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Alfabetyczny wykaz skrotow i pojec.

AIDS - (acquired immune deficiency syndrome); zesp6t nabytego niedoboru odpornosci
AL — amyloidoza tancuchéw lekkich immunoglobulin

AOPP — (advanced oxidation protein products); produkty zawansowanej oksydacji biatek
Arg —arginina

Asp — kwas asparaginowy

ATTR — amyloidoza transtyretynowa

biatko BJ — biatko Bence-Jonesa; wolne taricuchy lekkie immunoglobulin

biatko M — monoklonalna immunoglobulina we krwi

CDR — (complementarity-determining region); region warunkujgcy dopasowanie

CH — cze$¢ stata tanicucha ciezkiego przeciwciata

CL — czes¢ zmienna fanicucha lekkiego przeciwciata

CMQT - 2-chloro-1-methylquinolinium tetrafluoroborate

Cys — cysteina

CysGly — cysteinyloglicyna

DTNB — kwas 5,5’-ditiobis(2-nitrobenzoesowy); odczynnik Ellmana

DTT — ditiotreitol

Ero 1 — (ER oxidoreductin); oksydoredukcyna 1 retikulum endoplazmatycznego

FLC — (free light chains); wolne faricuchy immunoglobulin

fMLP — formylo-metionylo-leucylo-fenyloalanina

FR — (framework region) region zrebowy czesci zmiennej przeciwciata

HLC — (heavy light chain); taricuch ciezki immunoglobulin

HPLC - (High Performance Liquid Chromatography); wysokosprawna chromatografia
cieczowa

HPSEC — (high performance size exclusion chromatography); wysokosprawna chromatografia
wykluczenia

HRE — (high resolution electrophoresis); elektroforeza wysokorozdzielcza

HV — (hypervariable); region hiperzmienny czesci zmiennej przeciwciata

IEF — (isoelectric focusing); ogniskowanie izoelektryczne

Kp — stata dimeryzacji

LC — (light chain); tancuch lekki

LCDD - (light chain deposition disease); choroba depozytéw biatkowych taricuchéw lekkich
LCMM — (light chain multiple myeloma); choroba taricuchéw lekkich immunoglobulin

Leu — leucyna

MGUS - (monoclonal gammapathy of undetermined significance); gammapatia
monoklonalna o nieokreslonym znaczeniu

MOPSO — s6l sodowa kwasu 3-[N-morfolino]-2-hydroksypropanosulfonowego

MS — (multiple sclerosis); stwardnienie rozsiane

MW — (molecular weight); masa czgsteczkowa



NT-proBNP — N-korcowy fragment propeptydu natriuretycznego typu B

PDI — (protein disulphide isomerase); biatkowa izomeraza disiarczkowa

pl — punkt izoelektryczny

Pro — prolina

RE — retikulum endoplazmatyczne

SAP — (serum amyloid P); surowicze biatko amyloidowe P

SDS — (sodium dodecyl sulphate); siarczan dodecylu sodu

SDS-PAGE — (sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis); elektroforeza na
zelu poliakrylamidowym z dodatkiem siarczanu dodecylu sodu

TCA — kwas tréjchlorooctowy
TECEP - tris(2-carboxyetyl)fosfina

TGF — (transforming growth factor beta); transformujacy czynnik wzrostu beta
THP — (Tamm-Horsfall protein); biatko Tamma Horsfalla, uromukoid

VL- cze$¢ zmienna tancucha lekkiego przeciwciata

YGT — y-glutamylotranspeptydaza



1 Wstep

1.1 Historia odkrycia taricuchdw lekkich.

Odkrycie tancuchéw lekkich tgczy sie z historia szanowanego londynskiego
sprzedawcy Thomasa Alexandra McBean’a, ktéry cierpiat na chorobe opisang pdzniej jako
,mollities osseum” — miekko$¢ i krucho$¢ kosci [*?]. Jesienia 1845 stan pacjenta znacznie sie
pogorszyt, stosowana do zredukowania bélu flebotomia przestata dawaé oczekiwane
rezultaty. Sktonito to doktora Thomasa Watsona, lekarza prowadzacego pacjenta,
do zasiegniecia opinii innego specjalisty. Ow specjalista — przyjaciel doktora Watsona, lekarz
londynskiej przychodni Western General Dispensary, William Macintyre — zauwazyt
u swojego nowego pacjenta znaczne obrzeki. Zdecydowat sie wiec na zbadanie moczu.
Ku jego zaskoczeniu mocz, ktdérego ciezar wtasciwy — jak odnotowat — byt znacznie
podwyzszony, nie zawierat cukrow. Badajgc prébke pod katem obecnosci albuminy internista
odnotowat nietypowa reakcje na podwyzszona temperature — podczas podgrzewania prébka
wykazywata znaczng opalescencje, ktéra znikata po dodaniu kilku kropel kwasu. Schtodzenie
probki skutkowato pojawieniem sie ktaczkowatego osadu. Zaintrygowany swoim odkryciem
lekarz wystat prébke moczu pacjenta wraz z krotkg notatka opisujgcg jego spostrzezenia do
St. George’s Hospital.

Na tym etapie historii odkrycia tancuchéw lekkich pojawia sie posta¢ doktora
Bence-Jonesa, zaledwie 31 - letniego, ale juz cenionego patologa, ktéry byt odbiorca
przesytki Maclntary’a. Potwierdziwszy spostrzezenia dokonane przez Macintyr’a,
dr Bence-Jones opisat i opublikowat w roku 1847 swoje wyniki. Niespotykang reakcje prébki
moczu na dziatanie temperatury przypisat on obecnosci nietypowej formy albuminy [*].
Kierujgc sie niezwyktg lekarska intuicja i opierajgc na wynikach dalszych badan,
sir H. Bence-Jones zasugerowat jako pierwszy role jakg niedawno odkryta nietypowa forma
albuminy miatby odgrywaé w diagnostyce pacjentdw, u ktorych obserwowano béle kosci
i liczne ztamania. Obecnie niewielu osobom jest znana posta¢ Maclintary’a, natomiast
sir H. Bence-Jones na trwate zapisat sie na kartach historii. Na cze$¢ tego badacza taricuchy
lekkie immunoglobulin wydzielane do moczu chorych na szpiczaka mnogiego zostaty
nazwane biatkiem Bence-Jonesa.

W 1873 roku dr Von Rustizky podczas autopsji zwitok pacjenta, ktérego historia
choroby przypominata opisany przez Bence-Jonesa przypadek McBean’a, zauwazyt kilka
guzow zlokalizowanych w szpiku kostnym. To wtasnie ten rosyjski lekarz zaproponowat
nazwe szpiczak mnogi. Biatko Bence-Jonesa oraz szpiczak mnogi cieszyty sie ogromnym
zainteresowaniem w $wiecie lekarzy oraz naukowcow. W czasopismach medycznych
pojawiato sie coraz wiecej artykutdw poruszajgcych ten temat.

