpy aspiracija jiems atlikta kaip standartinio iStyrimo dalis prie§ kamieniniy
kraujodaros lgsteliy donavima. | tyrimg jtraukéme 11 SD — penkias moteris ir

SeSis vyrus. Medianinis SD amZius buvo 43 metai (19 — 74).
3.3. Tiriamosios populiacijos pasirinkimo pagrindimas

I tyrimg suplanavome jtraukti 40 recidyvavusia, ar atsparia pries tai
skirtam gydymui, mielomine liga serganc¢iy pacienty. Sprendimo motyvai

aptarti Zemiau.

De¢l pastaraisiais metais atsiradusiy ypac efektyviy vaisty, didZioji dalis
(~90%) pirmos eilés gydymg gaunanciy pacienty (sergantys naujai diagnozuota
ML) pasiekia klinikinj atsakg ir ligos progresija gydymo mety pasitaiko retai
(202-204). I tyrimg jtraukus Siuos pacientus hipotezés patikrinimui biity
reikalinga labai didelé pacienty imtis. Tiriant pacientus, gaunancius pirmos
eilés gydyma, dél ilgos pirmosios remisijos biity reikalingas ilgas steb&jimas
nustatant LIP ir BI. Jvertinus pacienty srautus VUL ,,SK*, tyrimas tokiu atveju
kaip jau minéta anksciau atsparumas Siuolaikiniam pirmos eilés gydymui yra

gana retas.

Gydant RA ML pacientus chemoterapija su bortezomibu apie 30%
pacienty biina atsparts gydymui (84,205,206). Tai leidZia sumaZzinti tiriamyjy
imt] ~ 5 kartus, lyginant su pirmosios gydymo eilés pacientais. RA ML
pacienty gydomy moderniais vaistais medianinis laikas iki progresijos
nustatytas klinikinése studijose btina iki 1 mety, o naujai diagnozuoty ML
pacienty, gydyty pirmos eilés chemoterapija siekia 3 metus ir daugiau

(207,208).
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Klinikiné tyrimo reik§mé taipogi didesné tiriant RA ML sergancius
pacientus, kadangi atsparumo gydymui daZnis yra gerokai didesnis nei pirmos
gydymo eilés atveju. Recidyvavusios ar atsparios prie$ tai skirtam gydymui
mielomineés ligos gydymui gali buti taikomi bent 5 — 6 skirtingi gydymo budai
(18,209). Gydymo taktikos parinkimas yra menkai apibréZtas. Antros ir
tolesnés eilés gydymas skiriamas daugiausiai atsizvelgiant j vaisty toksiSkumag
ir pries tai skirtg gydyma. Néra atrasti biologiniai Zymenys, kurie leisty
patikimai prognozuoti ar anksti nustatyti atsparumg skiriamam gydymui.
Skiriant neefektyvy gydyma Siems pacientams gresia ligos progresijos
salygotos komplikacijos. Jos gali lemti letalias iSeitis. Taip pat veltui eikvojami
materialiniai resursai skiriant brangius, tac¢iau neefektyvius, vaistus. Anksti
nustacius atsparumg gydymui padid¢ja galimybeé taikyti alternatyvy,

potencialiai veiksmingg gydyma.

TeoriSkai apskai¢iavome tyrimo galig naudodami hipotetinius
parametrus. Vertinome eksperimentinio metodo taikyma ankstyvos progresijos
prognozavimui. Taikytas dvipusis reikSmingumo lygmuo p=0,05. Remdamiesi
klinikine praktika nustatéme pageidautinus eksperimentinio metodo jautrumo
ir specifiSkumo lygmenis atitinkamai 80% ir 80%. [vertinus anksciau atliktus
tyrimus tike¢jomes, kad gydymo metu progresuos 30% RA ML pacienty.
Naudodami Harvardo Universiteto mokslininky (Cambridge, JAV) parengta
interneting imties dydzio skaiciuokle (210) apskaiciavome, kad naudojant
auksciau nustatytas sglygas ir jtraukus 20 pacienty, tyrimo galia biity 71% o

itraukus 40 pacienty pasiekty 97%.

Taip pat apskai¢iavome imties dydZzio jtaka ,,laiko iki jvykio* tipo
studijos statistinei galiai. Naudojome Sias hipotetines prielaidas: pacienty
jitraukimo ] tyrimg trukmé 24 mén., medianiné steb&jimo trukmé 18 mén.,
medianinis laikas iki progresijos 10 mén., teigiamo testo rezultato santykine
rizika (angl. hazard ratio) — 2,5. Apskai¢iavome, kad jtraukus 20 pacienty
tyrimo galia aptinkant statistiSkai reikSmingus rezultatus biity 68%, o jtraukus

40 pacienty pasiekty 93%.
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Kadangi iki $iol nebuvo atlikti panasiis tyrimai, naudojome naujg TC
metodika, imties dydj apskai¢iavome remdamiesi hipotetiniais parametrais.
Itrauke 20 pacienty, nusprendéme atlikti tarping statisting analizg¢ ir patikslinti
galutinj imties dydj. Tarpiné statistin¢ analiz¢ patvirtino tyrimo

perspektyvuma, tod¢l nuspresta testi tyrimg jtraukiant 40 pacienty.

3.4. Plazminiy Igsteliy imunofenotipavimas: tékmés citometrijos

metodika

Norint atskirai analizuoti aCPL ir nCPL viename meéginyje buvo
reikalinga labai jautri ir specfiSka TC metodologija. Iki pradedant miisy tyrima
PL tirti daugiausia naudota 4 spalvy TC metodologija pasiZyminti dideliu
jautrumu, ta¢iau ribotu specifiSkumu atskiriant normalias ir piktybines PL
(134,211). Siekdami didesnio specifiSkumo tyrimui parengéme nauja PL
imunotipavimo metodologija. Tyrimui panaudojome tékmeés citometrijos
apratg gebantj analizuoti 6 spalvas. Tai leido mums viename mégintuvélyje
panaudoti Zymeny derinius, uZtikrinancius optimaly PL identifikavima,
imunofenotipiniy aberacijy nustatymg ir kloniSkumo jvertinima.
Optimizuodami naujajg TC metodika, planavome iStirti sveiky kamieniniy

kraujodaros Igsteliy donory PK ir KC plazmines Iasteles.

KC ir PK méginiai buvo imami j K, — EDTA Vacutainer mégintuvélj
(BD, Plymouth). Méginiai buvo ruoSiami naudojant viso kraujo lizavimo
metodika, siekiant iSlaikyti nepakitusias, lyginant su pradiniu meginiu, Igsteliy
populiacijy proporcijas. Mes nenaudojome Fikoli gravitacinés Iasteliy
atskyrimo ir koncentracijos procediros del galimy paklaidy vertinant mazas

lasteliy populiacijas (134,172,211).

Plazminiy lgsteliy imunotipavimui mes naudojome lgsteliy pavirSiaus
Zymenis ir intracitoplazminj imunoglobuliny lengvyjy grandziy dazyma.
Lasteliy sieneliy permeabilizavimas buvo atliekamas Fix/Perm (BD, San
Chos¢) reagentais (212). Mes pasirinkome intracitoplazminiy lengvyjy

grandZiy vertinimg kloniSkumo analizei, nes plazminiy lgsteliy diferenciacijos
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stadijoje jy ekspresija Zymiai intensyvesne¢ uz lgstelés pavirSiaus lengvyjy
grandziy raiskg (31). Priklausomai nuo naudojamo antikiiny tipo, visi méginiai
buvo dazomi su izotipiniais kontroliniais antikiinais tam, kad jvertinti
slenkstinj fluorescencinio signalo intensyvumg kiekvienam fluorochromui ir

nespecifin] nusidazyma.

Meéginiai buvo inkubuojami daZymui 2 mégintuvéliuose naudojant Siuos
zymeny derinius (FITC / PE / PerCP-Cy-5.5 / APC / PE-Cy7 / APC-Cy7):
CD56 / CD138 / CD45 / CD19 / CD38 / CD20 ir cLambda / cKappa / CD138 /
CD38 / CD56 / CD19. Visi monokloniniai antikiiniai buvo pagaminti BD, San
Chosé iSskyrus CD19-APC, pagamintg Pharmingeno, Palo Alte (Pharmingen,
Palo Alto). Miisy pasirinktas Zymeny derinys visiSkai atitiko véliau publikuoto
Europos mielominés ligos tinklo (European Myeloma Network (EMN))
eksperty bendro sutarimo rekomendacijas (14). Méginiai buvo analizuojami
FACSCanto 6 spalvy tekmes citometru aprupintu FACSDiVa v6.1.2 duomeny

surinkimo ir apdorojimo programine jranga (BD, San Chosé¢, JAV).

Lastelés 1§ mégintuvélio buvo analizuojamos, kol baigdavosi méginys ar
pasiekus maksimaly numatytg bendra gyvy lasteliy (BGL) kiek] — 1 x 10°.
Analizuojant duomenis, teigiama Zymens raiSka bidavo buvo nustatoma, kai
juo nusidazydavo bent 20% tiriamos populiacijos lagsteliy (29). Atskirais

atvejais analizuota ir maZesné Zymens raiska.

Plazminiy Igsteliy imunofenotipas buvo nustatomas Sia tvarka: Iasteles
buvo apibréZziamos (angl. gating) pagal CD138 ir CD38 raiska ir dar kartg
patikrinamos pagal Siy Zymeny raiSkos ir Soninés Sviesos sklaidos
intensyvumg. Veéliau vertintas apibrézty plazminiy lgsteliy CD19 ir CD56
zymeny raiSkos intensyvumas ir buvo iSskiriamos 4 plazminiy lgsteliy

subpopuliacijos:
1. CD19+/CD56- — normalios plazmines lgstelés (nPL);

2. CD19-/56+ — aberantinés plazminés lasteles (aPL);
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3. CD19-/CD56- — dvigubai neigiamos plazminés lgstelés (dnPL);
4. CD19+/CD56+ — dvigubai teigiamos plazminés Igstelés (dtPL).

Kauly ciulpy meéginiuose aptiktas 4 plazminiy lgsteliy subpopuliacijas
atitinkamai jvardijome kaip aKCPL, nKCPL, dnKCPL ir dtKCPL. Piktybinés
ML pacienty plazminiy lasteliy populiacijos buvo Zymimos p raide (pKCPL).
Tais atvejais, kai buvo svarbus tikslus piktybinés populiacijos imunofenotipas,
buvo naudojamas dvigubas Zyméjimas — p(a)KCPL, p(dn)KCPL. Kadangi
sveiky Zmoniy periferiniame kraujyje cirkuliuojan¢iy plazminiy lgsteliy
imunofenotipiné sudétis pagal CD19 ir CD56 Zymeny raiSka buvo gana
vienalyte, jy apraSymui naudojome paprastesn¢ sistemg: CD19+/CD56- -
normalios cirkuliuvojancios plazminés Igstelés (nCPL), aberantine Zymeny
raiSka (CD19-/CD56+) pasizyminti monokloniné cirkuliuojan¢iy plazminiy

lasteliy subpopuliacija buvo jvardijama kaip piktybiné - pCPL.

Kiekviena i§ naujai apibrézty subpopuliacijy buvo atskirai vertinamos
pagal CD45 ir CD20 Zymeny Svyt¢jimo intensyvumg. Siekiant uZtikrinti
tyrimo specifiskuma, minimalus lasteliy kiekis KC ir PK plazminiy lasteliy
populiacijai apibrézti buvo atitinkamai nustatytas kaip 100 ir 20 (14,213).
Mazesnés plazminiy 13steliy populiacijos nevertintos ir tyrime buvo apraSomos

kaip neigiamos.

Iki Siol prieStaringai vertinama CD45 Zymens raiSka plazminiy lasteliy
subpopuliacijose (14,24). Misy tyrime CD45 Zymens ekspresija buvo atskirai
vertinta visose nustatytose PL subpopuliacijose, siekiant nustatyti Zymens
tinkamumg normaliy ir piktybiniy plazminiy lgsteliy diferencijavimui. Pagal
vidutinj CD45 Zymens fluorescensijos intensyvumag (VFI) PL subpopuliacijos
buvo suklasifikuotos $ia tvarka: VFI Zemesné nei izotipinés kontrolés, 0 — 1
log aukStesné nei izotipinés kontrolés, 1 — 2 log aukStesné nei izotipin€s
kontrolés, 2 — 3 log aukStesné nei izotipinés kontrolés ir atitinkamai Zyméta

kaip CD45-, CD45+, CD45++ ir CD45 +++ (5 pav.).
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Lasteliy membranos  permeabilizacija  tiriant  intracitoplazming
imunoglobulino lengvyjy grandZiy raiska salygoja Iastelés pavirSiaus Zymeny
raiSkos pokycius lyginant su nepermeabilizuotomis lgstelémis (161,162). D¢l
Sios priezasties kiekybinés ir immunofenotipinés PL subpopuliacijy
charakteristikos buvo analizuojamos remiantis duomenimis surinktais 1S
megintuvelio be 1gstelés membranos permeabilizacijos. Kitas mégintuvelis
buvo naudojamas imunoglobulino lengvyjy grandziy raiSkos nustatymu
pagristai PL. subpopuliacijy kloniSkumo analizei (5 pav.). PL subpopuliacija
buvo vertinama kaip klonin¢, kai nustatytas kappa/lambda imunoglobulino
lengvyjy grandZiy santykis biidavo > 4:1 arba <1:3 (14,134). PL subpopuliacija
buvo vertinama kaip piktybiné remiantis pavirSiaus Zymeny aberantine
ekspresija bei intracitoplazminiy lengvyjy grandZziy monokloniSkumo

nustatymu.

Plazminiy Iasteliy kiekybinés charakteristikos pateiktos kaip PL ir bendro
gyvybingy lgsteliy (BGL) kiekio santykis.

3.5. Statistiniai metodai

Tyrimo metu surinkty duomeny statistiné analiz¢ atlikta naudojant
statistiniy programy paketu SPSS v. 17.0. Kiekybiniy kintamyjy apraSymui
naudoti medianos ir vidurkio rodikliai. Duomeny sklaidos apibidinimui,
atitinkamai — imties plotis (angl. range) ir vidutinis kvadratinis nuokrypis

(angl. standart deviation).

Grupiy tarpusavio palyginimui naudojome Vilkoksono ranginj kriterijy
(angl. Wilcoxon signed ranks test), Kruskalio-Voliso testa (Kruskal-Wallis
test) ar chi-kvadrat metodg atsiZvelgdami ] duomeny pobiidj (kiekybiniai ar

kategoriniai) ir lyginamy grupiy kiekj.