Ogromne postepy na polu diagnostyki laboratoryjnej przyniosto opracowanie przez
Tiseliusa elektroforezy biatek. Juz w pierwszych rozdziatach elektroforetycznych biatek
surowicy we frakcji gamma odkryto dodatkowe ostre frakcje przypominajgce wieze
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koscielne. Modyfikacja klasycznej elektroforezy agarozowej przez Grabara i Williamsa, ktéra
zaowocowata powstaniem nowej techniki zwanej immunoelektroforezg, staty sie kamieniem
milowym dla badari nad biatkiem Bence-Jonesa [*]. W roku 1956 dwaj badacze— Korngold
i Lipari prowadzac badania nad moczem chorych, u ktérych wykazano obecnosé¢ ,nietypowe;j
albuminy” wyodrebnili dwie podklasy biatka Bence-Jonesa (BJ). Do tego celu postuzyt im test
Ouchterlony (immunodyfuzja radialna) oraz surowica zwierzat immunizowanych przeciwko
biatku Bence-Jonesa. Dla upamietnienia Korngolda i Lipari’ego, dwa typy biatka Bence-Jones
okreslane sg jako kappa i lambda. Korngold i Lipari odkryli rowniez, ze w pewnej grupie
chorych biatko Bence-Jonesa pojawia sie takze we krwi. Jednakze poznanie, czym naprawde
jest to tajemnicze biatko, ktére przez swego odkrywce uwazane byto za niezwyktg forme
albuminy i fascynowato wielu badaczy, dokonato sie ponad sto lat po opublikowaniu
pierwszego przypadku jego istnienia. W roku 1962 Edelman i Gally wykazali, ze lekkie
taricuchy immunoglobuliny monoklonalnej w surowicy oraz biatko Bence-Jonesa pochodzgce
Z moczu tego samego pacjenta majg identyczny sktad aminokwasowy. Ponadto tancuchy
lekkie immunoglobulin, otrzymane poprzez fragmentacje kompletnej czasteczki
immunoglobuliny wyizolowanej z surowicy, podczas ogrzewania reagowaty tak samo jak
biatko Bence-Jonesa. Obserwacja ta potwierdzita hipoteze, ze tancuchy lekkie
immunoglobulin surowicy to wykrywane w moczu biatko Bence-Jonesa [*].

Mimo uptywu czasu badania nad tancuchami lekkimi immunoglobulin nie traca
na swojej atrakcyjnosci. Wcigz wielu badaczy frapuje tematyka witasnosci fizjologicznych,
fizykochemicznych tancuchdéw lekkich. Mozliwosci wykorzystania tancuchdéw lekkich
w diagnostyce szpiczaka i innych chordb sg wcigz przedmiotem licznych publikaciji.



1.2 Immunoglobuliny — budowa taricuchdw lekkich.

Immunoglobuliny nalezg do grupy biatek noszgcej nazwe nadrodziny immunoglobulin
(immunoglobulin superfamily, 1gSF). Wspdlna cechg tych biatek jest budowa domenowa
oraz mnogos$¢ gendéw kodujgcych strukture poszczegdlnych domen (np. fragment zmienny,
taczacy, staty). Ostateczna sekwencja aminokwasowa biatek nalezgcych do nadrodziny
immunoglobulin jest wynikiem rekombinacji jednego z wielu gendéw kodujacych fragmenty
poszczegdlnych domen. Charakterystyczng cechg tych biatek jest obecnos¢ tzw. splotu
immunoglobulinowego. Jest to fragment skfadajgcy sie z dwdch struktur beta,
stabilizowanych za pomoca mostka disiarczkowego [°]. Tego typu budowa jest istotna dla
prawidtowego dziatania molekut z nadrodziny immunoglobulin i determinuje ich wiasciwosci
fizykochemiczne.

Typowymi przedstawicielami biatek z nadrodziny immunoglobulin sg syntetyzowane
przez pobudzone komoérki plazmatyczne przeciwciata, ktére odgrywaja istotna role
w procesach zwigzanych z odpornoscia humoralng organizmu. Forma monomeryczna
przeciwciata zbudowana jest z czterech tancuchow polipeptydowych — dwéch taricuchow
lekkich oraz dwdch tancuchdéw ciezkich. Zaréwno fanicuchy lekkie jak i ciezkie zawierajg
fragment o bardzo zblizonej dla wszystkich ludzkich immunoglobulin budowie, jest to tzw.
czes¢ stata (C). Sekwencja aminokwasowa czesci statej tancuchéw ciezkich stanowi podstawe
klasyfikacji immunoglobulin na 5 klas: 1gG, IgA, IgM, IgE oraz IgD. Podziat immunoglobulin
nadwa typy: kappa i lambda jest natomiast zdeterminowany budowg czesci statej
tancuchow lekkich. Kazdy faricuch immunoglobulinowy posiada réwniez cze$¢ zmienng (V).
Sekwencja aminokwasowa czesci zmiennej gwarantuje dopasowanie fragmentu przeciwciata
(paratopu) wchodzgcego w interakcje z odpowiadajgcym mu fragmentem antygenu
(epitopem).

1.2.1  Zrddta réznorodnosci tanicuchdw lekkich immunoglobulin.

Wobec mnogosci antygendw, z jakimi organizm ma szanse sie zetkngé, uktad
immunologiczny powinien mieé¢ potencjalng mozliwo$¢ wyprodukowani ogromnej ilosci
wariantdw przeciwciat, ktére statyby sie bronig w walce z patogenami. Olbrzymia
réoznorodnos¢ immunoglobulin, a wiec takze olbrzymia réznorodnosé taiicuchéw lekkich
immunoglobulin, zwigzana jest m. in. z charakterystyczng organizacjg genéw stanowigcych
podstawe dla syntezy immunoglobulin. Istnieje ok. 200 funkcjonalnych fragmentow gendw
kodujacych tafcuchy ciezkie oraz lekkie immunoglobulin [®]. Fragment staty oraz zmienny
tainicucha lekkiego oraz ciezkiego kodowane sg przez odrebne grupy gendéw. Cze$é zmienna
faicucha lekkiego kodowana jest przez geny: V oraz J, natomiast informacja genetyczna na
temat sekwencji aminokwasowej czesci statej zawarta jest w obrebie genu(éw) C. Geny V, J
oraz C w komoérkach ludzkich wystepuja w wielu wariantach. Na wczesnym etapie
dojrzewania limfocyta B fragmenty gendéw kodujgce tancuchy lekkie immunoglobulin
sg rozproszone w obrebie DNA limfocyta. Segmenty gendw kodujgcych czes$é stata
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tancuchow zlokalizowane sg najczesciej blisko siebie i sg jednoczesnie znacznie oddalone od
segmentéw gendw kodujacych czesci zmienne. Podczas dojrzewania limfocyta B fragmenty
gendéw, ktére nie beda ulegaty ekspresji zostaja wycinane powodujgc, ze pozostate
fragmenty gendw zblizajg sie do siebie i w dalszym etapie mogg ulec ekspresji ['].

Podziat taricuchéw lekkich immunoglobulin na dwa typy — kappa i lambda widoczny
jest juz na poziomie genomu. tancuchy lekkie typu kappa oraz lambda, mimo podobienstw
strukturalnych, cechujg sie znacznymi rozbiezno$ciami dotyczacymi organizacji i sposobu
rearanzacji zlokalizowanych na réinych chromosomach genéw (ryc. 1). Geny zwigzane
z tancuchami lekkimi typu kappa znajdujg sie na chromosomie drugim. Informacja
genetyczna dla statej czesci tancuchéw kappa kodowana jest przez jeden gen C, stad znana
jest jedna odmiana izotypowa tancuchéw kappa. Dla cze$ci zmiennej natomiast istnieje
5 gendéw J oraz 76 gendw V, z ktérych nie wszystkie sg genami funkcjonalnymi. Pomimo
wielosci gendw, tylko jeden z gendw V oraz jeden z gendw J zostanie potaczony z genem C

5'7'8]. Geny dla tancuchéw

i dalej jest wykorzystywany w procesie syntezy taricuchdéw kappa [
lekkich lambda zlokalizowane sg na chromosomie 22 i charakteryzujg sie nieco innym
rozmieszczeniem przestrzennym. Kilkadziesigt gendéw V, podobnie jak w przypadku
tancuchow kappa, utozonych jest w sposéb linearny, natomiast kazdy z siedmiu segmentow J
oddzielony jest od pozostatych genéw J genem C. Sposréd tego typu komplekséw JC tylko
cztery ulegajg ekspresji, dlatego wyrdzniamy cztery podstawowe odmiany izotypowe
faricuchéw lambda.

Funkcjonalny gen dla faricuchéw lekkich immunoglobulin powstaje w trakcie procesu
dojrzewania limfocytow B poprzez faczenie segmentéw V, J oraz C. Mnogos$é segmentéw
genow, ktdre mogg tworzy¢ gen funkcjonalny, generuje mnogos¢ mozliwosci w tgczeniu
segmentdéw V, J oraz C. Mechanizm ten stanowi podstawe tzw. zmiennosci rekombinacyjnej
przeciwciat [®%]. Zmienno$¢ rekombinacyjna nie jest jedynym czynnikiem warunkujgcym
réoznorodno$é tancuchéw lekkich (lub - moéwigc szerzej - przeciwciat). Dodatkowym
czynnikiem jest tzw. zmienno$¢ na ztgczach oraz mutacje punktowe zachodzgce w genach V
oraz J. Zmiennos¢ na ztgczach generowana jest poprzez pewng ,elastycznos¢”, ktora cechuje
dziatanie enzyméw biorgcych udziat w procesie powstawania funkcjonalnego genu dla
immunoglobuliny. Do powstajgcego fragmentu DNA dotaczone zostajg nowe nukleotydy lub
nawet oligonuklotydowe fragmenty DNA. Pewna liczba nukleotyddw tworzacych tzw. ztacze
kodujgce (miejsce tgczace segmenty V i J) zostaje natomiast usunieta. W konsekwencji
powstaje fragment DNA odmienny od DNA macierzystego. Pomimo ze zmiana ramki odczytu
spowodowana zmiennoscig na ztgczach generuje czasem powstanie niefunkcjonalnego
biatka, mechanizm ten w znaczacy sposéb zwieksza liczbe wariantéw taricuchéw lekkich [°].
Mutacje punktowe odgrywajg istotna role w procesie dopasowania przeciwciata
do antygenu. Generujg powstawanie tzw. regiondw superzmiennych w czesci zmiennej
taricuchéw lekkich i ciezkich immunoglobuliny i prowadzg do powstania przeciwciat
réznigcych sie pojedynczymi aminokwasami.



kappa
X1 B AR .

lamhda

. geny V
geny]
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Ryc. 1 Schematyczne przedstawienie genéw kodujacych tancuchy lekkie immunoglobulin. Geny
kodujace tancuchy lekkie kappa znajdujg sie na 2 chromosomie, natomiast geny kodujace
fancuchy lekkie lambda zlokalizowane sg na chromosomie 22. Na schemacie uwidoczniono
réznice w organizacji genéw dla tancuchéw lekkich kappa oraz lambda. Kilkadziesiagt genéw V,
5 gendéw | oraz jeden gen C tancuchéw kappa utozone sg w sposéb linearny w przedstawione;j
kolejnosci. Szes¢ gendw ] oraz szes¢ gendw C tancuchow lekkich lambda tworza kompleksy ]C,
z ktorych jedynie cztery ulegaja ekspresji (wg. Levinson i Keren) [11].

Wspomniana réznorodnos$¢ immunoglobulin moze by¢ wykazana wieloma technikami
pozwalajgcymi na wyodrebnienie immunoglobulin  sposréd innych biatek osocza.
Jedng z takich technik jest elektroforeza. W prawidtowym obrazie elektroforetycznym
immunoglobuliny rysujg sie jako charakterystyczne szerokie pasmo we frakgji
gamma-globulin, ktére dowodzi, ze w sktad frakcji gamma wchodzg biatka o bardzo
zréznicowanym fadunku elektrycznym. Takie immunoglobuliny nazywane s3g poliklonalnymi,
gdyz powstajg jako produkt wielu klondw komérek plazmatycznych (ryc. 2). Wsréd biatek
osocza immunoglobuliny stanowig najbardziej heterogenng grupe. Zmienno$é
rekombinacyjna oraz mozliwosci tgczenia réznych taincuchéw lekkich i ciezkich powoduje,
7e komorki plazmatyczne moga produkowaé >5x 10’ immunoglobulin rézniacych sie czescia
zmienng. Dodatkowe mechanizmy jak np. zmiennos¢ na ztgczach zwiekszajg te liczbe.
Szacuje sie, ze komérki plazmatyczne mogg produkowaé¢ nawet >10° réznych

immunoglobulin [10].
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Ryc. 2 Obrazy rozdziatéw
elektroforetycznych biatek surowicy
(analizator HYDRASYS firmy Sebia).
Strzatki wskazujg frakcje gamma-globulin,
gdzie migruja gtéwnie immunoglobuliny.

Strefa poliklonalnych immunoglobulin (a):

szerokie pasmo dowodzi, Ze poliklonalne
immunoglobuliny réznig sie znacznie
tadunkiem elektrycznym w $rodowisku
buforu elektroforetycznego (rézne punkty
izoelektryczne). Dla poréwnania strefa
immunoglobuliny monoklonalnej (b)
migrujaca jako pojedynczy prazek.
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1.2.2 Podtypy faricuchow lekkich.

C-konicowg czes¢ stata tarnicuchéw kappa sktada sie ze 107 reszt aminokwasowych,
a czesc¢ stata tancuchow lambda jest utworzona przez 105 reszt aminokwasowych. Badania
serologiczne dotyczgce N-koncowej czesci zmiennej fancuchéw lekkich wykazaty, ze sktada
sie ona z trzech regionéw o duzej zmiennosci (HV — ang. hypervariable region lub inaczej
CDR - ang. complementarity determining regions), ktore zaangazowane sg w interakcje
z antygenami. Cztery regiony o mniejszej zmiennos$ci tworzg strukture zrebowa
(FR - ang. framework region) dla regionéw hiperzmiennych. Analizujac homologie sekwencji
aminokwasowej 22 (lambda) lub 23 (kappa) poczatkowych aminokwaséw pierwszego rejonu
zrebowego (FR1), wyrdzniono 4 podtypy taricuchéw lekkich kappa (Vi, Vi, Vi, Viav) oraz
sze$¢ podtypdw taricuchow lekkich lambda (Vy, Vo, Vaa, Vav, Vav, Vaw) (ryc. 3). Cztery podtypy
tancuchow lekkich kappa oraz pie¢ z szesciu podtypdéw tancuchéw lekkich lambda zostato
zroznicowanych metodami serologicznymi. Czesto$é wystepowania poszczegdlnych
podtypow tancuchéw lekkich kappa wynosi odpowiednio: 56, 10, 30, 4 %, natomiast dla
taricuchéw lekkich lambda: 26, 38, 22, 3,11 % [*].