RySiui tarp poZymiu nustatyti vertinome Spirmano ranginj koreliacijos
koeficientg (angl. Spearman correlation coefficient) . Koreliacija vertinta kaip

silpna (r<0,3), vidutin¢ (r 0,3-0,6), stipri (r>0,6).
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Tyrime naudoti 2 laiko iki jvykio parametrai — bendras iSgyvenamumas
(BI) ir laikas iki progresijos (LIP). BI apibréZtas kaip laiko intervalas tarp
paciento jtraukimo ] studijg ir mirties, gyvyjy pacienty duomenys buvo
cenziiruojami paskutinio apsilankymo momentu. Laikas iki progresijos
apibréZtas kaip laiko intervalas tarp jtraukimo i studijg ir pagal EBMT
kriterijus nustatytos ligos progresijos. Pacientui mirus iki iSsivystant ligos

progresijai, duomenys buvo cenziiruojami mirties metu.

Ankstyva progresija (AP) apibréZéme kaip ligos progresija prasideéjusia
per 126 dienas nuo gydymo pradZzios, t.y. nebaigus suplanuoto gydymo (Sesi 21

dienos trukmés chemoterapijos kursai).

Laiko iki jvykio kreivés sukurtos taikant Kaplano - Mejerio (Kaplan -
Meier) metodg. Skirtumai tarp kreiviy vertinti naudojant log-rank testa.
Daugialypei laiko iki jvykio analizei naudotas Kokso proporcingos rizikos

modelis (angl. Cox’s proportional hazards model).

pCPL kinetikos metodikos jautruma ir specifiSkumg identifikuojant
atsparius skiriamam gydymui ML atvejus nustatéme naudodami ROC (angl.

Receiver operating characteristic) metodg.

Daugiamaté faktoriy susijusiy su AP analize buvo atlikta pritaikius
binarinés regresijos (angl. logistic regression) modelj. D¢l santykinai mazos
imties galutinis regresijos modelis sudarytas pasitelkus tiesioginés laipsniskos

atrankos (stepwise forward (Wald)) metoda.
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4. TYRIMO REZULTATAI
4.1. Tiriamyjy charakteristikos

42 suauge pacientai sergantys recidyvavusia ar atsparia gydymui
mielomine liga ir pasiras¢ informuoto asmens sutikimo forma buvo jtraukti |
perspektyving studija. Medianinis RA ML pacienty amZius buvo 59 metai.
Pacienty duomenys apibendrinti 1 lenteléje. 39 pacientai buvo gydyti
chemoterapija su bortezomibu (2 - bortezomibo monoterapija, 35 -—
bortezomibo ir deksametazono deriniu, 2 bortezomibo deksametazono ir
doksorubicino deriniu), 3 pacientai gydyti VAD polichemoterapija
(vinkristinas, doksorubicinas ir deksametazonas). 13 pacienty po
gelbstinCiosios chemoterapijos skirtas konsolidacinis gydymas dideliy doziy
chemoterapija su autologine periferiniy kamieniniy kraujodaros lgsteliy
transplantacija (PKKLT). Medianinis steb¢jimo laikas — 21 meén. (1-49).
Steb¢jimo metu 35 pacientams patvirtinta ligos progresija, 25 pacientai mire€.
Apskaiciuotas medianinis BI buvo 31 mén. (95% PI 13,77 -47,7) o LIP — 8
meén. (95% P17,3 -9,7).

I tyrimg jtraukéme 11 sveiky kauly c¢iulpy donory. Medianinis sveiky
donory (SD) amzius buvo 47 metai (19-47). Jtraukti 6 vyrai ir 5 moterys. Tirti
donorai netur¢jo jokiy su plazminiy Igsteliy patologija susijusiy simptomy.

Visy SD serumo imunofiksacijos tyrimas buvo neigiamas.
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4 lentelé Pacienty charakteristikos

Pacienty skaiCius 42
AmZiaus mediana (plotis) 57 (39-74)
Vyrai / moterys 27/15
Ig GN (%) 26 (61.9%)
M-proteino Ig AN (%) 6 (14.3%)
tipas Ig D N (%) 2 (4.8%)
Lengvyjy grandiniy var. N (%) 3(7.1%)
Nesekretuojanti/oligosekrecine N (%) 5(11.9%)

Albuminas g/l (plotis)

433 (24.4-53.0)

Inksty nepakankamumas (kreatininas > 177 pmol/l)
N(%)

6 (14.3)

Hemoglobinas g/l (plotis)

113 (72-153)

Hiperkalcemija (Ca++ > 1.3 mmol/l) 7 (16,7%)

B2 mikroglobulinas mg/1 (plotis) 4.01 (1.99 -45.4)
Medianinis laikas nuo diagnozés mén. (plotis) 25 (3-172)
Ankstesnio gydymo eilés N (plotis) 2 (1-5)
Anksciau taikyta dideliy doziy chemoterapija N (%) 16 (38.1%)

4.2. Sveiky donory KCPL subpopuliacijy kiekybinés

charakteristikos

TC metodu nustatyta medianiné KC PL procentiné dalis sveiky donory

meéginiuose buvo 0,34% (0,1 — 0,84%). CD19/CD56 lange plazmines lgstelés
buvo linkusios formuoti 4 atskiras subpopuliacijas su gana rySkia riba tarp
CD19- ir CD19+, bei laipsniskesniu peréjimu nuo CD56 neigiamy prie CD56
7ymenj ekspresuojanéiy PL (5 pav.). nKCPL ir dnKCPL subpopuliacijos buvo
aptiktos visuose méginiuose, t.y. visais atvejais virSijo nustatyta minimalig 100
lasteliy riba. aKCPL subpopuliacija nustatyta 10 i§ 11 tirty SD. dtKCPL buvo
aptinkamos reciausiai ir sudarée ,,teigiamas* subpopuliacijas tik pas 6 SD (4

pav.).
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4 pav. Pagal CD19 ir CD56 raiska apibrézty plazminiy lgsteliy subpopuliacijy

proporcijos® sveiky donory kauly Ciulpuose.
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KCPL subpopuliaciju proporcijos (%)
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*subpopuliacijos dalis tarp visy aptikty plazminiy lgsteliy

dtKCPL — dvigubai teigiamos kauly ciulpy plazminés lgstelés
(CD19+/CD56+), dnKCPL — dvigubai neigiamos kauly ciulpy plazminés
Igstelés (CD19-/CD56-), aKCPL — “aberantinés” kauly ciulpy plazminés
lgstelés (CD19-/CD56+), nKCPL — “normalios” kauly ciulpy plazminés
lgstelés (CD19+/CD56-)

CD138+/38+/CD19+/CD56- Iastelés (nKCPL) jprastai jvardijamos kaip

imunofenotipiSkai normalios plazminés lgstelés (14,131), misy tyrime buvo
didZiausia SD KCPL subpopuliacija. Medianiné $iy lasteliy dalis tarp visy
aptikty plazmocity buvo 60,3% (37,3 — 72,3). Svarbus radinys buvo tas, kad
pas 2 SD $ios lastelés sudaré maZiau kaip puse visy KCPL.

CD138+/384+/CD19-/CD56+ Zymeny raiSka pasiZymintys plazmocitai

(aKCPL) vertinami kaip atipiniai. Tokia lastelés pavir§iaus Zymeny raiska yra
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budinga mieloming liga sukelian¢iam piktybiniy plazmocity klonui (14). Mes
nustatéme, kad §j imunofenotipa turin¢iy KCPL subpopuliacija vir§ijo 100
lasteliy pas 10 i§ 11 SD. Vienintelio donoro, kurio aKCPL subpopuliacija
vertinta kaip neigiama, KC méginyje buvo aptikta 70 tokiy lasteliy. Medianiné
aKCPL dalis tarp visy KCPL buvo 9,6% (0 — 35,7), o medianinis aptikty
CD19-/CD56+ lasteliy skaidius sieké 218 (70 — 983). Pas 2 SD aKCPL sudaré
>20% visy KCPL.

CD138+/38+/CD19-/CD56- (dnKCPL) imunofenotipas taip pat yra

atipinis ir budingas piktybiniams plazmocitams (nustatomas ~ ¥ mielominés
ligos atvejy (214)) . Si KCPL subpopuliacija buvo antra pagal dydj pas miisy
tirtus SD, jos medianiné¢ dalis tarp visy KCPL buvo 29,9% (14,8 — 38.,3). 10 i
11 atvejy pas SD $i subpopuliacija virSijo kliniskai svarbig 20% ribg.

CD138+/38+/CD19+/CD56+ (dtKCPL) subpopuliacija buvo maZiausia ir

re¢iausiai aptinkama. Tik 6 SD turéjo 100 lasteliy virsijan¢ia dtKCPL
subpopuliacijg. Medianine Sios subpopuliacijos Igsteliy dalis tarp visy
nustatyty PL buvo 3% (0 — 7). Sis imunofenotipas nebiidingas piktybinéms
plazminéms lasteléms, todél TC praktikoje dtKCPL subpopuliacija nesukelia

sunkumy diferencijuojant normalias ir piktybines PL.

Siekdami jrodyti, jog miisy aptiktos atipinio imunofenotipo PL néra
kloninés mes iStyréme kappa ir lambda lengvyjy grandZiy intracitoplazming
raiSkg visose vertintose subpopuliacijose. Nustatéme, kad visos analizuotos SD
KCPL subpopuliacijos buvo polikloninés (1 pav.). Medianinis
intracitoplazmiSkai nustatyty lengvyjy kappa/lambda grandzZiy santykis
nKCPL, aKCPL, dnKCPL ir dtKCPL subpopuliacijose buvo atitinkamai 1,3 (1
-24),1,8(09-29),1,9(1,7-2,7)ir 1,2 (0,9 — 1,4).
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5 pav. Sveiky donory kauly €iulpy plazminiy Igsteliy imunofenotipiné analizé.
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Plazminés lgstelés buvo apibréztos pagal CD138 ir 38 raiskq (KC 1-1 ir 1-2
vaizdai). KC vaizde 1-4 matoma skirtingy subpopuliacijy CD45 Zymens
raiska.Véliau jvertinus Siy lgsteliy CD19 ir CD56 Zymeny raiskq apibréZtos 4
plazminiy lgsteliy subpopuliacijos: A (nKCPL), B (dtKCPL), C (dnKCPL) ir D
(aKCPL) (KC vaizdas 1-3). Jvertinta 4 subpopuliacijy intracitoplazminé kappa
ir lambda lengvyjy grandZiy raiska (visose subpopuliacijose polikloniné) (KC
vaizdai nuo 2-2 iki 2-5).

4.3. Sveiky donory atipinio imunofenotipo KCPL subpopuliacijy
palyginimas su ML pacienty piktybiniuy KCPL

subpopuliacijomis

Mes palyginome SD aKCPL ir dnKCPL subpopuliacijy imunofenotipines
savybes su ML pacienty atitinkamg imunofenotipg turin¢iomis monokloniniy
KCPL populiacijomis. Lygindami $ias subpopuliacijas siekéme rasti lastelés
pavirSiaus Zymeny ekspresijos skirtumus ant normaliy ir piktybiniy PL turinciy
analogiSka CD19 ir CD56 raiSka. Lyginome CD138, CD38, CD19, CD56,
CD45 ir CD20 Zymeny vidutinj fluorescencijos intensyvuma (VFI) bei CD20 ir
CD45 Zymenis ekspresuojandiy plazminiy lasteliy proporcija. SD nKCPL
subpopuliacija buvo pasirinkta palyginimui kaip referentiné normaly

imunofenotipg turin¢iy PL subpopuliacija (6 pav.).
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aKCPL ir dnKCPL subpopuliacijos buvo nustatytos atitinkamai pas 10/11
ir 11/11 SD. I§ 42 j studijg jtraukty ML pacienty, duomenys apie tirty Zymeny
VFI buvo prieinami 27. Toliau lyginome $iy ML pacienty ir SD KCPL
subpopuliacijas. Tarp 27 tirty ML pacienty 21 turéjo monoklonine (m)aKCPL
ir 6 (m)dnKCPL subpopuliacija.

Pav. 6 Sveiky donory ir mielomine liga serganciy pacienty kauly iulpy

plazminiy lasteliy Zymeny raiSkos charakteristiky palyginimas
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Grafikuose pavaizduotas kauly Ciulpy plazminiy lgsteliy (KCPL)

subpopuliacijose nustatytas Zymeny ekspresijos vidutinio fluorescensijos
intensyvumo (VFI) arba subpopuliacijos lgsteliy ekspresuojanciy Zymenj
vidutinés proporcijos (%) vidurkiy pasikliautinyjy intervaly paklaidy
diagramos (angl. error bar). 1 — sveiky donory (SD) nKCPL; 2 — SD aKCPL;
3 —SD dnKCPL; 4 — ML pacienty P(a)KCPL; 5 — ML pacienty p(dn)KCPL
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CD138

Sis Zymuo aptinkamas praktiskai ant visy PL. Jo ekspresija didéja
plazminei lastelei brestant (133,138). Misy studijoje tirtose SD KCPL
subpopuliacijose CD138 raiska Zenkliau nesiskyré. Kloninés p(a)KCPL ir
p(dn)KCPL ML pacienty subpopuliacijos pasizyméjo statistikai reik§mingai
7emesniu VFI nei atitinkamos sveiky donory KCPL subpopuliacijos. Sie misy
radiniai prieStarauja anksciau skelbtiems duomenims, kur nustatyta piktybiniy

PL CD138 Zymens hiperekspresija (153).
CD38

Literatiiroje nurodoma, jog piktybiniy PL. CD38 raiska yra maZesné nei
normaliy PL (14,153,215). Tarp musy tirty PL subpopuliacijy maZiausias
CD38 Zymens VFI buvo nustatytas piktybinése ML pacienty KCPL
subpopuliacijose. Tagiau SD aKCPL ir dnKCPL subpopuliacijos taipogi turéjo
7emesnés CD38 raiskos tendencija lyginant su SD nKCPL subpopuliacija.
Turint omenyje §j radinj, CD38 Zymens sumazéjusi ekspresija neturéty buti

vertinama kaip PL piktybiSkumo Zymuo.
CD19

Sio Zymens raiska buvo vienodai Zema SD aKCPL, dnKCPL bei ML
pacienty (m)aKCPL ir (m)dnKCPL subpopuliacijose. Vienintelé SD nKCPL
subpopuliacija turéjo homogeniskai aukSta CD19 VFI. Taigi CD19 Zymuo
puikiai i§skiria SD nKCPL i3 kity subpopuliacijy, ta¢iau negali diferencijuoti

netipine Zymeny raiSka pasiZzymin¢iy normaliy ir piktybiniy PL.
CD56

CD56 Zymens VFI buvo reikSmingai didesnis kloninése ML pacienty
subpopuliacijose, negu atitinkamose SD KCPL subpopuliacijose. Zymi CD56
hiperekspresija gali biiti vertingu piktybiSkumo pozymiu, kai piktybiné PL
populiacija turi p(a)KCPL imunofenotipa (CD19-/56+). Tais atvejais, kai

piktybiné subpopuliacija turi p(dn)KCPL imunofenotipa, kiek intensyvesné uz
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normalios SD dnKCPL subpopuliacijos CD56 Zymens raiska, neturi praktinés
reik§meés, nes CD19/CD56 diagramoje piktybiné p(dn)KCPLpopuliacija

visiskai persidengia su normaliomis dnKCPL ir aKCPL subpopuliacijomis.
CD45

Piktybinéms PL biidinga blanki CD45 Zymens raiSka, taciau vertinant
atskirus ML atvejus piktybinés populiacijos plazmocituose Sio Zymens raiska
gali biiti gana skirtinga (172). SD aKCPL ir dnKCPL subpopuliacijose CD45
VFI buvo kiek maZesnis nei referentinéje SD nKCPL subpopuliacijoje, ta¢iau
skirtumas nebuvo statistiSkai reikSmingas. Vertindami ryskiai teigiamai CD45
zZymenj (++/+++) ekspresuojanciy plazminiy lgsteliy dalj tarp visy
subpopuliacijos plazminiy lasteliy nustatéme, kad nKCPL subpopuliacijoje ju
buvo reik§mingai daugiau nei kitose SD KCPL subpopuliacijose. ML pacienty
piktybiniy plazmocity CD45 Zymens VFI ir rySkiai Zymen] ekspresuojanciy
lasteliy dalis subpopuliacijoje buvo dar mazesn¢. Visose tirtose SD ir ML
pacienty KCPL subpopuliacijose CD45 raiska buvo gana heterogeniska — nuo

neigiamos iki ryskiai teigiamos.