Ryc. 3 Schemat budowy czesci zmienne;j
tancucha lekkiego przeciwciata (reszty
aminokwasowe 1-107), na przyktadzie

tanicucha lekkiego typu kappa. Regiony — |

zrebowe (FR 1-3) oraz regiony _
hiperzmienne (HV 1-3) kodowane s3 przez _

jeden z 76 genéw V. Region zrebowy FR4 ’
kodowany jest przez jeden z 5 genéw .
Sekwencja aminokwasowa regionu |
zrebowego FR1 (1-23 aa.) determinuje
podtyp tancucha lekkiego (wg. Levinson i
Keren) [11].

‘ FR1 ‘H‘Ul‘ FR2 ‘HV2‘ FR3 ‘H\B‘ FR4 [

reszty aminokwasowe = 33 34 49 56 88 97 107
geny i:." W "f"[( J—)T
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1.3 taricuchy lekkie — synteza, metabolizm i znaczenie fizjologiczne.

1.3.1 Synteza i wydzielanie tancuchow lekkich immunoglobulin poza komorki
plazmatyczne.

Synteza taficuchéw lekkich jest nieodtgcznie zwigzana z powstawaniem kompletnej
czasteczki immunoglobuliny. Proces ten rozpoczyna sie juz na wczesnym etapie dojrzewania
limfocytow B. Badania nad prekursorami limfocytow B sugeruja, iz synteza kompletnej
czasteczki immunoglobuliny przebiega w pewnej sekwencji zdarzen. Na etapie komorki
progenitorowe]j rozpoczyna sie rekombinacja genu dla faricucha ciezkiego immunoglobuliny
— poczatkowo jest to gen dla taricucha p. Nim dojdzie do rearanzacji genu fancucha lekkiego,
nowo powstaty gen tancucha ciezkiego podlega ekspresji, a zsyntezowany fariicuch ciezki
u przechodzi przez punkt kontrolny, zwigzany z przytagczeniem prekursora taricucha lekkiego
zbudowanego z fragmentéw VpreB oraz A5. Jesli tafcuch ciezki zostat zsyntetyzowany
prawidtowo, dochodzi do utworzenia heterodimeru z zastepczym tfaricuchem lekkim
(VpreBAS5). Tego typu kompleks, zostaje wyeksponowany na powierzchni komorki preB.
Gdy proces eksponowania imitujgcego kompletng immunoglobuline heterodimeru (receptor
preBCR) sie nie powiedzie, stanowi to sygnat dla komodrki o syntezie niefunkcjonalnego
taricucha ciezkiego i komérka pre-B ulega apoptozie. Pojawienie sie receptora preBCR
na powierzchni komérki stanowi sygnat do jej dojrzewania i rdznicowania. Gen dla
zastepczego tancucha lekkiego podlega ekspresji jedynie w komdrce progenitorowej
oraz pre-B. Na dalszych etapach dojrzewania limfocyta B ekspresja VpreBA5 zostaje
wyltgczona i rozpoczyna sie rearanzacja genu dla faficucha lekkiego [*?]. Takze na tym etapie
mozna zaobserwowaé pewng kolejno$é zdarzen — najpierw ulega rearanzacji oraz ekspres;ji
gen dla tanicucha lekkiego kappa. Jesli powstajacy w wyniku rekombinacji gen dla tancuchéw
lekkich kappa jest nieproduktywny, segment Vk-Jx jest wycinany. Dopiero teraz moze
rozpoczaé sie rearanzacja genu i synteza fancuchéw lekkich lambda [*].

Czasteczka immunoglobuliny jest biatkiem heterodimerycznym. Efektywna synteza
biatek sktadajgcych sie z kilku podjednostek zaktada S$cista kontrole nie tylko syntezy
poszczegdlnych sktadowych takiego biatka, ale takze asocjacji podjednostek z utworzeniem
kompletnego biatka. Kluczowym organellum komdrkowym dla procesu asocjacji
podjednostek biatkowych w kompletne biatko jest retikulum endoplazmatyczne (RE).
W siateczce endoplazmatycznej znajdujg sie specyficzne biatka - chaperony, ktére
niekowalencyjnie oddziatywujg z czesSciowo tylko sfatdowanymi prekursorami biatek.
Mechanizm ten zapobiega wydzielaniu poza obszar komdrki molekut, ktére — posiadajgc
eksponowane hydrofobowe fragmenty — mogtyby daé poczatek patologicznemu procesowi
agregacji [**]. Powstajace w pierwszej kolejnosci taricuchy ciezkie immunoglobulin pozostaja
w formie zwigzanej poprzez domene CH1 z biatkiem opiekuiczym BiP do momentu

15,16, 17

potaczenia z taicuchem lekkim [ ]. Dzieki takiej strategii jedynie kompletna czgsteczka

immunoglobuliny jest wydzielane poza retikulum endoplazmatyczne komérki plazmatyczne;.
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Obok udziatu biatek chaperonowych w procesie zapobiegania uwalnianiu z komorki
czesciowo sfatdowanego biatka, zaproponowano réwniez mechanizm zwigzany z obecnoscig
w biatkach C-koricowej cysteiny [*®]. tarcuchy lekkie immunoglobulin posiadajg pie¢ reszt
cysteinowych, ktére odgrywajg istotng role w utrzymywaniu prawidtowej struktury tych
biatek. Cztery z reszt cysteinylowych tworzg dwa wewnetrzne wigzania disiarczkowe,
stabilizujgc w ten sposéb czesé¢ zmienng i cze$é statg taricuchow. W obu typach taincuchéw
lekkich immunoglobulin — kappa i lambda pigta reszta cysteinylowa znajduje sie
w C koicowym rejonie biatka i zaangazowana jest w tworzenie mostka disiarczkowego
ztancuchem ciezkim immunoglobuliny (ryc. 4). W grupie biatek zbudowanych
z podjednostek majacych w swojej strukturze C-koricowg cysteine, aminokwas ten odgrywa
istotng role w procesie regulacji wydzielania kompletnego biatka poza komérke [™].
Jesli wspomniana reszta cysteinylowa pozostaje niezwigzana, stanowi to sygnat
do zatrzymania biatka w obrebie struktur siateczki endoplazmatycznej. Prace nad procesem
polimeryzacji immunoglobuliny IgM ukazaty trojaka role cysteiny w pozycji 575 (C-koricowa
cysteina IgM). Ma ona kluczowe znaczenie dla proceséw: formowania kompletnego biatka
(pentameru  badz heksameru), zatrzymywania immunoglobuliny niekompletnej
oraz kierowania niepetnowartoéciowego biatka na droge degradacji w proteosomach [*°].
Analogiczny proces angazujacy C-koncowa cysteine (dla taricuchdéw lekkich jest to cysteina
w pozycji 214) do zatrzymywania wolnych faiicuchéw lekkich' oraz ciezkich immunoglobulin
polega najprawdopodobniej na tworzeniu odwracalnego wigzania disiarczkowego z biatkami
macierzy RE zawierajgcymi wolg cysteine [*. Okazuje sie jednak, ze same fancuchy lekkie
immunoglobulin nie zawsze podporzagdkowujg sie regule stanowigcej, ze biatko
niekompletne nie jest wydzielane poza komodrke, lecz jest kierowane na droge degradacji
w proteosomach. Zauwazono, ze obok kompletnej czgsteczki immunoglobuliny, komédrka
plazmatyczna uwalnia poza obreb komérki pewng pule wolnych tancuchéw lekkich [#].
Nie jest to proces patologiczny — w warunkach prawidtowych komérki plazmatyczne zawsze
syntetyzujg pewien nadmiar tfancuchéw lekkich w stosunku do ilosci potrzebnej
do utworzenia kompletnej czasteczki przeciwciata. Jednym z mechanizméw unikania
zaleznego od C - koricowej cysteiny procesu zatrzymywania niekompletnych biatek wewnatrz
RE, jest proces maskowania wolnej grupy tiolowej. W przypadku wolnych tancuchéw lekkich
immunoglobulin maskowanie polega na tworzeniu dimeréw przez monomery potgczone
wigzaniem disiarczkowym lub przytgczenie do Cys214 taricucha lekkiego cysteiny lub innego
zwiazku tiolowego [*].

Tworzgca pierwszorzedowg strukture tanicuchdéw lekkich immunoglobulin sekwencja
aminokwasowa, ktora poprzedza Cys214, jest takze niezwykle istotna w procesie uwalniania

" Termin wolne taricuchy lekkie immunoglobulin oznacza czgsteczki, ktore nie sq zwigzane z odpowiadajgcymi im
komponentami kompletnej immunoglobuliny (taricuchami ciezkimi immunoglobulin).
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wolnych taincuchéw lekkich w RE. W wiekszosci dotychczas zbadanych przypadkéw
taricuchéw lekkich zwigzanych z tancuchami ciezkimi, C-koricowa cysteina poprzedzona jest
aminokwasami o charakterze kwasnym. Kluczowym dla zrozumienia roli aminokwaséw
poprzedzajgcych C-koricowa cysteine w procesie uwalniania wolnych faincuchdéw jest
doswiadczenie, w ktorym zastgpienie kwasnej reszty kwasu asparaginowego neutralng

resztg glicyny, czy zasadowa resztg lizyny spowodowato retencje, a nastepnie degradacje

niezwigzanych taficuchéw lekkich immunoglobulin [*°].

Ryc. 4 Schematycznie przedstawiona czasteczka
immunoglobuliny z uwzglednieniem reszt
cysteinylowych. Czgsteczka tancucha lekkiego
posiada piec reszt cysteinylowych. Cztery z nich
tworza dwa wewnetrzne wigzania disiarczkowe
stabilizujace cze$¢ zmienng i czeS¢ stala
tancuchéw. Pigta reszta cysteinylowa znajduje sie
w C-koficowym rejonie biatka i zaangazowana
jest w tworzenie mostka disiarczkowego

z tanicuchem ciezkim immunoglobuliny (wg. Liu

i May) [3].

c== faricuch lekki

mme- {aricuch cieiki

1.3.2 Usuwanie wolnych taricuchdw lekkich w organizmie cztowieka

Wolne tanicuchy lekkie (ang. free light chain - FLC) sg biatkami drobnoczgsteczkowymi,
w osoczu wystepujgcymi zwykle w formie monomeru i/lub dimeru. Masa czgsteczkowa
wolnych tancuchéw lekkich wynosi ok. 22 kDa dla monomeru oraz ok. 44 kDa dla dimeru.
Czasteczki o masie czgsteczkowej tego rzedu bez trudu przechodza przez btone podstawng
ktebuszkdow nerkowych, a nastepnie sg reabsorbowane w komorkach nabtonkowych cewek
nerkowych blizszych. Resorpcja FLC zachodzi poprzez tandem receptorowy megaline oraz
kubuline, a nastepnie ma miejsce degradacja FLC w lizosomach komérek cewek
proksymalnych. Wspomniane receptory biorg udziat w procesie endocytozy zaréwno
faricuchéw kappa jak ilambda, przy czym niektére podtypy kappa czy lambda wigzg sie
chetniej z kubulina, podczas gdy inne z megaling [**]. Jeéli jednak zostanie przekroczona
zdolnos$¢ resorpcyjna kanalikdw nerkowych, ,nadmiarowe” tarcuchy zostaja wydalone
z moczem. U zdrowych oséb FLC szybko usuwane sg z krwi. Okres pottrwania dla monomeru
tancucha lekkiego wynosi ok. 2-4 godziny, natomiast dla dimeru 3-6 godzin.
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Wolne tancuchy lekkie sg produkowane przez komorki plazmatyczne w pewnym
nadmiarze w stosunku do tancuchéw ciezkich - w ciggu doby jest produkowane ok 500 mg
FLC. Ze wzgledu na duzg zdolnos¢ cewek nerkowych do metabolizowania wolnych
tancuchow lekkich, w warunkach prawidtowych bardzo niewielka ilo$¢ tego biatka (1-10 mg
na dobe) pojawia sie w moczu [**]. Podejrzewa sie réwniez, ze pewna iloé¢ taricuchéw lekkich
immunoglobulin w moczu oséb zdrowych ma pochodzenie lokalne. Najprawdopodobniej
powstaje w trakcie syntezy immunoglobulin IgA w dystalnej czesci nefronu oraz w cewce

moczowej [*°].

1.3.3 Znaczenie taricuchow lekkich immunoglobulin.

tancuchy lekkie, bedace fragmentem kompletnej czasteczki immunoglobuliny, majg
istotne znaczenie dla prawidtowego funkcjonowania przeciwciat. Regiony determinujgce
dopasowanie taricuchéw lekkich partycypuja w formowaniu miejsc wigzacych antygen przez
kompletng czgsteczke przeciwciata. Jak wazna jest rola faricuchow lekkich immunoglobulin
dla prawidtowego funkcjonowania przeciwciata obrazuje przyktad defektu w genie
kodujgcym tancuchy kappa, ktéry mozna zaobserwowaé¢ w populacji Indian z plemienia
Nawajow. Obecnos¢ nieproduktywnej wersji jednego z alleli genu kodujgcego fragment
czesci zmiennej tancucha kappa jest przyczyng stabej odpowiedzi na szczepionke przeciwko
Haemophilus influenzae u przedstawicieli tej populacji [*’]. Udowodniono, ze same faricuchy
lekkie majg zdolnos¢ wigzania antygendw, jednak ich powinowactwo do antygenu jest
mniejsze niz powinowactwo kompletnej czgsteczki immunoglobulin. Monoklonalne,
dimeryczne tancuchy lekkie lambda, powstajgce po stymulacji komérek plazmatycznych
za pomocg wazoaktywnego peptydu jelitowego, wykazujg pieciokrotnie mniejsze
powinowactwo do antygenu niz kompletne przeciwciato [*®]. Badania nad krystaliczna
struktura kompleksu antygen - przeciwciato wykazaty, ze liczba powierzchni kontaktu
z antygenem dla tancuchéw ciezkich oraz lekkich jest poréwnywalna [°]. Mozliwo$¢
zréznicowania miejsca wigzgcego antygen poprzez tworzenie par réznych lekkich i ciezkich
fancuchdéw zwieksza repertuar przeciwciat, a wiec ilo$¢ rozpoznawanych antygendw.
tancuchy lekkie biorg takzie udziat w procesie regulacji wydzielania poza komodrke
plazmatyczng kompletnego przeciwciata. tgczenie tanicucha lekkiego z ciezkim jest jednym
z etapow regulacyjnych dla tego procesu [*°]. Dodatkowo wolne faricuchy lekkie wykazuja
aktywnos¢ proteolityczng wobec antygendéw polipeptydowych, przeciwko ktérym
skierowana jest macierzysta immunoglobulina Sekwencja aminokwasowa regionu
zmiennego niektérych podgrup faricuchéow lekkich immunoglobulin wykazuje podobieristwa
do sekwencji czesci aktywnej pewnych proteaz serynowych. [*°].