Apibendrindami $iuos radinius, mes manome, kad CD45 Zymuo
netinkamas skirti normalias ir piktybines KCPL. MaZesné §io Zymens raiska
normaliose aKCPL ir dnKCPL subpopuliacijose lyginant su SD nKCPL

subpopuliacija gali netgi klaidinti.
CD20

Literaturoje skelbti prieStaringi duomenys apie normaliy PL. CD20
Zymens raiskg (146,164). Miisy tyrime skirtingy tiriamyjy meéginiuose $io
Zymens raiSka buvo gana skirtinga. AiSkiy CD20 raiskos tendencijy skirtumo
SD ir ML pacienty piktybiniy KCPL subpopuliacijose mes nenustatéme.
Tirtose PL subpopuliacijose CD20 Zymens VFI ir 1asteliy proporcija
ekspresuojanti Zymen] statistiSkai reikSmingai nesiskyré. Misy nustatyta
medianiné CD20+ lasteliy dalis piktybinése KCPL subpopuliacijose buvo
11.7% (2-90%) ir atitiko ankscCiau skelbtus duomenis (6).

66



4.4. Sveiky donory cirkuliuojancios plazminés lastelés

Naudodami analogiSka TC metodologija iStyreme 11 SD periferinio
kraujo meéginius. Medianinis tirty BGL skaiCius buvo 520940 (348810 —
1000000). Analizavome visas CD138+/CD38+ lIasteles. Pas 9 1§ 11 SD
pirminiame CD138/CD38 lange nustatéme daugiau nei 20 Igsteliy, tik 1 SD
turéjo > 100 CPL. Medianin¢ CPL proporcija tarp BGL skaiciaus buvo 0,006%
(0 - 0,074%). Visy nustatyty CPL imunofenotipo struktiiriné schema
pavaizduota 4 pav. DidZioji dauguma aptikty CPL — 82,2%, turéjo normaly
imunofenotipg (CD19+/CD56-) atitinkan¢ig Zymeny raiSkg. Pas 7 SD buvo
aptiktos normalaus imunofenotipo > 20 Igsteliy turin¢ios CPL subpopuliacijos
(nCPL). Pas vieng 1S Siy SD dar buvo nustatyta CD19-/CD56- subpopuliacija
(dnCPL), turinti 28 lgsteles, taciau $i subpopuliacija sudaré¢ tik 8,4% visy, pas
§1 SD aptikty CPL ir nepasieké klasikinio 20% slenkscio, naudojamo teigiamos
zymeny ekspresijos Iasteliy subpopuliacijoje nustatymui. Pas SD neaptikome
CD19-/CD56+ (aCPL) imunofenotipg turin¢iy CPL subpopuliacijy. 4 SD
netur¢jo ne vienos CPL subpopuliacijos turin¢ios bent 20 1gsteliy. 6 1§ 7 aptikty
nCPL subpopuliacijy CD45 Zymens raiSka buvo intensyvi (++/+++), 0 vienoje

_ blanki (+).

7 pav. Sveiky donory periferinio kraujo CD138+/CD38+ Iasteliy

imunofenotipo struktiiriné schema




4.5. Periferiniame kraujyje cirkulivojanfiy plazminiy Igsteliy
subpopuliacijy nustatymo kriterijai

20 lasteliy yra minimalus TC metodu apibréZiamos populiacijos dydis
tiriant retas populiacijas ir siekiant priimtino rezultaty variabiliSkumo
(134,213,216). 100 1asteliy minimali riba naudojama kauly Ciulpy PL analizei
uztikrina didesnj duomeny specifiSkuma, taciau ja naudojant nebiity galima
jvertinti CPL subpopuliacijy dé¢l pernelyg maZo jautrumo. Didesnio bendro
lasteliy skaiCiaus analizé nebuity praktiSka, nes prailginty tyrimo atlikimo laikg
ir proporcingai didinty nespecifiniy signaly kiekj. Ivairis Iasteliy
koncentracijos didinimo metodai didina ir tyrimo paklaidg. Remdamiesi SD
CPL analize nustatéme, kad minimalus 20 Igsteliy skaiCius subpopuliacijai
apibrézti yra optimalus metodo jautrumui. Pas 7 i§ 11 SD taikant §j slenkstinj
dydj buvo nustatyta nCPL Iasteliy subpopuliacija. Svarbu, kad Siose nCPL
subpopuliacijose nustatyta intracitoplazminiy LG raisSka, kuri buvo polikloniné.
Pas du i$ keturiy SD turinCiy < 20 CD138+/CD38+ lgsteliy, tirtose Iastelése
LG raiska apskritai nenustatyta. Sis radinys patvirtina minimalaus 20 lasteliy
slenksCio populiacijos nustatymui reikalingumg. Pas 1 SD buvo rasta >20
lasteliy turinti CD19-/CD56- CPL subpopuliacija, kuri sudare tik 8,4% visy
CPL. Taskinéje diagramoje Sios lastelés aiSkios atskiros subpopuliacijos
neformavo ir buvo pagrindinés nCPL populiacijos periferin¢ dalis. Nors
minimalus 20 Igsteliy kiekis CPL subpopuliacijos nustatymui, yra optimalus
metodo jautrumui uZtikrinti, taciau gali lemti sumazéjusj specifiSkuma.
Siekdami optimalaus specifiSkumo, nustatéme papildomg kriterijy piktybinei
CPL subpopuliacijai apibrézti: atskira CPL subpopuliacija sudaro >20% visy
aptikty CPL. Nustatyti minimalig slenksting aberantinj imunofenotipa
ekspresuojanciy PL proporcija, tiriant MLL, rekomendavo ir A.C. Rawstron
(134).

Remdamiesi tyrimo metu gautais ir anksCiau aptartais, literatiiroje
pateikiamais duomenimis, nustatéme piktybinés CPL (pCPL) subpopuliacijos

kriterijus:
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1 Butini kriterijai:
a) CPL subpopuliacija pasiZymi netipine CD19 ir CD56 Zymeny
raiSka, budinga piktybinems PL — CDI19-/CD56+ ar CDI19-
/CD56- (14,131,153);
b) turi > 20 CD138+/CD38+ plazminiy lgsteliy (134,216);
¢) sudaro > 20% visy aptikty CD138+/CD38+ plazminiy Igsteliy.
2 Papildomi kriterijai (pageidautina):
a) pasizymi monoklonine intracitoplazminiy LG raiSka -
kappa/lambda yra <1/3 ar >4/1 (134).
Normalios CPL (nCPL) subpopuliacijos nustatymo kriterijai:
1 Butini kriterijai:
a) CPL subpopuliacija pasizymi tipine CD19 ir CD56 raiSka
CD19+/CD56- (nCPL) (138,153);
b) turi > 20 CD138+/CD38+ plazminiy lasteliy (134,213,216).
2 Papildomi kriterijai (pageidautina):
a) PasiZymi poliklonine intracitoplazminiy LG raiSka —
kappa/lambda yra > 1/3 ar < 4/1 (134);
b) PasiZymi intensyvia CD45 Zymens raiSka (138,186).

4.6. Piktybiniy cirkuliuojanciy plazminiy lasteliy (pCPL) kiekybinés

charakteristikos ir kinetika po I-ojo chemoterapijos kurso

Remdamiesi anksCiau nustatytais kriterijais vertinome ML pacienty

periferinio kraujo CPL subpopuliacijas (8 pav.). Prie§ gydymg pCPL

subpopuliacija buvo aptinkama pas 24 i§ 42 (57,1%) ML serganciy pacienty.

Po pirmojo gydymo kurso pCPL buvo aptiktos pas 22 pacientus (52,4%).

Naudojant i§ anksto nustatytus pCPL kinetikos vertinimo kriterijus, pacientai

buvo suskirstyti | 3 grupes: pacientai, kuriy méginiuose pCPL neaptiktos nei

pries gydyma, nei po gydymo (I grupe, N15), pacientai, kuriems po pirmojo

chemoterapijos kurso pCPL kiekis sumaz¢jo bent 50% (II grupé, N14) ir
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pacientai, kuriy pCPL nesumazéjo ar padidéjo po pirmojo chemoterapijos

kurso (IIT grupe, N13). Skirtingy grupiy pacienty charakteristikos pateiktos 5

lenteléje. 11-osios ir III-i0sios grupés pacienty pCPL kinetika pavaizduota 9

pav.

8 pav. Mielomine liga sergancio paciento periferinio kraujo plazminiy Igsteliy

imunofenotipiné analize.
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Periferiniame kraujyje plazminés lgstelés buvo identifikuojamos pagal CDI138

ir CD38 raiskq (A), kartu patikrinant Sonine sviesos sklaidg (SSC) pries CD38

(B). [vertinta apibréeZty plazminiy lIgsteliy CDI19, CD56 ir CD45 Zymeny

raiska, taip apibréZiant normaliy (nCPL) ir piktybiniy (pCPL) plazminiy

lgsteliy subpopuliacijas (C, D). Intracitoplazminiy lengvyjy grandZiy analizée

patvirtino nCPL subpopuliacijos polikloniskumqg (E) ir pCPL subpopuliacijos

monokloniskumg (F).
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5 lentelé Skirtingy pCPL kinetikos grupiy pacienty charakteristikos

pCPL Kinetikos grupés
| I 111 P
Pacienty skaicius, N 15 14 13
Amzius, mediana 56(39-72) 62 (49-73) 56 (45-74) 0.23
(plotis)
Gydymo eilés, mediana 2 (1-4) 2 (1-4) 2 (1-5) 0.53
(plotis)
Ankstesné DDT, N 5 4 7 0.37
Ménesiai nuo 26 (6-172) 21 (3-147) 37 (3-84) 0.56
diagnozés, mediana
(plotis)

3 2 mikroglobulinas, 2.49 (2.0-9.96) | 3.86 (2.2-45.4) | 4.9 (2.3-12.9) | 0.07
mmol/l, mediana

(plotis)
Albuminas g/1, mediana 44.7 (36.1- 40.0 (32.1- 43.1 (24.4- 0.13
(plotis) 50.1) 53.0) 50.9)
Hemoglobinas g/1, 117 (96-153) 110 (76-141) | 121 (72-140) | 0.34

mediana (plotis)

Trombocitai 10°/1, 250 (108-344) | 173 (12-408) | 157 (19-322) 0.1
mediana (plotis)

KCPL %, mediana 12.5 (0.5-48) 10.3 (0-65) 27.5(0.5-89) | 0.15
(plotis)

Kreatininas, mcmol/l, 84 (52-292) 93.5 (44-540) | 87 (64-267) 0.68
mediana (plotis)

Ca™, mmol/l, mediana | 1.21 (1.12-1.3) 1.26 (1.21- 1.25 (1.1- 0.12
(plotis) 1.58) 1.95)

Chemotera- BD 12 10 13 0.62
pijos B 1 1 0
schema PAD 1 1 0
VAD 1 2 0

EBMT atsakas PL 0 0 3 0.11
po I-ojo SL 5 3 4
chemotera- MA 4 4 4
pijos kurso DR 5 6 1

Ankstyva progresija 1(6.7%) 0 (0%) 11 (84.6%) [<0.001

l-o0ji grupé — pacientai, kuriems piktybinées cirkuliuojancios plazminés lgstelés
(pCPL) neaptiktos nei pries gydymgq, nei po pirmojo chemoterapijos kurso; II-
oji grupé — pacientai, kuriems pCPL proporcija po pirmojo chemoterapijos
kurso sumaZejo; 1ll-oji grupé — pacientai, kuriy pCPL proporcija po pirmojo

chemoterapijos kurso nesumaZéjo ar padidéjo. DDT - dideliy doziy
chemoterapija; B — bortezomibas; BD — bortezomibas, deksametazonas; VAD
— vincristinas, doksorubicinas, deksametazonas; PAD — bortezomibas,

doksorubicinas, deksametazonas, PL — progresuojanti liga; SL — stabili liga,
MA — minimalus atsaka; DR — daliné remisija;, DDT - dideliy doziy
chemoterapija.
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9 pav. Il-osios ir IIl-iosios pCPL kinetikos grupiy pacienty, piktybiniy
cirkuliuojanciy plazminiy lgsteliy proporcijos prie§ gydyma ir po pirmojo

chemoterapijos kurso
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pCPL proporcija pries gydymg — punktyrine linija; pCPL proporcija po I-ojo

chemoterapijos kurso — istisine linija; PI — pasikliautinis intervalas.

4.7. Piktybiniy cirkuliuojanciy plazminiy Igsteliy prognostiné

reikSmeé
4.7.1. Ankstyvos progresijos prognozavimas remiantis pCPL
kinetika

Siekéme patikrinti hipoteze, jog pCPL kiekio nesumaZzéjimas po pirmojo
chemoterapijos kurso identifikuoja pacientus turincius agresyvig ir atsparig
skiriamam gydymui mieloming ligg (ar vieng i piktybiniy plazmocity klony).
Kliniskai Sie pacientai atpaZjstami pagal ankstyva ligos progresija, kuri gali
prasidéti gydymo fone. Mes apibréZéme ankstyva progresija (AP), kaip ligos
progresija nustatytg pagal standartinius EBMT kriterijus (21) ir prasidéjusig iki
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suplanuoto gydymo pabaigos, t.y. per 126 dienas nuo gydymo pradZzios (Sesiy
21 dienos chemoterapijos kursy trukme). AP patvirtinta 12 18 42 (28,6%)
itraukty i studijg pacienty. AP nustatyta 11 (84.6%) Ill-iosios grupés pacienty
ir tik 1 pacientui nepatekusiam j I1I-iajg grupe (5 lent.).