Wolne tancuchy lekkie przeciwciat mogg wykazywaé dziatanie podobne do
autoprzeciwciat. Monoklonalne wolne taicuchy lekkie lambda wigzace czynnik H — jeden
zregulatoréw alternatywnej drogi aktywacji dopetniacza, wykryto w krwi oraz moczu
pacjentéw cierpigcych na btoniasto-rozplemowe ktebuszkowe zapalenie nerek. Wigzanie
dimeru tancuchéw lekkich lambda do czynnika H hamuje jego oddziatywanie z fragmentem
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C3b uktadu dopetniacza, co jest przyczyng niekontrolowanej aktywacji uktadu dopetniacza
oraz niszczenia btony podstawnej ktebuszkdw nerkowych [*!]. Wolne faficuchy lekkie moga
sie takze wigzac z czynnikiem X ukfadu krzepniecia, co powoje patognomoniczne objawy
wybroczyn okularowych w przebiegu amyloidozy 4.

Na modelu mysim wykazano ponadto, ze wolne faricuchy lekkie majg zdolnos¢
uczulania mastocytéw. Udowodniono udziat tancuchéw lekkich w patogenezie opdznionej
reakcji nadwrazliwosci typu komorkowego. Wigzanie specyficznych antygendéw haptenowych
do uczulonych wolnymi faricuchami lekkimi mastocytéw skutkuje uwolnieniem mediatorow
zapalnych, stymulujac réwnoczesnie dziatanie limfocytow T i dalszy rozwdj reakcji

nadwrazliwoéci [**>**

]. Zastanawiano sie takze, czy przy udziale podobnego mechanizmu
wolne tancuchy lekkie specyficzne dla antygenéw peptydowych moga bra¢ udziat w rozwoju
choréb autoimmunizacyjnych. Teoria ta poparta jest przez spostrzezenie, ze w wielu
chorobach takich jak: reumatoidalne zapalenie stawdw, zespdt Sjogrena wystepuja
podwyzszone stezenia wolnych taricuchéw lekkich. Dodatkowo istniejg sugestie, ze komorki
tuczne odgrywaja pewnga role w mechanizmie procesu autoimmunizacji. Wiadomo réwniez,
iz u ponad 90% chorych na stwardnienie rozsiane (MS - ang. multiple sclerosis) obserwuje sie

wewnatrzoponowa synteze oligoklonalnych immunoglobulin [**%°]

37,38

, ktéremu towarzyszy
synteza wolnych tancuchéw lekkich [*"°°]. tancuchy lekkie staty sie zatem atrakcyjnym celem
dla nowych lekéw stosowanych w terapii choréb o podtozu zapalnym. Badania nad
potencjalnymi mozliwos$ciami wykorzystania specyficznych antagonistéw faricuchéw lekkich
wykazaty uzytecznos¢ tego typu zwigzkdw w hamowaniu rozwoju takich chordb jak: astma
czy alergia kontaktowa [*°]. Spoéréd komédrek bioracych udziat w odpowiedzi
immunologicznej mastocyty nie sg jedynymi, na ktérych funkcje wptywajg wolne tancuchy
lekkie. Badania Cohena i wsp. wykazaty, ze wolne tancuchy lekkie uposledzajg reakcje
neutrofili na czynniki chemotaktyczne. Po stymulacji za pomocg aktywatora chemotaksji-
peptydu fMLP, w obecnosci wolnych faricuchéw lekkich odpowiedzZ neutrofili byta stabsza.
Wyniki przytoczonych badan sugerujg, ze podwyzszony w stosunku do wartosci
prawidtowych poziom FLC u chorych z gammapatia monoklonalng lub z chorobami
z autoagresji wptywa zjednej strony na wystepowanie przewlektego stanu zapalnego,
a zdrugiej strony na obnizong odporno$é komérkows i wiekszg zapadalnos¢ na infekcje
bakteryjne, co jest jedng z czestszych przyczyn smiertelnosci w tych grupach chorych [*].
Monoklonalne wolne tancuchy syntetyzowane w duzych ilosciach w chorobach
limfoproliferacyjnych mogg powodowaé uszkodzenie nerek lub odktadaé¢ sie w wielu
narzadach, przyczyniajgc sie do uposledzenia ich funkcji. Duze stezenie monoklonalnych

taricuchéw lekkich w osoczu 0séb chorych jest ztym czynnikiem prognostycznym [*]
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1.4 Rola taricuchow lekkich immunoglobulin w procesach chorobotwdrczych —
gammapatie monoklonalne.

Gammapatie monoklonalne sg to zmiany biatkowe towarzyszgce grupie chordb
o etiologii zwigzanej z nowotworowym rozrostem komodrek plazmatycznych. Pierwotna
przyczyng gammapatii monoklonalnych jest nowotworowy rozrost pojedynczego klonu
komoérek plazmatycznych produkujgcych i wydzielajagcych do osocza immunoglobuliny
lub fragmenty immunoglobulin. Proces ten manifestuje sie obecnoscia w surowicy
jednorodnej frakcji biatkowej zwanej biatkiem monoklonalnym (biatkiem M), ktére
w rozdziatach elektroforetycznych zwykle lokalizuje sie w obszarze gamma globulin. Jedna
z form gammapatii monoklonalnej jest szpiczak mnogi. Zmienione nowotworowo komérki
plazmatyczne zwykle produkujg kompletng czasteczke immunoglobuliny monoklonalnej
klasy IgG. Rzadziej produkowane sg czgsteczki immunoglobulin innych klas lub tylko
fragmenty immunoglobulin (np. wolne tancuchy lekkie). Na ryc. 5 przedstawiono klasyfikacje
szpiczaka mnogiego w oparciu o produkowang czgsteczke biatka monoklonalnego.

Odmiana szpiczaka mnogiego, w ktdrej produkowane sg jedynie faricuchy lekkie
immunoglobulin, natomiast rutynowymi metodami laboratoryjnymi nie jest wykrywana
kompletna czgsteczka biatka monoklonalnego, nazywana jest chorobg taricuchéw lekkich -
LCMM (light chain multiple myeloma) [**]. LCMM wystepuje u 15% chorych na szpiczaka
mnogiego. Zwiekszona ilos¢ wolnych tarncuchéw lekkich powoduje przekroczenie zdolnosci
resorpcyjnej cewek nerkowych i obecnos¢ biatka Bence-Jonesa w moczu. Wytwarzane przez
komorki plazmatyczne wolne tancuchy lekkie sg nefrotoksyczne. Moga wywotywaé ostrg lub
przewlektg niewydolnoscig nerek. Wykazano, ze fancuchy lekkie pochodzace od rdznych
pacjentédw majg odmienne toksyczne dziatanie na nerki. Cze$¢ z nich ma tendencje do
odkftadania sie w ktebuszkach nerkowych prowadzgc do rozwoju choroby depozytow
taricuchéw lekkich (LCDD — light chain deposition disease). Mozna je nazwac faricuchami
glomerulopatycznymi [*?]. Inne, oprécz powinowactwa do ktebuszkédw nerkowych, wykazujg
rowniez tendencje do tworzenia uporzadkowanych ztogdw w innych czesciach nefronu
(tancuchy amyloidogenne). Dodatkowo FLC uszkadzajgce przede wszystkim komorki cewek
proksymalnych mogg przyczyni¢ sie do rozwoju zespotu Fanconiego (tancuchy
tubulopatyczne). Jednak najczestszym powiktaniem zwigzanym z produkcjg zwiekszonej
ilosci tancuchéw lekkich przez nowotworowo zmienione komorki plazmatyczne jest tzw.
nerka szpiczakowa, ktérej rozwdj zwigzany jest z tworzenie wateczkdéw woskowych
i prowadzi bardzo czesto do niewydolnosci nerek.

18



Ryc. 5 Czesto$¢ wystepowania

biklon p
5 poszczegdlnych klas
NSMM._ gD IgE immunoglobulin lub
IgA LC 39 1% o .
21% 1% 1| —001% fragmentéw immunoglobulin

w szpiczaku mnogim.
LC (ang. light chain) — tancuchy

lekkie immunoglobulin;
NSMM (ang. nonsecretory
multiple myeloma) — szpiczak
niewydzielniczy
(wg. Bradwell i wsp) [

25] .

Nefropatia wateczkowa.

1.4.1

Nefropatia wateczkowa jest zwigzana z tworzeniem wateczkow biatkowych
w kanalikach dystalnych oraz cewkach zbiorczych chorych na gammapatie monoklonalne.
Manifestuje sie znacznym i szybko postepujgcym uszkodzeniem nerek. Dotyczy ok. 50%
pacjentdw ze szpiczakiem mnogim i zwana jest potocznie nerka szpiczakowa [**]. Rozwija sie
u chorych, u ktérych ilos¢ wolnych tancuchéw lekkich przewyzsza zdolno$¢ resorpcyjna
cewek nerkowych blizszych. W patofizjologii rozwoju nerki szpiczakowej niebagatelng role
odgrywa biatko Tamma - Horsfalla (THP) — glikoproteina produkowana i wydzielana przez
komorki cienkiego ramienia wstepujgcego petli Henlego. Mieszane agregaty zbudowane
z THP oraz FLC tworzgce wateczki biatkowe blokujg przeptyw przez cewki nerkowe, bedac
przyczyng rozwijajgcego sie uposledzenia funkcji nerek. Wykazano, ze zaréwno tancuchy
lekkie typu kappa jak i lambda majg zdolnos¢ tworzenia wateczkdéw, a za interakcje z FLC
w biatku THP.

sekwencja: AHWSGHCCL (aminokwasy 225-233) tworzy domene wigzaca tancuchy lekkie,
43
1.

odpowiada charakterystyczna sekwencja Dziewiecio-aminokwasowa
natomiast szczegélne znaczenie dla powinowactwa THP do FLC wydaje sie mie¢ cysteina [
tancuchy lekkie tworzace wateczki posiadajg podobny profil hydropatyczny jak region THP
wigzgcy FLC. Oddziatywania hydrofobowe sg najprawdopodobniej podstawg interakcji
miedzy tymi dwoma biatkami [*®]. Region wiazacy THP, znajduje sie w obszarze petli trzeciej
regionu warunkujgcego dopasowanie (CDR3). Trzy petle CDR czesci zmiennej tancucha
lekkiego s3 rejonami o najwyziszej zmiennosci. Dzieki rearanzacji VJ oraz mutacjom
punktowym sprawiajg, ze nie ma dwdch takich samych tancuchéw lekkich, jednak wspdlng
cechg rejondw CDR wszystkich rodzajéw tancuchdw lekkich jest czeste wystepowanie w tych
rejonach aminokwaséw hydrofobowych, zwtaszcza tryptofanu oraz tyrozyny [*]. taricuchy
lekkie pochodzgce zréznych klondw komdérek plazmatycznych (a wiec rdznigce sie
pierwszorzedowq strukturg CDR3) majg odmienne powinowactwo do THP, a co za tym idzie -
rozng zdolnos¢ do tworzenia wateczkdw biatkowych. Nie wykazano zaleznosci pomiedzy

zdolnoscig FLC do tworzenia wateczkow a ich stezeniem. Wedtug Hutchinson i wsp. najnizsze
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stezenie FLC w surowicy chorych z postepujaca nefropatiag wateczkowag wynosi 855 mg/I,
natomiast najwyzsze odnotowane stezenie FLC wynosito 69 430 mg/I [*].

Czynniki srodowiskowe petnig istotng role w patofizjologii nefropatii wateczkowej.
Nawet FLC od pacjentéw, u ktdrych nie zaobserwowano objawéw nefropatii wateczkowe;j,
w warunkach in vitro mogg wigzac sie z THP. tancuchy lekkie o stabym powinowactwie do
THP u odpowiednio nawodnionych szczuréw nie tworzg wateczkéw, natomiast u zwierzat
odwodnionych tworzg sie wateczki oraz pojawiajg sie objawy uposledzonego funkcjonowania
nerek [**]. Waznym czynnikiem wptywajacym na zdolnoséé tworzenia potaczen faricuchéw

647 W sytuacji, kiedy punkt izoelektryczny

lekkich z THP jest ich punkt izoelektryczny (pl) [
biatka Bence—Jonesa jest wyiszy od pH ptynu cewkowego (> 5), biatko posiada fadunek
dodatni itatwiej tworzy nierozpuszczalne kompleksy z kwasna mukoproteing
Tamma-Horsfalla (pl 3.2).

Poznanie  mechanizméw oddziatywania faincuchéw lekkich z  biatkiem
Tamma - Horsfalla oraz wptywu czynnikdw zewnetrznych na to oddziatywanie stwarza
mozliwos¢ wyboru odpowiedniej strategii zapobiegania rozwiniecia sie nerki szpiczakowe;j
u chorych z gammapatia monoklonalna.

1.4.2 Zespot Fanconiego.

Zespdt Fanconiego jest stosunkowo rzadkim powiktaniem szpiczaka mnogiego
charakteryzujgcym sie dysfunkcjg komodrek nabtonkowych wyscielajgcych $wiatto cewek
proksymalnych. Nastepstwem dysfunkcji komérek cewek nerkowych proksymalnych jest
uposledzenie zdolnosci degradacji biatek drobnoczasteczkowych (w tym taricuchéw lekkich),
ktore pojawiajg sie w moczu (biatkomocz cewkowy). Towarzyszy temu réwniez zaburzenie
resorpcji jonéw fosforanowych, jonéw wodoroweglanowych (z nastepowg kwasicg cewkowa
typu 1), jondw magnezu, potasu oraz wapnia, a takze kwasu moczowego, glukozy
i aminokwasoéw.