ROC analize atskleide, kad pCPL nesumazejimas po pirmojo
chemoterapijos kurso (III pacienty grupe) gali prognozuoti AP su 91,7%
jJautrumu ir 93,3% specifiSkumu. ROC testo plotas po kreive buvo 0,91
(p<0,001) (10 pav.).

10 pav. Ankstyvos progresijos prognozavimas remiantis piktybiniy plazminiy

lasteliy kinetika — ROC kreive.
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Siekdami jvertinti metodo nepriklausomuma nuo kity rizikos faktoriy
taikéme binarinés regresijos metodg. Vienmate analizé parode, kad ankstyva
progresija reikSmingai jtakojo tik pCPL kinetikos grupé¢ (6 lentel¢). Atliekant
daugiamate analize, tiesioginés laipsniskos atrankos metodas atrinko vienintelj

faktoriy statistiSkai reikSmingai susijusj su AP — pCPL kinetikos grupes. III-
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10si0s grupés pacientams nustatytas AP i§sivystymo Sansy santykis (angl. odds
ratio), palyginus su I-gja grupe, buvo 77 (95% PI 6.2-963.7, p<0.001). I'ir I
grupiy pacientams AP iSsivystymo rizika patikimai nesiskyré. Analizuodami
binarinés regresijos klasifikacines lenteles nustatéme, kad pacientams su
aptinkamomis pCPL, pCPL2/pCPL1 santykis > 0,807 su didZiausiu jautrumu ir
specifiSkumu (atitinkamai 100% ir 93,8 %) prognozavo AP (pCPL1 ir pCPL2
yra atitinkamai pCPL kiekis prie§ gydyma ir po pirmojo kurso).

6 Lentelé Vienmaté ankstyvos progresijos rizikos faktoriy analizé

Kintamasis Beta | Sansy 95% P1
reikSmé | santykis
pCPL grupé - 0,003 - -
pCPL grupé =0 Atskaitos kategorija
pCPL grupé =1 -10.8272 0,962 0,000 0,000

pCPL grupé =2 4.3438 0,001 77,000 6,15 - 963,74

B,-mikroglobulinas 0,0106 0,823 1,011 0,92-1,11
Kreatininas 0.0011 0.764 1.001 0.99 -1.01
Plazmocity (%) 2,0220 0,144 7,553 0,50 - 114,05
mielogramoje

Ekstrameduliné liga 1.0982 0,224 2,999 0,51-17,59

Hemoglobinas -0.0096 | 0585 | 0,990 0,96 - 1,03
Gydymo eilés 0.2223 0443 | 1,249 0,71 - 2,20
Albuminas -0.0450 | 0437 | 0,956 0,85 - 1,07

Laikas nuo diagnozeés -0.0059 0,592 0,994 0,97 - 1,02

AmZius -0.0209 0,598 0,979 0,91 - 1,06

PI - pasikliautinis intervalas; pCPL — piktybinés cirkuliuojancios plazminés

lasteles
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4.7.2. Standartiniy atsako kriterijy ir pCPL Kkinetikos

palyginimas

Atsako vertinimas pagal EBMT kriterijus misy tyrime naudotas kaip
“auksinis standartas”. Mes nustatin¢jome atsako j gydyma kategorijas
naudodami Siuos kriterijus po pirmojo chemoterapijos kurso, po 3 mén. nuo
gydymo pradzios, baigus gydyma (ar po 6 mén.) arba atsiradus ligos
progresijos poZymiy. Atsako j gydyma nebuvimas po pirmojo chemoterapijos
kurso, nustatytas pagal standartinius kriterijus (pasiektas maZiau nei minimalus
atsakas), nebuvo statisti$kai reik§mingas susijes su AP (y°, p=0.2). 5 i§ 12
(41,7%) pacienty, kuriems vé¢liau buvo nustatyta AP, po pirmojo
chemoterapijos kurso pasiekeé > minimaly atsakag (EBMT) (5 lentel¢). Pacienty
skirstymas j grupes pagal pCPL kinetika neturéjo reikSmingos koreliacijos su
EBMT atsako kategorija nustatyta po [-ojo chemoterapijos kurso (r -0,28,
p=0,09), taciau reikSmingai koreliavo su atsako kategorijomis pasiektomis po 3
men., po viso gydymo ir geriausia nustatyta atsako kategorija (r reikSmes
atitinkamai -0.51, -0.64, -0.51, p reikSmes — 0.001, <0.001, 0.001). Geriausias
pasiektas atsakas j gydyma I ir II pCPL kinetikos grupiy pacientams buvo
1dentiSkas — atitinkamai 80,0% ir 86,7% Siy grupiy pacienty pasieke > daling

remisijg. Tuo tarpu tarp III grupés pacienty DR pasieke tik 1 pacientas.

4.7.3. Piktybiniy cirkuliuojanciy plazminiy lasteliy nustatymo

pries gydyma prognostiné reikSmé

Mes jvertinome pCPL nustatymo prieS gydyma bei pCPL kinetikos, kaip

atsako ] pirmajj chemoterapijos kursg, prognosting vertg.

Pacienty, kuriems prie§ gydyma buvo aptiktos pCPL medianinis LIP
buvo 218 dieny, kai tuo tarpu pacienty, kuriems pCPL neaptiktos medianinis
LIP buvo 456 dienos (p=0,008) (11 pav.). BI Siose ML pacienty grupése

reikSmingai nesiskyrée (p=0,16).
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11 pav. Pacienty su aptinkamomis ir neaptinkamomis pCPL laikas iki

progresijos
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I, Il ir III pCPL kinetikos grupése medianinis LIP buvo atitinkamai 581, 258 ir
51 diena (p<0.001, bendras palyginimas) (12 A pav.). Atliktas dvipusis (angl. —
pairwise) palyginimas — I grupé pries II grupe, I grupé pries I grupe ir 11
grupe prie$ I grupe. LIP skirtumai iSliko statistiSkai reikSmingai skirtingi (p
reikSmeés atitinkamai 0,02, <0,001 ir <0,001).

Kadangi 13 pacienty po gelbstin¢ios chemoterapijos taikyta konsolidacija
dideliy doziy chemoterapija ir autologine kamieniniy kraujodaros Iasteliy
transplantacija gal¢jo jtakoti LIP trukme ir sglygoti klaidingus analizés
rezultatus, mes pakartojome skai¢iavimus pries tai cenziirave stebéjimus
transplantacijos atlikimo dieng. Po perskaic¢iavimo LIP iSliko statistiSkai

reikSmingai skirtingas (p<0,001, bendras palyginimas).

76



Nustatytas BI I, I ir III pCPL kinetikos grupése atitinkamai buvo 1006,
856 ir 308 (p=0,007 bendras palyginimas) (12 B pav.). Atliekant porin¢ analiz¢
nustatyta, kad iSgyvenamumo skirtumai buvo reikSmingi tarp I ir III bei II ir IIT

pacienty grupiy (atitinkamai p=0,009 ir 0,036).

12 pav. Trijy pCPL kinetikos grupiy pacienty laikas iki progesijos (A) ir

bendras iSgyvenamumas (B)
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Ivertinome atsako nustatyto po pirmojo chemoterapijos kurso pagal
EBMT kriterijus prognosting verte. Pacientus pagal pasiekta EBMT atsako lygi
suskirstéme j dvi grupes: > minimalus atsakas (N 15) ir < minimalus atsakas
(N 24). 3 pacienty negalé¢jome jvertinti po pirmojo chemoterapijos kurso dél
medicininiy aplinkybiy (ekstrameduline, oligosekreciné¢ liga). Nei BI, nei LIP
statistiSkai reikSmingai Siose grupése nesiskyre ( p reikSmes atitinkamai 0,65 ir

0,32).

Taikydami Kokso proporcingos rizikos nustatymo metodg jvertinome ir
kitus rizikos veiksnius, galéjusius jtakoti BI ir LIP. Atlik¢ vienmatg analize

nustatéme, kad pCPL kinetikos grupe, kreatinino ir B,-mikroglobulino
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koncentracija reik§mingai jtakojo ir LIP ir BI. KC PL % buvo susijes tik su
LIP (7 lentel¢), o hemoglobino koncentracija ir ekstramedulinés ligos buvimas
— BI (8 lentel¢). Daugiamaté analizé naudojant tiesioginés laipsniSkos atrankos
metodg , nustate tik 2 nepriklausomus rizikos faktorius reikSmingai
itakojancius LIP ir BI — kreatinino koncentracija prie§ gydymga ir pCPL grupés
(9 lentele). Dél maZo pacienty skaiciaus daugiamates analizes rezultatai turéty

biti vertinami atsargiai.

7 lentelé Vienmate laiko iki progresijos rizikos faktoriy analize

Kintamasis Beta | PreikSmé | Santykiné 95% P1
rizika

pCPL grupé - <0,001 - -

pCPL grupe =0 Atskaitos kategorija

pCPL grupé =1 | 0.9899 0,029 2,691 1,11 - 6,55

pCPL grupé =2 | 2.8351 <0,001 17,032 6,01 - 48,25
p.mikroglobulinas | 0,0385 0,040 1,039 1,002 - 1,08
Kreatininas 0.0032 0.048 1.003 1-1.01
Plazmocity (%) 1,994 0,020 6,917 1,35 - 35,48
mielogramoje
Ekstrameduliné liga | 0,6779 0,137 1,97 0,81 - 4,82
Hemoglobinas -0,0144 0,179 0,986 0,97 - 1,01
Gydymo eilés -0.074 0,67 0.929 0.662 — 1.304
Albuminas 0,0253 0,449 0,975 0,91 - 1,04
Laikas nuo -0,0053 0,297 0,995 0,99 - 1,01
diagnozes
AmZius 0,0016 0,935 1,002 0,97 - 1,04

PI - pasikliautinis intervalas; pCPL — piktybinés cirkuliuojancios plazminés

lasteles
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8 lentelé Vienmaté bendro iSgyvenamumo rizikos faktoriy analizé

Kintamasis Beta P Santykiné 95% PI
reikSmé rizika
pCPL grupé - 0,013 - -
pCPL grupe =0 Atskaitos kategorija
pCPC grupe =1 0,6348 0,219 1,887 0,69 - 5,2

pCPL grupé =2 1,5632 0,004 4,774 1,65 - 13,79

B, mikroglobulinas 0,0488 0,018 1,050 1,01 - 1,09

Kreatininas 0.0055 0.002 1.005 1.002 - 1.009
Plazmocity (%) 1.3685 0,140 3,929 0,64 - 24,2
mielogramoje

Ekstrameduliné liga | 1.0178 0,033 2,767 1,09 - 7,05

Hemoglobinas -0.0251 0,038 0,975 0,95 - 0,999
Gydymo eilé - 0.42 1.171 0.8-1.72
Albuminas -0.0182 | 0,623 0,982 0,91 - 1,06

Laikas nuo diagnozes | -0.008 0,285 0,992 0,98 - 1,01

AmzZius -0.0253 | 0,269 0,975 0,93 - 1,02

PI - pasikliautinis intervalas; pCPL — piktybinés cirkuliuojancios plazminés

lgsteles
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9 lentelé Daugiamaté laiko iki progresijos ir bendro iSgyvenamumo rizikos

faktoriy analize

Laikas iki progresijos Bendras iSgyvenamumas
Santykiné rizika | p reikSmeé | Santykiné rizika | p reikSmeé
(95% PI) (95% PI)

pCPL grupé <0.001 0.005

I Atskaitos grupé

II 2.2 (0.8-5.8) 0.12 1.6 (0.51-5.0) 0.43

I 17.4 (5.8-52.4) <0.01 5.8 (1.8-17.9) 0.003

Kreatininas | 1.005 (1.001 - 0.019 1.006 (1.002 - 0.002
1.008) 1.01)

PI - pasikliautinis intervalas; pCPL — piktybinés cirkuliuojancios plazminés

lgsteles

4.8. Mielomine liga serganciy pacienty normaliy plazminiy lgsteliy
kiekybinés charakteristikos

Duomenys apie imunofenotipiSki normalias PK plazmines Igsteles
(CD19+/CD56-) gauti i§ 40 ML pacienty. 2 ML atvejai buvo netinkami
analizei: 1 pacientas tur¢jo ] CD19+/CD56- diagramos dalj plintancias
monoklonines piktybines lgsteles persidengiancias su nPL subpopuliacija, 1ML
pacientui truiko duomeny apie nPL.

Mikroskopuojant kauly Ciulpy tepinélj plazminés Igstelés nustatytos 39 i
40 atvejy ( pacientas su neaptiktomis PL tur¢jo vyraujancig ekstrameduling
liga). Mikroskopuojant nustatyta medianiné KCPL proporcija buvo 12,5% (0 —
89).

Tékmes citometrijos metodu PL aptikome visy 40 pacienty KC
meginiuose. DidZioji dauguma aptikty 1asteliy turéjo aberanting Zymeny raiska
ir buvo monokloninés pagal lengvyjy grandziy ekspresijg. Medianin¢ nustatyta
Siy 1asteliy proporcija buvo 8% (0,05 — 87,9).

32 ML pacientai turéjo aptinkama (>100 lasteliy) nKCPL subpopuliacija.
Sios subpopuliacijos medianiné proporcija buvo — 0,04% (0-1,51). nKCPL
subpopuliacija pas ML pacientus buvo mazesn¢ nei pas tirtus SD (10 lentel¢).

Periferiniame kraujyje cirkuliuojancios plazminés 1gstelés prie§ skiriant

gydyma buvo aptiktos 33 atvejais 1S 40 (82,5%). Pas 23 pacientus (57,5%) mes
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aptikome cirkuliuojanciy imunofenotipiSkai normaliy PL subpopuliacija
(nCPL). Pas pacientus su aptinkamomis CPL, nCPL kiekis buvo apytiksliai
1log maZesnis nei pCPL — nCPL vidutiné proporcija buvo 0,025 £+ 0,034% o
pCPL —0.72 + 1.2%. nCPL subpopuliacijos dydis ir aptikimo daznis pas ML

pacientus ir SD nesiskyré (10 lentele).

10 lentelé nCPL ir nKCPL subpopuliacijos* (CD19+/CD56-) subpopuliacijos

pas sveikus donorus ir ML pacientus.

nCPL nKCPL
(CD19+CD56-) (CD19+CD56-)
ML pacientai | Vidurkis | 0,015% 0.11%
N40 Mediana | 0.006% 0.04%
Mano-Vitnio testas p=0.48 p=0.001
Sveiki Vidurkis | 0,01% 0.21%
donorai N11 | Mediana | 0.003% 0.20%

* Subpopuliacijy dydis nurodytas kaip proporcija tarp visy meginyje aptikty
gyvybingy lgsteliy

ML — mielominé liga
nCPL — (CD19+/CD56-) cirkuliuojancios plazminés lgstelés
nKCPL — (CD19+/CD56-) kauly ¢iulpy plazminés lgstelés

4.9. Normaliy plazminiy Iasteliy nustatymo mielomine liga
sergantiems pacientams prognostiné reikSmeé
4.9.1. Normalios cirkuliuojancios plazminés lgstelés

nCPL subpopuliacijos aptikimas prie§ gydymg nebuvo reikSmingai
susijes nei su ligos mase (KCPL infiltracija tiriant TC ar mikroskopuojant), nei
su biologiniais ligos aktyvumo parametrais (3,-mikroglobulino, albumino,
hemoglobin koncentracija, inksty f-ja). nCPL nustatymas neturéjo prognostinés
jtakos LIP ir BI. Mes nustatéme tik vidutinio stiprumo atvirkstine koreliacijg su

paciento amziumi (r=-0,34, p=0,03).
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Atsizvelgdami j pCPL kinetikos jvertinimo prognostinj reik§minguma
jvertinome ir nCPL kinetikos nustatymo kliniking reik§me. nCPL medianiné
proporcija po pirmojo gydymo kurso padid¢jo: prie§ gydyma buvo 0,006%, po
gydymo — 0,013% (p=0,014) (Pav. 9). Nustatyta, kad pacientai, kuriy nCPL po
pirmojo chemoterapijos kurso padidéjo tur¢jo ilgesnj LIP nei pacientai, pas
kuriuos nCPL nebuvo aptiktos ar gydant jy kiekis mazéjo: medianinis
nustatytas LIP atitinkamai 339 ir 105 dienos (p=0,038) (Pav. 10). BI Siose

grupése patikimai nesiskyreé.

13 pav. Normaliy cirkuliuojan¢iy plazminiy lgsteliy (nCPL) kinetika po

pirmojo chemoterapijos kurso.
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14 pav. Laikas iki progresijos pacienty grupése su skirtinga nCPL kinetika
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4.9.2. nKCPL subpopliacijos klinikiné reik§mé

Jvertinome nKCPL subpopuliacijos dydZio ir RA ML pacienty LIP ir BI
trukmes rysj. 5 pacienty su vyraujanciu ekstrameduliniu ligos komponentu
nejtraukéme j analize, nes tais atvejais KC radiniai neatspindéjo ligos
aktyvumo. Remdamiesi anksc¢iau paskelbtais tyrimais, kur tirti naujai
diagnozuota ML sergantys monés, vertinome pKCPL/nKCPL santykj.
Suskirstéme pacientus j dvi grupes pagal nustatyta medianinj pKCPL/nKCPL
santykj — 225. LIP ir BI buvo ilgesnis pas pacientus su didesne nKCPL dalimi.
Medianinis nustatytas LIP atitinkamai 414 ir 230 dienos (p=0,019) o
medianinis BI nepasiektas ir 533 dienos (p=0,038) (15 pav.). Ligos aktyvumo
ir rizikos veiksniy charakteristikos buvo palankesnés pacienty su didesne
nKCPL proporcija grupéje: maZesné B,-mikroglobulino koncentracija
(p=0,006), mazesné KCPL infiltracija mikroskopuojant (p=0,019), Zemesné
jonizuoto kalcio koncentracija (p=0,045), didesnis hemoglobino kiekis

(p=0,03), daugiau trombocity (p=0,002). Siekdami patvirtinti pKCPL/nKCPL
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santykio prie§ gydyma kaip nepriklausomo prognostinio Zymens vaidmenj
taikéme Kokso proporcingos rizikos nustatymo metoda. | regresijos modelj
itraukéme tokius faktorius kaip paciento amzius, ligos trukme, taikyty gydymo
eiliy skai¢ius, albumino, hemoglobino, trombocity kiekis, KCPL kieki
nustatyta mikroskopuojant. Tiesioginés laipsniSkos atrankos metodas patvirtino
pKCPL/nKCPL santykio nepriklausoma prognostine jtaka LIP ir BI trukmei (p
reikSmeés atitinkamai 0,014 ir 0,003).
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S. TYRIMO REZULTATU APTARIMAS

Tyrimai apraSyti Siame darbe atlikti siekiant patikrinti hipoteze, jog
cirkuliuojanciy plazmiy 1asteliy kinetika gali buiti naudojama, kaip biologinis
Zymuo, ankstyvam gydymo efekto vertinimui bei atsparumo gydymui
prognozavimui. ML serganciy pacienty PL populiacija yra chimera sudaryta i
normaliy ir piktybiniy PL (184,217-219). Normaliy ir piktybiniy lgsteliy
kinetika gydymo metu skirtinga — piktybinés lastelés yra jautresnes
chemoterapijai uZ normalias. Po chemoterapijos pasiekus ligos remisija
piktybinés lgstelés nebeaptinkamos, o normaliy plazminiy lgsteliy kiekis
normalizuojasi. Sis procesas vadinamas imunine rekonstitucija (187,219,220).
Savo tyrime tyréme plazminiy lgsteliy kiekybinius pokyc€ius po vieno
chemoterapijos kurso. Kadangi piktybinés ir normalios plazmineés Igsteles
skirtingai reaguoja j citotoksing chemoterapija, reikéjo metodo galinCio atskirai
ir kiekybiSkai jvertinti normaliy ir piktybiniy PL subpopuliacijas viename
méginyje. CPL nustatymo metodo jautrumas turéjo siekti ne maZiau, nei 107,
nes CPL koncentracija labai maZza (24,26). Mes pasirinkome t€kmeés
citometrijg, kaip geriausiai atitinkantj auksc¢iau minétus reikalavimus metoda.
Pagrindiné isSkilusi problema buvo ta, kad iki Siol vertinant cirkuliuojancias
plazmines Iasteles naudotos TC metodologijos tur¢jo trikumy. Taikant <4
spalvy TC metodologija nebuvo jmanoma sinchroniskai vertinti Zymeny
svarbiy PL apibrézimui, raiSkos aberacijy bei kloniSkumui nustatymui. PL.
piktybiSkumo apibtidinimui naudotas CD45 Zymuo, nebuvo apibréZiamas
minimalus vertintinos lasteliy populiacijos dydis (24,26,221,222). Sie faktoriai
stipriai jtakojo TC metodologijos specifiSkumg. Mes PL tyrimui naudojome
naujg, iki tol neapraSyta TC metodologijg. Siekdami uZtikrinti specifiSka
normaliy ir piktybiniy PL atskyrimg iStyréme kontrolinés sveiky Zmoniy
grupés kauly Ciulpy ir periferinio kraujo plazmines Igsteles, naudodami tg patj
TC metodg. Apibendring iki Siol paskelbty tyrimy informacijg ir savo gautus
duomenis parengéme kauly Ciulpy ir periferinio kraujo PL subpopuliacijy

nustatymo Kkriterijus.
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S.1. Plazminiy lasteliy imunotipavimo metodikos optimizavimas
5.1.1. Kauly ¢iulpy plazminés Iastelés

Mes istyréme sveiky donory KC PL subpopuliacijas sinchronigkai
vertindami CD19 ir CD56 raidka. Sie Zymenys eksperty bendru sutarimu
rekomenduojami naudoti normaliy ir piktybiniy plazminiy Igsteliy atskyrimui
(14). Taciau normalus plazminiy 1gsteliy imunofenotipas iki Siol néra
vienareik§migkai apibréztas. Yra Zinoma, kad normaliy KC PL CD19 ir CD56
zymeny ekspresija gali buti heterogeniska (7,9), taciau kasdienin¢je praktikoje
ir netgi klinikiniuose tyrimuose normalus PL imunofenotipas apraSomas
vienareikSmiskai — CD19+/CD56- (28,221,223,224). Literatiiroje néra
paskelbta duomeny, apie CD19-/CD56+ imunofenotipg turin¢iy normaliy PL.
subpopuliacijg. Misy nuomone tokia situacija susikloste d¢l to, jog dauguma
tyrimy iki Siol buvo atlikti naudojant TC metodologijg galin€ig vienu metu
analizuoti iki 4 spalvy. Tik TC metodologija galinti vienu metu jvertinti tiesing
bei Soning Sviesos sklaidg ir bent 6 spalvas suteikia galimybe naudoti tinkama
Zymeny derinj reikalingg PL identifikavimui ir CD19/CD56 Zymeny analizei,

kartu jvertinant LG ekspresija kloniSkumo nustatymui (225).

Mazesnés sveiky Zmoniy PL subpopuliacijos menkai tyrinetos ir dél kitos
priezasties — skirtinga Zymens ekspresija mazesn¢je nei 20% lasteliy
populiacijos dalyje paprastai atskirai neapraSoma (29). Taigi, jei nPL
vertinama kaip vientisa Igsteliy populiacija, Zymeny ekspresijos nuokrypiai <
20 % buty nevertintini. Yra paskelbta duomeny rodanc¢iy, kad CD138/CD38
apibreziama normaliy PL subpopuliacija yra heterogeniska, pasiZymi skirtingu
diferenciacijos laipsniu, adhezijos faktoriy raiska, proliferaciniu potencialu
(133,186). Sie skirtumai rodo, kad CD138/CD38 apibréZiamas normalias PL
reikty vertinti kaip atskiry subpopuliacijy suma o ne vientisg populiacijg. MLL
tyrimas ML pacientams taip pat pagrjstas PL subpopuliacijy analize. Tiriant
MLL imunofenotipiskai skirtingos (piktybinés/aberantinés) KC PL

populiacijos apibréZimui naudojamas ne 20% populiacijos Igsteliy skirtingos
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zymens raiSkos kriterijus, taciau kitas slenkstinis dydis — minimalus 100
lasteliy kiekis (14). Sis kriterijus — empirinis. Ekspertu bendru sutarimu — 100
lasteliu subpopuliacija yra pakanakama, patikimai ir specifiskai jvertinti
imunofenotipg uZtikrina Zemg vidinj testo variabiliSkumg ir pasiekia 1:10000
tyrimo jautrumg reikalingg minimalios liktinés ligos tyrimui. Misy tirty sveiky
donory KC méginiuose vidutiniskai aptikome apie 3000 plazminiy Iasteliy.
Vertinant aptiktas PL kaip vientisg populiacija ir naudojant 20% populiacijos
dydzio slenkstj Zymens ekspresijos vertinimui, maZziausiai 600 PL turéty
pasizymeéti skirtinga Zymeny raiska, kad iSskirtume jg kaip imunofenotipiskai
atskira populiacija. Sis skai¢ius 6 kartus vir§ija MLL populiacijos nustatymo
slenkstinj dydj. Dél skirtingy imunofenotipo analizés principy vertinant ML
serganciy pacienty PL subpopuliacijas (tiriant MLL) ir sveiky Zmoniy PL, kyla
klaidingos duomeny interpretacijos gréesme kasdienin¢je praktikoje ir atliekant
klinikinius tyrimus. Miisy duomenimis iki Siol nebuvo iStirtos sveiky Zmoniy
KC PL, imunofenotipiskai skirtingos PL subpopuliacijos nustatymui naudojant

minimaly 100 Igsteliy slenkstj.

2010 m. E. Canizzo su kolegomis aprasé normaliy PL imunofenotipg
naudodami modernig 6-8 splavy TC metodologija (29). Jie nustate, kad
normaliy PL populiacijoje CD19 ir CD56 Zymenis gali ekspresuoti atitinkamai
61- 100% ir 0 — 45% lasteliy. Taciau jie neanalizavo sinchroninés $iy Zymeny
ekspresijos PL subpopuliacijose. Misy tyrimo rezultatai patvirtina, kad minéty
Zymeny raiSka yra polimorfiSka. Mes nustatéme dar mazesng CD19 Zymens
ekspresija visoje normaliy KC PL populiacijoje (mediana 61,3% (44,2 —77,1).
Miisy nustatyta CD56 Zymens ekspresija buvo panasi ] anksCiau skelbta
(mediana 13,5% (5.7 — 41.8) (29,226). Pagrindinis tyrimo akcentas buvo
sinchroninés §iy Zymeny raiskos vertinimas. CD19/CD56 diagramoje KC PL
formavo 3 — 4 atskiras subpopuliacijas, o ne vieng populiacija su periferiniu
(iScentriniu) i$plitimu. Svarbu tai, kad SD KC PL turin¢ios aberantinj
imunofenotipg (CD19-/CD56+ ir CD19-/CD56-) sudare beveik puse visy
aptikty PL.
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Naudodami 100 Igsteliy slenkstinj dydj mes gal¢jome identifikuoti visas 4
KC PL subpopuliacijas apibréZziamas pagal skirtingg CD19 ir CD56 Zymeny
raiska pas 5 i§ 11 sveiky donory. Pas 5 SD dtKCPL ir pas 1 SD aKCPL
subpopuliacija buvo mazesnés uz pasirinktg aptikimo slenkstj, taciau net ir
Siais atvejais nedidelés keliasdeSimt lgsteliy turincios aberantinés
subpopuliacijos biidavo stebimos. Tikétina, kad naudojant kiek jautresnj tyrimo
metoda 4 skirtingg CD19/CD56 Zymeny raisSka turincios subpopuliacijos buty

aptinkamos pas visus sveikus Zmones.

Sunku patikimai atskirti aKCPL ir dnKCPL subpopuliacijas aptinkamas
pas SD nuo atitinkamg imunofenotipg turin¢iy ML pacienty piktybiniy PL
vertinant vien CD Zymenis be LG restrikcijos analizés. Mes nustatéme labai
panasig CD56 ir CD19 Zymeny raiSka atitinkamose piktybiniy ir normaliy PL
subpopuliacijose. CD45, CD38 ir CD20 Zymeny ekspresijos tyrimas taip pat
pasirodé maZai reik§mingas diferencijuojant normalias ir piktybines aKCPL ir
dnKCPL subpopuliacijas. SD aKCPL ir dnKCPL subpopuliacijy CD45, CD38
ir CD20 Zymeny raiSkos tendencijos buvo analogiskos piktybinéms PL
lyginant jas su klasikinj normaly imunofenotipg (CD19+/CD56-)
ekspresuojané¢ia SD nKCPL subpopuliacija.

Svarbu jvertinti LG raika atskirose KCPL subpopuliacijose, nes
polikloninis fonas gali maskuoti nedidele¢ monokloning populiacijg kai
kloniSkumas vertinamas iSkart visoje PL populiacijoje. Kai kurie ekspertai
rekomenduoja subpopuliacijos kloniSkumg analizuoti, tik diagnostiniame
meéginyje (14). Kadangi atskiros normaliy PL subpopuliacijos pagal CD
Zymeny rai$ka panasios j piktybines, misy nuomone MLL analiz¢ gali biti
netiksli, je1 LG raiSka analizuojama tik diagnostiniame meginyje, o tolesnis

stebéjimas atliekamas tiriant tik CD Zymenis.

Miisy radiniai patvirtina A.C. Rawstron ir kolegy teiginj, jog pas sveikus
7mones CD19- KCPL yra galutinés diferenciacijos stadijos ilgai gyvenanéios

PL (227). Galuting diferenciacijos faze rodo rySki CD138 ekspresija ir maza
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proliferacinj aktyvumg atspindinti Zema CD45 raiska (133,227,228). Zema
CD20 raiska taip pat siejama su PL brandumu (133). CD19 galéty buti
vertinamas kaip PL diferenciacijos Zymuo, nes jo ekspresija mazéja PL
brendimo metu (138). Sergant mielomine liga piktybiniai plazmocitai
praktiSkai niekada neekspresuoja Sio Zymens. CD19+ plazminés lgsteles gali
biti aptinkamos maZziau brandZiy PL navikiniy susirgimy atvejais. Neseniai W.
G. Morice su kolegomis paskelbé duomenis, kad CD138+/CD38+/CD19+
kloniniai plazmocitai nustatomi pas Waldenstromo makroglobulinemija /
limfoplazmocitine limfoma sergancius pacientus (229). Remiantis Siais
duomenimis CD19+/CD56- PL tiksliau biity galima apibudinti kaip ankstyvas

(nebrandZias), o ne kaip normalias PL.

CD56 Zymens ekspresijos reikSmé ant normaliy PL néra pilnai iSaiSkinta.
Mes nustatéme, kad SD aKCPL ir dnKCPL subpopuliacijos imunofenotipiskai
skyrési tik pagal CD56 Zymenij, kity Zymeny raiska nesiskyré. Sis teiginys
tinka ir kalbant apie atitinkamas piktybines ML pacienty KC PL
subpopuliacijas. Pagrindiné CD56 molekulés f-ja yra adhezija. ML atvejais, kai
piktybinés PL ekspresuoja CD56 buna labiau iSreiksi kauly paZeidimai, tuo
tarpu CD56- ML atvejai susije su ekstrameduliniu ligos plitimu (152,214,230).
Intensyvesne CD56 Zymens raiskg aptikome ant SD CD19- normaliy
plazmocity. Sj radinj galétume sieti su faktu, jog normaliy, brandZiy — ilgai
gyvenanciy (CD19-) plazminiy lgsteliy gyvavimo vieta Zmogaus organizme
yra kauly ¢iulpai. Negalima atmesti ir hipotezes, jog CD56+ plazminiy lasteliy
proporcija sveiky Zmoniy kauly ¢iulpy méginiuose gali biiti nustatoma
klaidingai maza, nes §] Zymenj ekspresuojancios PL gali biti atsparesnés

aspiracijai.

Neseniai spaudoje paskelbti duomenys, kad létine mieloleukemija (LML)
serganciy pacienty kauly ¢iulpuose buvo aptiktos aberantinés (CD19-/CD56+)
plazmings Igstelés. Autoriai padaré iSvada, kad imatinibas — vaistas skiriamas
LML gydymui, gali indukuoti aberantiniy PL atsiradimg ir sglygoti
malignizacijg (30). Miisy duomenys rodo, kad ,,aberantinis* (CD19-/CD56+)
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imunofenotipas yra normalus ir gali biti aptinkamas pas sveikus Zmones.
Skirtingi autoriai nurodo, kad CD19- PL gali sudaryti iki 30 — 39% visy sveiko
Zmogaus kauly ¢iulpy plazminiy Igsteliy (29,131,134,141). Misy duomenimis
CD19- PL atskirais atvejais gali sudaryti daugiau nei puse visy KC PL ir
salygoti klaidingg duomeny interpretacijg.

4.9.3. Cirkuliuojancios plazminés lastelés

Mes iStyréme 11 sveiky donory periferinio kraujo plazmines 1gsteles. PK
plazminiy 1asteliy sudétis pagal vertinty Zymeny raiska buvo Zenkliai
homogeniskesné nei KC PL. DidZioji dauguma aptikty CPL turéjo , klasikinj*
normaly, musy anksciau apibrézta kaip ,,ankstyva* PL imunofenotipg —
CD138+4/CD38+/CD19+/CD56-/kappa+/lambda+. Musy duomenys sutapo su
anks¢&iau skelbtais tyréjy duomenimis (138,153). Sio imunofenotipo PL
apibudinamos kaip ankstyvos PL migruojancios i$ periferiniy limfoidiniy

organy j KC ar reaktyvios trumpai gyvenanéios PL .

Iki Siol atliktuose klinikiniuose tyrimuose vertinant ML pacienty CPL,
nebuvo apibreziamas slenkstinis minimalus cirkuliuojanciy plazminiy 1asteliy
kiekis populiacijos nustatymui (17,24). Miisy nuomone pavieniy nustatyty
lasteliy jtraukimas j analize¢ labai sumenkina tyrimo specifiSkuma, padidina
vidinj testo variabiliskuma. Sie efektai ypa¢ nepageidaujami lyginant porinius
méginius. Naudojant klasikinj 100 Igsteliy slenkstj nebiity uztikrintas
pakankamas tyrimo jautrumas CPL analizei, kadangi CPL kiekis PK yra labai
mazas. Remdamiesi rety jvykiy analizés metodologija, taikant tekmés
citometrijos metodg, bei PL imunotipavimo metodologijomis (134,213,216),
mes pasirinkome minimaly 20 lasteliy slenkstj ,.,teigiamos‘ PL subpopuliacijos
1dentifikavimui. MaZiau nei 20 specifinio imunofenotipo 13steliy nebuvo
vertinamos kaip subpopuliacija. IStyre SD PK plazmines lasteles nustatéme,
kad 20 Igsteliy slenkstinis dydis buvo optimalus uztikrinant reikalingg tyrimo
jautrumg. Kadangi miisy kontroliné SD grupé buvo maza, tyrimo

specifiSkumui padidinti, vengdami klaidingai teigiamo piktybinés PL
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subpopuliacijos identifikavimo, tais atvejais, kai nejmanoma jrodyti PL.
subpopuliacijos monokloniSkumo pagal LG raiSka, nustatéeme papildomg
kriterijy atskiros piktybinés CPL subpopuliacijos nustatymui — atskira
piktybiné CPL populiacija nustatoma tik kai aberantiSkai CD56 ir/ar CD19
zZymenis ekspresuojanti CPL subpopuliacija yra didesné nei 20% visy aptikty
CPL. KloniSkumo analiz¢ vertinant LG ekspresija labai mazose CPL
subpopuliacijose yra techniSkai sudétinga ir ne visuomet jmanoma. Piktybinés
CPL populiacijos identifikavimui monokloning LG ekspresija naudojome tik

kaip papildoma kriterijy.
5.2 Cirkuliuojan¢iy plazminiy lasteliy prognostiné reikSmé

Piktybiniy CPL aptikimas PK yra gerai Zinomas neigiamas prognostinis
faktorius naujai nustatytai ML (231). Netgi labai maZas CPL kiekis aptiktas
naujai nustatyta ML sergantiems pacientams panaudojus TC ar
imunofluorescencijos metoda yra susij¢s su blogesnémis ligos iSeitimis
(17,24,190,193). pCPL kiekis daugiau siejamas su agresyvia liga (aukStas
proliferacijos indeksas, daZznesnés citogenetinés anomalijos, aktyvi
angioneogeneze), nei su didesne ligos mase (17,196). Misy tyrimas atskleide,
kad pCPL aptikimas prie§ gydymg iSlieka neigiamu prognostiniu Zymenimi ir
pacientams sergantiems RA ML. Tiriamieji su aptinkamomis pCPL tur¢jo
statistiSkai reikSmingai trumpesnj LIP. Bendras iSgyvenamumas abiejose
grupése patikimai nesiskyre, to priezastimi gal¢jo biiti efektyvaus gelbstinCio
gydymo taikymas ir trumpas stebéjimo laikas. Sio prognostinio Zymens
nustatymas yra svarbus, nes sparciai kei€iantis ML gydymo metodikoms kyla
neaiSkumy vertinant RA ML rizikg. Naujai nustatytos ligos rizikos vertinimo
kriterijai tokie kaip ISS stadija nepakankamai gerai atspindi recidyvavusios

ligos rizikg, o duomeny apie kitus rizikos faktorius yra mazai (10).

A.C. Rawstron‘as su kolegomis atlike kartotinus matavimus ML
pacientams nustaté, kad CPL kiekis didéja esant ligos progresijai, kai tuo tarpu

pacientams taikant efektyvy gydyma CPL kiekis pradeda maZéti (26). Sie
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duomenys paskatino mus jvertinti pCPL kinetika, kaip ML atsako j gydyma
Zymenj. Atlikdami perspektyvinj tyrimg siekéme istirti ar pCPL kiekio kitimas
po pirmojo chemoterapijos kurso galéty biiti naudojamas ML atsparumo
skirtamam gydymui nustatymui. Pagal i§ anksto nustatytus pCPL kinetikos
vertinimo kriterijus pacientai buvo suskirstyti j 3 grupes. | pirmaja grupe
pateko pacientai, kuriems pCPL nebuvo nustatytos nei prie§ gydyma nei po
pirmojo chemoterapijos kurso (buvo maZiau nei tyrimo jautrumo riba). Siy
pacienty liga buvo indolentinés eigos. Nors pirmosios grupés pacienty
pasiektas atsakas | gydyma statistiSkai reikSmingai nesiskyré nuo II grupés
pacienty, taCiau jie turéjo ilgesnj LIP. Kiti autoriai nurodo, kad ML pacientai,
kuriems pCPL nenustatomos lyginant su pacientais, kuriems pCPL aptinkamos
turi Zemesng¢ beta 2 mikroglobulino koncentracijg, mazesnj PL proliferacinj
aktyvuma ir jiems reciau aptinkamos nepalankios genetinés anomalijos (20).
Antrajai grupei priskirti pacientai, kuriems po pirmojo chemoterapijos kurso
stebétas pCPL maZéjimas. Siy pacienty ML buvo jautri skiriamam gydymui.
13 18 14 (92,9%) antrosios grupés pacienty buvo pasiektas bent minimalus
atsakas, nei vienam S$ios grupé€s pacientui nenutatyta ligos progresija gydymo
metu. Nepaisant gero atsako ] gydyma, ML klinikin¢ eiga Sioje pacienty

grup¢je buvo agresyvesné nei pirmosios grupes pacienty.

Svarbiausias §io tyrimo radinys buvo galimybe¢ identifikuoti tre¢ig ML
pacienty grupe. Siy pacienty pCPL kiekis po pirmojo kurso nekito ar padidéjo,
kas atspindéjo ML atsparumg skiriamam gydymui. Net 10 i§ 12 pacienty
patekusiy j Sig grupe buvo nustatyta ankstyva progresija, t.y. ML progresija
buvo patvirtinta dar gydymo metu. Medianinis tréiosios grupes pacienty BI
buvo labai trumpas ir sieké tik 10 mén. AP nustatyta tik vienam pacientui
nepatekusiam j tre¢iaja grupe. Siam pacientui pCPL nebuvo aptiktos nei pries
gydyma, nei po pirmojo gydymo kurso. Po pirmojo kurso §is pacientas pasieké
minimaly atsakg pagal EBMT kriterijus. Te¢siant gydyma, mes nustatéme labai
didelj pCPL kiekj paciento PK. Netrukus buvo patvirtinta ligos progresija
pagal EBMT kriterijus ir pacientas miré. Mes sp¢jame, kad jvyko agresyvi
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ligos transformacija, salygojusi ML progresija ir letalig iSeitj. CPL kinetika po
pirmojo chemoterapijos kurso Siuo atveju neleido nuspéti atsparumo gydymui,
nes meginiy paémimo metu agresyvaus transformuoto plazmocity klono dar

galéjo nebuti arba Sis klonas buvo labai maZzas.

Svarbu pamineéti, kad 5 pacientams i§ tre¢ios pCPL kinetikos grupes,
kuriems nustacius ankstyva ligos progresijg buvo skirtas alternatyvus
gelbstintis gydymas (chemoterapija su talidomidu ar atraciklinu), pasiektas
stabilus ligos pageréjimas. Sie duomenys leidZia manyti, kad atsparumas
gydymui identifikuotas tiriant pCPL kinetika, gali biiti jveiktas skiriant
alternatyvy gydyma. Svarbu, kad pCPL kinetikos vertinimas leidZia
prognozuoti atsparuma skiriamam gydymui dar neiSsivyscius klinikinei ligos
progresijai ir su ja susijusiomis komplikacijomis. Mes nustatéme, kad
pCPL2/pCPL1 santykis >0,8 patikimiausiai identifikavo pacientus, kuriems
grésé ankstyva ligos progresija. Sis santykis galéty baiti naudojamas ateityje

atliekant pCPL kinetikos tyrimus.

Ankstyva atsakg j gydyma, pasiekta po pirmojo chemoterapijos kurso
jvertinome ir naudodami EBMT kriterijus (21). EBMT atsakas nustatytas po
pirmojo gydymo kurso nebuvo prognostiskai reikSmingas vertinant pacienty
LIP, BI bei AP. Mes manome, kad yra 2 pagrindinés prieZastys lémusios
skirtingg prognostinj; pCPL kinetikos ir EBMT kriterijais pagristo ankstyvo
atsako j gydyma vertinimo potencialg. Pirmoji biity — paraproteino kinetikos
inertiSkumas, de¢l ko atsakas nustatomas pra¢jus kelioms savaitéms po pasiekto
ligos mases sumazejimo (31). Kita prieZastis, galéty buti piktybiniy plazmocity
kloninis heterogeniSkumas (232,233). Paraproteino kinetikos vertinimu pagrjsti
atsako ] gydyma nustatymo metodai yra jautriausi daug paraproteino
sekretuojanciy plazmocity kiekybiniams pokyciams, kai tuo tarpu pCPL
kinetika atspindi klony, ,,paleidzianc¢iy‘ j cirkuliacija daugiausiai pCPL, masés
pokycius. Did¢jantis pCPL kiekis yra patvirtintas blogos prognozés Zymuo, tuo
tarpu plazmocity produkuojamo paraproteino kiekis nesiejamas su ligos

agresyvumu ir bloga prognoze, ir vertinamas tik kaip ligos masés surogatinis

93



zymuo (24). Taigi nustatydami pCPL kinetikg mes vertinome ne bendrg ligos
masés pokytj, ta¢iau agresyvaus klono kinetika. Siuos svarstymus galime
pagristi praktikoje gerai Zinomu faktu, kad neretai ML progresija biina be
lydinc¢io paraproteino kiekio didé¢jimo. Misy studijoje taipogi 4 pacientams
buvo stebéta diskordantiSka paraproteino ir pCPL kiekio dinamika — po
pirmojo gydymo kurso buvo nustatyta maZéjanti paraproteino koncentracija
(pasiekta minimalaus atsako EBMT kategorija), taciau didejo pCPL proporcija.

Véliau visiems 4 pacientams patvirtinta ankstyva progresija.

LLG pasizymi trumpu gyvavimo plazmoje pusperiodZiu ir pastaruoju
metu yra tiriamas kaip ankstyvo atsako j gydyma Zymuo (105,110,112). Siuo
metu LLG reikSmé vertinant ankstyva atsaka | gydyma lieka neaiski,
literatiiroje paskelbti priestaringi duomenys. LLG pranasesnis uZ standartinj
paraproteino tyrimg (EF) dé¢l trumpo plazmos pusperiodZio, taCiau i§ esmes abu
metodai atspindi tik paraproteing sekretuojan€iy klony kinetikg ir negali
selektyviai vertinti agresyviojo klono, kuris daZzniausiai ir nulemia ligos
progresija. Siuos svarstymus reikty patikrinti ateities tyrimuose lygiagreéiai

analizuojant LLG ir pCPL kaip ankstyvo atsako Zymenis.

Miisy studija turi trikumy. Pirmiausiai tyriamoji pacienty imtis buvo
gana mazg. Pacienty gydymui naudoti keli protokolai. Tac¢iau didZioji dauguma
pacienty — 39 (93%) buvo gydyti chemoterapija su bortzomibu. Taipogi
norétume pazymeti, kad nei vienas pacientas i$ tre¢ios pCPL grupés nebuvo
gydytas VAD chemoterapija, kuri galéty buiti nepakankamai efektyvi

agresyvios ligos atveju (208).
4.10. Normaliy plazminiy Iasteliy identifikavimo ML pacientams
klinikiné reikSmé

Sveiky Zmoniy periferiniame kraujyje aptinkamas labai maZzas kiekis
polikloniniy plazminiy lgsteliy turin¢iy CD138+/CD38+/CD19+/CD56-
imunofenotipa. Sios ankstyvos diferenciacijos fazés pre-plazminés lastelés

migruoja i§ periferiniy limfoidiniy organy j kauly ¢iulpus (133,138).
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Periferiniame kraujyje taip pat aptinkamos trumpai gyvuojancios ir
imunoglobulinus sekretuojancios plazminés 1gsteles (133,153). CPL kiekis pas
sveikus Zmones padidé¢ja reaktyviy biikliy metu (pvz. infekcija, vakcinacija).
Reaktyviy plazmocity kiekio padid¢jimas yra apraSytas ir kraujodaros
regeneracijos metu po chemoterapijos (138,187). Normaliy plazmocity
gyvavimo laikas periferiniame kraujuje yra trumpas, nes jie migruoja j kauly
Ciulpus ar jvyksta apoptoze (133,153,186). Miisy duomenimis, mes pirmieji
jvertinome periferinio kraujo normaliy plazminiy Igsteliy prognostine svarba

mielomine liga sergantiems pacientams.

Periferiniame sveiky donory kraujyje mes aptikome tiktai
imunofenotipisSkai normalias (CD138+/CD38+/CD19+/CD56-) poliklonines
pagal LG raiSka CPL populiacijas. CD19- CPL buvo aptinkamos tik kaip
sporadinés Igsteles ir neformavo subpopuliacijy. nCPL proporcijos buvo labai
panasios pas tirtus ML pacientus ir SD. Pas ML pacientus mes nenustatéme
sgsajy tarp aptikto nCPL kiekio ir ligos maseés bei aktyvumo parametry. nCPL
proporcija turéjo tik silpna atvirks¢ia koreliacija su paciento amZiumi. Sis
radinys sutampa su neseniai skelbtais A. Caraux ir kolegy duomenimis, kad
pas sveikus Zzmones CPL kiekis senstant linkgs mazeti (234). Misy tyrime
dalyvavusiy ML pacienty su aptinkamomis ir neaptinkamomis nCPL prognozé
nesiskyré. Taciau pacienty, kuriems nCPL kiekis po pirmojo chemoterapijos
kurso padide¢jo, LIP buvo ilgesnis nei ty, kuriems nCPL sumazéjo ar buvo
neaptinkamos. Did¢jantis nCPL kiekis gali buti susijgs su hemopoetine
rekonstitucija po chemoterapijos ir gali atspindéti geresnj imuninj reaktyvumg
(187). Sie radiniai sutampa su kity tyrimy duomenimis rodanéiais, kad didesné
normaliy PL proporcija kauly Ciulpuose po gydymo yra susijusi ilgesniu
1Sgyvenamumu be progresijos ir geresniu humoralinio imuniteto atsistatymu
(219,220). Musy metodologija nustatyty nCPL ir pCPL subpopuliacijy
biologinj skirtingumg pabréZia prieSinga Siy lasteliy kinetikos prognostiné
verté, nes pCPL kiekio didéjimas po chemoterapijos, skirtingai nuo nCPL,

buvo iSskirtinai blogos prognozés Zymuo. Miisu studijos duomenimis
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periferiné plazminiy lgsteliy produkcija pas ML pacientus néra Zenkliau

sutrikusi.

Normaliy KC PL vertinimas ML pacientams taikant iuolaiking TC
metodologijg yra problemiSkas. Musy tyrimas parod¢, jog patikimai galima
jvertinti tik vyraujan¢ia CD19+/CD56- nKCPL subpopuliacija, kai tuo tarpu
CD19- normaliy KCPL subpopuliacijos dél imunofenotipinés interferencijos su
piktybinémis PL jvertinti prakti§kai nejmanoma. Nepaisant Siy trukumy
atliktos klinikinés studijos nustaté, kad normaliy KC PL aptikimas yra svarbus
piktybiniy plazminiy Igsteliy ligy prognostinis Zymuo (184,185,218-220). Mes
taip pat jvertinome ML pacienty CD19+/CD56- polikloning PL subpopuliacija
(nKCPL). ML pacienty nKCPL subpopuliacija buvo Zenkliai sumaZ¢jusi
lyginant su analogiSka SD subpopuliacija. Vertindami Siuos duomenis
manome, kad ML pacientams biidinga imunoparez¢ susijusi daugiausia su

normaliy KC PL depresija.

B. Paiva su kolegomis neseniai paskelbé dideles studijos, kurioje buvo
jvertinta normaliy KCPL prognostiné reik§mé, duomenis. Tirti 594 pacientai
sergantys naujai diagnozuota ML. Nustatyta, kad pacientai pas kuriuos
normalios KCPL sudaré > 5% visy KCPL turéjo palankesnes mielominés ligos
charakteristikas, geresnes ligos i3eitis (184). Nors normaliy KCPL proporcija
Siame tyrime lygia dalimi priklausé nuo piktybiniy ir normaliy KCPL kiekio,
autoriai aiSkiai nepademonstravo ar su normaliomis KCPL susietos ligos
charakteristikos yra nepriklausomos nuo aptikty piktybiniy KCPL kiekio. Mes
tyréme pazengusia ML sergancius pacientus, kas paaiSkinty mazesnj aptikty
normaliy KCPL kiekj. Vertindami normaliy KCPL prognostine jtaka
padalinome pacientus j dvi grupes pagal nustatyta pPKCPL/nKCPL medianine
proporcija. Pacientai, kuriems buvo nustatyta didesné nKCPL proporcija turéjo
ilgesnj LIP ir BI (15 pav. D). Naudodami tg patj dichotomizacijos metodg, mes
suskirstéme pacientus j grupes pagal kauly ¢iulpuose mikroskopiskai aptikty
plazminiy lasteliy medianinj kiekj ir TC metodu aptikty pKCPL bei nKCPL

medianas (15 pav. A - C). Iverting LIP ir BI naujai sudarytose pacienty grupése
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statistiSkai reikSmingy skirtumy nenustatéme. IS visy 4 vertinty parametry,
geriausiai ligos prognoze atspindéjo pKCPL/nKCPL santykis, kuris sumavo
abiejy faktoriy teikiamg prognosting informacija. Svarbu, kad Sis santykis
pasirodé svarbesnis nei tradiciniu mikroskopijos biidu jvertinta KC
plazmocitoze. Reikty pazyméti ir tai, kad atliekant KC PL imunofenotipine
analize labai svarbu jvertinti ne vien piktybiniy PL populiacija ta¢iau ir nKCPL
subpopuliacijg. Daugiamaté analiz¢ naudojant Kokso proporcingos rizikos
modelj patvirtino nepriklausoma prognostine pKCPL/nKCPL santykio reik§me

bendram iSgyvenamumui ir laikui iki ligos progresijos.

15 pav. Kauly ¢iulpy plazminiy lgsteliy analizés metody palyginimas

AKCPL mikroskopuojant B pKCPL C nKCPL D pKEPLNKEPL
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ML pacienty KC méginiuose plazminiy lgsteliy proporcija jvertinta naudojant
sviesos mikroskopijq ir tékmés citometrijq (TC). Témés citometrijos metodu
jvertinti 3 parametrai: normaliy nKCPL (CD19+/CD56-) proporcija,
piktybiniy plazmocity proporcija pKCPL (CD19-/56+ ar CD19-/56-) ir
nKCPL/pKCPL santykis. Pacientai suskirstyti j 2 grupes pagal kiekvieno i§
nustatyty parametry medianine verte. Istisine linija Zymi pacienty su didesne
vertinto parametro verte bendrq isgyvenamumgq (Bl) ar laikq iki progresijos

(LIP), bruksniné linija — pacienty su maZesne parametro verte LIP ir BI.
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Apibendrinant: mes nustatéme, kad nCPL populiacija iSlieka Zenkliau
nepakitus pas pazengusia mielomine liga sergancius pacientus. Geresnis
imuninis reaktyvumas, miisy tyrime apibiidintas kaip nCPL padidéjimas po
chemoterapijos, buvo susijes su pailgéjusiu LIP. pKCPL/nKCPL rodiklis yra
prognostiskai svarbus paZengusia ML sergantiems pacientams. Misy
duomenys, kartu su B. Paiva duomenimis rodo, kad KCPL analizé taikant
daugiaparametring TC metodika yra pranasesné uz KC méginiy
mikroskopavima tiek naujai nustatyta, tiek paZengusia ML sergantiems

pacientams.
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6. ISVADOS

. Sveiky donory kauly €iulpuose aptinkamos >100 1asteliy turincios ir
aberantine CD19 bei CD56 Zymeny ekspresija pasizymincios polikloninés

plazminiy 1asteliy populiacijos: CD19-/56+ ir/ar CD19-/CD56-.

CD19, CD56, CD45, CD20, CD38 Zymeny ekspresijos skirtumai ant
sveiky Zmoniy polikloniniy bei mielomine liga sergan¢iy Zmoniy piktybiniy
CD19-/56+ ir CD19-/CD56- plazminiy Igsteliy subpopuliacijy yra
nepakankami, kad uztikrintu Siy populiacijy atskyrimg. Tais atvejais, kai
atipin¢ plazmocity populiacija yra maZza, biitinas lengvyjy grandziy

ekspresijos vertinimas monokloniSkumui patvirtinti.

. Kontrolinés sveiky asmeny grupés periferinio kraujo meéginiuose
nenustatéme aberantine CD19 ir CD56 Zymeny raiSka pasiZyminciy
plazminiy 1asteliy subpopuliacijy, kurios turéty daugiau nei 20 lasteliy ir/ar

sudaryty > 20% visy aptikty CD138+/CD38+ plazminiy lasteliy.

. Piktybiniy CPL aptikimas prie§ gydymg yra nepalankus prognostinis
Zymuo pacientams sergantiems atsparia gydymui ar recidyvavusia
mielomine liga. pCPL aptikimas prie§ gydymg Siems pacientams buvo

susijes su statistiSkai reikSmingai trumpesniu LIP (p=0,008).

. pCPL proporcijos nesumazéjimas po 1-ojo chemoterapijos kurso yra susijes
su ligos atsparumu skiriamam gydymui, ir yra nepriklausomas labai blogos
prognozeés Zymuo. pCPL kinetika geriau nei standartiniai atsako vertinimo
kriterijai po pirmojo chemoterapijos kurso identifikuoja pacientus atsparius

gydymui ir prognozuoja ankstyva progresija.

. nCPL proporcijos didé¢jimas po pirmojo gydymo kurso susijes su palankia
prognoze. Pacienty, kuriy nCPL proporcija did¢jo, LIP buvo statistiSkai
reikSmingai ilgesnis nei pacienty su sumazéjusia ar neaptinkama nCPL

subpopuliacija (p=0,038).
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7. Kauly ¢iulpy méginio imunofenotipavimas pazengusia mielomine liga
sergantiems pacientams yra prognostiSkai informatyvesnis nei
mikroskopavimas. Nustatéme, jog didéjantis piktybiniy KCPL/ nKCPL
santykis yra statistiSkai reikSmingas, nepriklausomas sutrumpejusio LIP bei
BI Zymuo, taciau mikroskopuojant nustatyta kauly ¢iulpy plazminiy Iasteliy

proporcija nebuvo prognostiskai reikSminga.
7. PRAKTINES REKOMENDACIJOS

1. Tiriant kauly Ciulpy plazmines lgsteles tekmés citometrijos metodu, kuomet
piktybinis plazmocity klonas yra mazas (pvz. MLL vertinimas), CD19 ir
CD56 Zymeny aberantines ekspresijos nepakanka piktybinio plazmocity
klono identifikavimui. Patikimam kauly ¢iulpy plazminiy Igsteliy
piktybiSkumo nustatymui kartu su minéty Zymeny aberantine ekspresija

turéty biti nustatyta monokloniné lengvyjy grandZiy raiska.

2. Gydant paZzengusia mielomine liga sergancius pacientus tikslinga vertinti
pCPL kiekj pries gydyma, bei pCPL kinetikg pirmojo kurso metu.
Nustacius, jog pCPL proporcija nekinta ar dide¢ja tikslinga skirti alternatyvy

gydyma.

3. Kauly ¢iulpy plazminiy Igsteliy imunofenotipavimas taikant tékmes
citometrijos metodg teikia prognostiskai svarbesnés informacijos nei
mikroskopavimas. Imunotipavimas taikant ttkmés citometrijg turéty biti
pasirinkimo metodas tiriant kauly ¢iulpy méginius paZengusia mielomine

liga sergantiems pacientams prieS gydyma.
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Six Color Flow Cytometry Detects Plasma Cells
Expressing Aberrant Inmunophenotype in
Bone Marrow of Healthy Donors
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Background: Both normal and malignant plasma cell (PC) populations can be identified using modem
flow cytometry (FC) technigue in multiple myeloma (MM) patiemts. Expression of CD19 and CD56 markers
is heterogenous on bone marrow PCs of healthy individuals. Little is known abowt immunophenotypically
aberrant (CD19—/CD56+) PCs subpopulation of healthy people.

Methods: Using six color FC, we analyzed PCs in BM samples of 11 healthy donors (HD) and
compared their immunophenotypic properties with clonal PC populations from MM pati ents.

Results: Both immunophenctypically normal (CD19+/CD56—) and aberrant (CD19—/CD56+) PC
populations could be detected in 10 of 11 HDs" BM samples and constitted the median of 60.3%
(37.3-72.3) and 9.6% (0-35.7) of BM PCs, respectively. CD19, CD56, CD38, CD45, and CD20 marker
expression characterigtics were of little value discriminating clonal PCs of MM patients from immuno-
phenotypically aberrant PCs of healthy donors.

Conclusions: Dur findings sugpest that aberrant immunophenotype is common in BM PCs of healthy
people. Improvements in FC methodology to separate normal and malignant PCs remain an open area for
future investigations. © 2011 international Clinical Cylomety Society

Key terms: myeloma; flow cytometry; plasma cell immunophenotype; normal plasma cells

How to cite this article: Peceliunas ¥, Janinlioniene A, Matuaeviciene R, Grskevicius L Six color flow cytometry
detects plasma cells expressing abermnt immunophenotype in bone marrow of healthy donors. Cytometry Part B
201 1; 008 : O00- 0040,

The BEM PC population in MM patients is a chimera
composed of both malignant {clonal) and normal plasma
cells. Both populations may bhe identified using multi
parameter FC (1,2). The main immunophenoty pic fea
tures used to recognize malipnant PCs oare  dim
expression of CD38, hypocxpression of CDI9 and
CD45, hyperexpression of CD56, and clonal expression
of intracytoplasmic light chains {3,4). Mormal PCs
express high levels of CD38 and CD138, and are usually
CDN9 and CD45 positive and CD56 negative (4-03. The
main markers recommended for discrimination between
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the normal and malignant CD'138/38 positive PC popula-
tion currenty are CIM9 and CD56 (4).

It was reported that CD19 and CDS56 expression s
heterogeneous on normal PCs of healthy individuals: up
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Flow Cytometric Detection of
Immunophenotypically Normal
Plasma Cells in Multiple
Myeloma Patients Provides
Clinically Important Information

Summary

Background. With the advent of multiparameter flow cytometry (FC)
it became posgible simultanesusly analyze normal and malignant
plaama cella {PC) in multiple myeloma (MM) patients. There is some
datathat residual normal bone marrow plasma cells (nBMPC ) is of prog-
nostic significance in plasma cells dyscrasiaa, There is no data about
clinical value of immunophenotypically normal peripheral blood cireu-
lating plasma cella (nCPC).

Material and methods. In this study we evaluated clinical signifi-
cance of normal plasma cells detection by FC in peripheral blood (PE)and
bone marrow { BM) compartments of refractory or relapsed (RE) multiple
myeloma {MM) patients. For sample analysis we used 2 tubes stained
with antihody combinations CDER/CD1 38/ CI4ME5 CDIYCDASCD20 and
el ambda/cK appa/CD1ASCDIGCDAERACTME,

Results. FB and BM samples taken at the same time from 40 re-
lapaedfrefractory MM patients and 11 healthy controls (HC) were ana-
lyzed. We were able to detect nC PC and nBMPC subpopul ation in 57.5%
and 9 of MM patients, reapectively. We did not find any clinical signif-
icance of nCPC detection at baseline, however increase of nCFC in re-
sponae to treatment was associated with prolonged time to progres-
gion {TTF). We alao showed that proportion of residual nBMEPC to all
BMPC is of prognostic significance in advanced MM patients.

Conclusions. Our finding supports clinical value of nPC identifica-
tion for advanced MM patients, and use of FC rather than light micros-
copy for BMPC compartment snalyais before treatment.

Kevwords: myeloma, immunophenotyping, prognosis.

INTRODUCTION

In the last few yeara fow eylomelry
(FC) became an important tool for
evaluation of multiple myeloma in es-
pecially in diagnosls, progros s and re-
aponse to treatment [1]. This method
was shown to be valuable in analysis
of minimal residual disease (MED) af-
ter treatment [2—4]. Growing interest
Lo Now eytometry is determined by re
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conl remarkable improvements in
myeloma treatment ellicacy. There s
an ini:rundin,gnum'bu' al high quu.]il_'.r
remissions beyond sensitivity level of
conventional methods used for re-
aponse definiton. Immunophenolypl-
cal character Bie of malignant plasma
oells {(PC) also was shown to be of prog-
nogte slgnificance [5, 6]. With the im-
provement of FC technology became

posaible to simultansously ldentify oy
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ASMENS INFORMAVIMO APIE DALYVAVIMA KLINIKINIAME TYRIME
FORMA

2007 03 01

TYRIMO PAVADINIMAS

Ankstyvo atsako j ligos gydyma vertinimas bei minimalios liktinés ligos tyrimas mielomine
liga sergantiems pacientams, taikant tékmés citometrijos metoda. T reguliaciniy limfocity

populiacijos tyrimas mielomine liga sergantiems pacientams.

TYRIMO TIKSLAS IR METODAI

1 Ankstyvas gydymo efekyvumo nustatymas.

D¢l mielominés ligos Jums bus skiriamas gydymas pagal jprastines gydymo
metodikas. Mielominés ligos atsakas j gydyma standartiSkai Lietuvoje ir pasaulyje
vertinamas tiriant patologini baltyma (imunoglobuling ar jo dalis), kurj gamina
piktybinés ligos Igstelés. Kadangi Sio baltymo apykaita organizme yra léta, ligos
atsaka | gydyma galima vertinti tik po 3 ménesiy po gydymo pradZios.

Miisy tyrimo vienas i$ tiksly yra ankstyvas gydymo efektyvumo vertinimas pra¢jus 3-
4 savaitéms nuo gydymo pradZios. Mes tirsime kraujyje esancias ligos lasteles prie$
gydymag ir praéjus 3-4 savaitéms nuo gydymo pradzios. Tuo tikslu i$ venos Jums bus
du kartus paimta po 7ml (vienas nepilnas valgomasis Saukstas ) kraujo. Papildomai |
veng durti nereikés nes kraujas bus paimamas kartu su kitais Jums reikalingais kraujo
meéginiais. Paimtas kraujas bus tirlamas modernia ir labai jautria metodika, leidZiancia
nustatyti labai mazus mielominés ligos lgsteliy kiekius.

2 Viso gydymo kurso efektyvumo tikslesnis vertinimas.

Viso gydymo kurso efektas pagal priimtus pasaulyje standartus Siuo metu vertinamas
tiriant patologinj baltymg ir nustatant kauly ciulpuose esanciy mielominés ligos
lasteliy kiekj. Kauly Ciulpai tiriami mikroskopu. Tiriant Siais metodais, po gydymo
daliai ligoniy nebenustatoma nei patologinio baltymo, nei mielominés ligos lasteliy
kauly Ciulpuose, taciau yra moksliskai jrodyta, kad visos mielominés ligos Igstelés
nesunaikinamos ir liga po kurio laiko atsinaujins. Mes planuojame papildomai tirti
kauly Ciulpus po gydymo apytiksliai 500 karty jautresniu metodu nei
mikroskopavimas ir tiksliau jvertinti Jiisy ligos gydymo efekta. Bus tiriamas tas pats
kauly ¢iulpy méginys, kuris paimamas mikroskopijai, todél papildoma kauly Ciulpy
punkcija nebus atliekama.

3 Imuninj atsakg slopinanciy Igsteliy (T reguliaciniy limfocity) kiekio nustatymas,
sergant mielomine liga ir jy reik§Smés mielominés ligos prognozei vertinimas.

Tyrimo metu planuojame nustatyti Jiisy kraujyje esanciy imuniniy lgsteliy vadinamy
T reguliaciniais limfocitais kiekj. Irodyta jog Siy lasteliy pagrindiné funkcija yra
pernelyg stipraus imuninio atsako slopinimas. Pastaruoju metu yra gauta moksliniy
jrodymy, jog T reguliaciniai limfocitai gali skatinti navikinio proceso vystymasi
organizme, taciau neaiSki jy reikSmé mielominés ligos atveju. Gydymo metu ir
baigus gydyma apytiksliai 1 mety laikotarpyje, Jums papildomai bus paimti 5
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meégintuvéliai po 7ml kraujo i§ venos. Kraujas bus imamas kartu su kitais Jums
reikalingais kraujo méginiais todé¢l papildomai durti adatos j veng nereikes.

Kadangi Jums dél mielominés ligos nuspresta skirti gydyma, mes praSome Jus tapti
tyrimo dalyviu. Dalyvavimas tyrime niekaip nejtakos Jisy gydymo taktikos, Jums
nebus skiriami papildomi vaistai. Gydymo metu ir 6 ménesius po gydymo Salia
iprasty tyrimy Jums papildomai bus paimti 7 mgintuvéliai kraujo.

Norime, kad jis suprastuméte, jog Jums nebus skiriamas joks papildomas vaistas.
Viskas bus daroma kaip jprastinio gydymo metu, tik papildomai atliekami keli
tyrimai.

TYRIMO DALYVIAI

Tyrimo dalyviais gali tapti asmenys, kuriems dél mielominés ligos skiriamas
gydymas. Tyrimo dalyviu tampama perskaicius paciento informavimo formg ( kurig
dabar skaitote ) ir pasiraSius sutikimo dokumentg.

TYRIMO EIGA IR ATLIEKAMOS PROCEDUROS

e Pasirase¢ sutikimg dalyvauti tyrime, Jus tapsite tyrimo dalyviu.

e Tada Jusy biikle jvertins tyrima vykdantis gydytojas (apzilirés, pamatuos
kraujosptudj, pulso daznj, temperatiirg, paklaus apie persirgtas ligas,
naudojamus vaistus, negalavimus, kuriuos jauciate ar kada jautéte).

e PrieS pradedant gydyma, bei véliau, gydymo eigoje (prie§ antrajj, ketvirtajj
chemoterapijos kursus ), kartu su kitais Jums reikalingais tyrimais, bus
paimama apie 7 - 14 ml kraujo i§ venos. IS viso bus paimta nuo 5 iki 7
meégintuveliy po 7 ml. kraujo. Papildomai durti adatos ] veng nereikés, nes
kraujo méginiai reikalingi tyrimui bus imami kartu su kitais Jums reikalingais
tyrimais.

e Prie§ pradedant gydyma ir véliau gydymo efekto vertinimui paémus kauly
Ciulpy méginius jprastiems tyrimams (mikroskopijai), jie be to dar bus
iStiriami labai jautriu metodu — tékmés citometrija. Papildomi durti | kaulg
nereikeés.

e Baigus visus numatytus gydymo kursus ir po 1, 3 bei 6 ménesiy atvykus
pasitikrinti pas hematologa, Jums papildomai bus paimta po 1 mégintuvélj
kraujo kartu su kitais Jums reikalingais tyrimais bei reikés susitikti su tyrimag
vykdanc¢iu gydytoju, kuris jvertins Jusy ligos bikle, perZitirés medicining
dokumentacijg ( ambulatoring kortele ar ligos istorijg ).

e Dalis tyrimui reikalingy duomeny bus paimama i§ Jisy medicininés
dokumentacijos (ambulatorinés kortelés ar ligos istorijos), tai daroma siekiant
iSvengti Jums jau atlikty tyrimy kartojimo.

TYRIMO NAUDA JO DALYVIAMS BEI VISUOMENEI

Jums bus atlikti papildomi tyrimai, kuriy déka daugiau suZinosime apie Jusy ligos
gydymo rezultatus. Tikimés, kad gauti duomenys ateityje Jums ir kitiems pacientams
sergantiems mielomine liga padés parinkti tinkamiausia gydyma.
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Tyrimo metu tikimés daugiau suZinoti apie T reguliacinius limfocitus bei jy jtaka
mielominés ligos gydymo rezultatams.
Ateityje jgytos Zinios gali padéti, kuriant naujus mielominés ligos gydymo metodus.

GALIMI TYRIMO NEPATOGUMALI IR PASALINIAI POVEIKIAI

Tyrimo metu jokiy papildomy nepatogumy neturétumeéte patirti, nes kraujo bei kauly
Ciulpy meéginiy paémimo laikas suderintas su jprastine tvarka gydymo metu
atliekamais tyrimais. Jokiy papildomy invaziniy tyrimy Jums nebus atliekama. Jums
nereikés papildomai vaziuoti patikrinimui pas tyrimg vykdant; gydytoja baigus
numatytag gydyma, nes atvykimo laikai suderinti su jprastiniais pasitikrinimais pas
gydytojg hematologa.

KONTAKTAI (KUR KREIPTIS ISKILUS KLAUSIMAMS)

Gyd. Jums paaiskino apie §j tyrimg ir ] visus klausimus
atsakeé. Jei Jus turite bet kokiy kity klausimy apie tyrima, tyrimo dalyvio teises dél
informacijos galite paskambinti gyd. Valdui Pecelitinui tel. 8 620 78312, Dr.
Laimonui GriSkeviciui tel. 8 5 2365 029; ar i tyrimo busting VU “Santariskiy kliniky”
Hematologijos skyriy telefonu: 8 5 2365 085. | Siuos asmenis galite kreiptis iSkilus
bet kokiems klausimams susijusiems su tyrimu.

Jei Jus turite klausimy dél savo dalyvavimo tyrime, jus galite susisiekti su:

Dr. E. Gefenu, Lietuvos Bioetikos komiteto pirmininku, tel./faks. 8 5 2124565.

SAVANORISKAS DALYVAVIMAS

JUsy sprendimas dalyvauti Siame tyrime yra savanoriskas. JUs galite pasirinkti dalyvauti ar
nedalyvauti Siame tyrime. JUs taip pat galite pasitraukti iS jo bet kuriuo metu. Jei JUs
pasirinksite nedalyvauti ar pasitraukti bet kuriuo metu, JUs neprarasite to gydymo, kokj
turite teise gauti ir tai nejtakos tolimesnés Jlsy medicininés priezidros. Jei Jis nuspresite
pasitraukti i$ tyrimo, Jums apie tai tereikia pasakyti savo gydytojui. Jei pasitrauksite is
tyrimo, visa informacija apie Jisy dalyvavimg pasiliks tyrimo dalimi ir bus apdorota kartu su
kitais tyrimo duomenimis.

DALYVIO PASITRAUKIMAS IS TYRIMO

Bet kuriuo metu dél Siy priezasciy JUsy dalyvavimas tyrime gali blti nutrauktas su ar be Jasy
leidimo:

e JUs nusprendéte pasitraukti is tyrimo.
e JUs nesilaikote tyrimo dalyvio instrukcijy.
e Tyrimo tyréjas nuspres, kad tikslinga apriboti ar nutraukti tyrima.

TIRIAMUJU ISLAIDOS
Jums nereikés mokéti né uz vieng Siam klinikiniam tyrimui reikalingg tyrima.

TYRIMO DALYVIU KONFIDENCIALUMO APSAUGA

JUs turite teise j privatumg, ir viskas, kg mes suZinosime apie Jus Siame tyrime, isliks
konfidencialu, remiantis galiojanciais jstatymais. Tyrimo rezultatai gali bati paskelbti
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moksliniame pranesime, Zurnale ar knygoje, neskelbiant Jisy pavardés. Tyrimo duomenis
spausdinant medicininéje literatlroje ar techniniais tikslais, vardai ir/ar kiti pacientus
identifikuojantys duomenys nebus panaudoti.
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