Zespot Fanconiego zwigzany z klonalnym rozrostem komodrek plazmatycznych
i produkcjg biatka monoklonalnego towarzyszy tlagcemu sie szpiczakowi (ang. smoldering
myeloma), a pojawiajace sie w moczu tancuchy lekkie immunoglobulin sg zazwyczaj
taricuchami typu kappa [**]. W wiekszosci przypadkéw zespotu Fanconiego w przebiegu
szpiczaka mnogiego obserwuje sie takze obecnos¢ krystalicznych wtretow wewnatrz
lizosoméw komodrek cewek proksymalnych. Z uzyciem metody immunofluorescencji
wykazano, ze sg to faricuchy lekkie immunoglobulin, prawie wytacznie typu kappa. Podobne
wtrety obecne sg réwniez w makrofagach szpiku kostnego oraz (rzadko) monoklonalnych
komorkach plazmatycznych.

Eksperymenty, w ktdrych poréwnano taricuchy lekkie uzyskane z moczu pacjentow
oraz biatko bedace sktadowg wtretdw pochodzacych z komdrek proksymalnych cewek
nerkowych, daty kilka istotnych informacji na temat taficuchéw lekkich u chorych z zespotem
Fanconiego. Wtrety z cewek proksymalnych okazaty sie by¢ polipeptydami zbudowanymi
ze 107 aminokwasow, odpowiadajgcymi fragmentom zmiennym fancuchéw lekkich
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otrzymanych z moczu badanych pacjentéw. W krystalicznych ztogach komdérkowych
znaleziono takze niewielka domieszke kompletnych czasteczek taricuchéw lekkich.
Kompletne czgsteczki tancuchéw lekkich uzyskanych od wspomnianych pacjentéw poddane
dziataniu enzyméw proteolitycznych wystepujacych w lizosomach komodrek cewek
proksymalnych (trypsyna, pepsyna, katepsyna B), ulegajg fragmentacji na cze$é statg oraz
cze$¢ zmienna. Jednak po poddaniu samej czesci zmiennej dziataniu enzymoéw
proteolitycznych, zauwazono nietypowa dla pozostatych tancuchdéw lekkich opornos$é na ich
dziatanie [*]. W pracy Siraca i wsp. [**] metodami inzynierii genetycznej zastapiono mysi
fragment zmienny tancuchéw lekkich (Vy), ludzkim fragmentem zmiennym (Vy)
pochodzacym od pacjentéw z zespotem Fanconiego w przebiegu szpiczaka mnogiego. Myszy
transgeniczne rozwinety zespdt Fanconiego z typowymi patologicznymi zmianami w nerkach:
obecnoscig wewnatrzkomdrkowych wtretéw, powiekszeniem mitochondriéw i zmianami
w rgbku szczoteczkowym komérek kanalikow proksymalnych nerek oraz objawami dysfunkgji
kanalikdéw proksymalnych. Zauwazono réwniez, ze rozlegtos¢ zmian nerkowych koreluje
ziloscig fancuchow lekkich produkowanych przez komorki plazmatyczne. W komdrkach
cewek proksymalnych myszy transgenicznych zauwazono mniej krystalicznych wtretéw
w porownaniu do komoarek ludzkich, a takze bardziej tagodne zmiany morfologii komérek
cewek proksymalnych i nieobecno$¢ w moczu glukozy oraz aminokwaséw [*].

tancuchy lekkie produkowane przez chorych, u ktérych rozwija sie zespo6t Fanconiego,
charakteryzujg sie wysoka homologia dotyczacg struktury pierwszorzedowej czesci statej.
Zwykle sg produktem niezréznicowanego genu 02/012 lub podobnego genu 08/018
kodujgcych czes¢ zmienng tancuchéw kappa podtypu 1. Cechg charakterystyczng produktow
wspomnianych gendéw jest obecnos¢ nietypowej hydrofobowej reszty aminokwasowej
w pozycji 30 tancucha polipeptydowego pierwszej petli regionu determinujgcego
dopasowanie. Dodatkowe badania nad czescia zmienna tancuchdw lekkich zwigzanych
z patogenezg zespofu Fanconiego, ujawnity w wiekszosci przypadkdow obecnosé
hydrofobowej reszty aminokwasowej w pozycji 94. Jednoczesne wystepowanie reszt
hydrofobowych w pozycjach 30 i 94 czesci zmiennej tancuchdéw lekkich warunkuje
najprawdopodobniej opornos¢ biatka na dziatanie enzymoéw proteolitycznych. Powoduje to
wewnatrzkomdrkowg akumulacje FLC. W innym modelu mysim zastgpienie niepolarnej
alaniny w pozycji 30 aminokwasem polarnym, spowodowato zahamowanie krystalizacji
fragmentow taricuchow lekkich w komérkach cewek proksymalnych [*°]. Istnieja jednak
badania, w ktérych dowiedziono, ze niektére monoklonalne fragmenty czesci zmiennej
tarnicuchéw kappa podtypu 1 oraz podtypu lll nie wykazujg opornosci na dziatanie
lizosomalnych enzymoéw proteolitycznych i nie tworzg wewnatrzkomodrkowych wtretéw.
Pomimo to mogg prowadzi¢ do rozwiniecia petnoobjawowego zespotu Fanconiego lub

czeéciowej dysfunkcji kanalikéw proksymalnych blizszych [***°

]. Dane te sugeruja, ze nie
tylko zdeponowane wewngatrzkomérkowo formy krystaliczne tancuchéw lekkich biorg udziat
w patogenezie zespotu Fanconiego, ale i same tancuchy lekkie majg bezposredni toksyczny

wpltyw na komérki kanalikéw nerkowych. W pracy Cogne i wsp [*'] dwie linie komérkowe
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z cewek nerkowych proksymalnych byty inkubowane z monoklonalnymi taricuchami lekkimi
CHEB, ktore u ludzi prowadzg do powstania zespotu Fanconiego. Inkubacja z tancuchami
CHEB prowadzita do obnizenia syntezy DNA oraz dziatata hamujgco na proliferacje komorek
(efekt nefrotoksyczny obserwowano juz dla stezen >20 pg/ml). Dziatanie takie jest
specyficzne dla tancuchéw lekkich zwigzanych z zespotem Fanconiego. W prébie kontrolnej
inkubowano komorki cewek proksymalnych z tancuchami BON otrzymanymi od pacjentéw
z LCDD i nie zaobserwowano znaczacego wptywu na proliferacje komérek. Do wytworzenia
wewnatrzkomodrkowych wtretéw z glomerulopatycznych FLC konieczna jest dtuzsza niz 48h

ekspozycja komérek cewek proksymalnych na ich dziatanie [*1].

1.4.3 AL amyloidoza

Amyloidozy to grupa chordb, ktérych cechg charakterystyczng jest wystepowanie
zewnatrzkomodrkowych depozytéw biatkowych. Amyloidozy definiowane sg przez rodzaj
biatka bedacego prekursorem wtdkien fibrylarnych tworzacych ztogi amyloidowe. Do tej pory
zidentyfikowano przynajmniej 28 biatek, ktérych odktadanie w tkankach staje sie przyczyna
powstawania réznych chordéb z tej grupy [*’]. Do biatek bedacych prekursorami ztogéw
amyloidowych w réznych tkankach nalezg m. in.: wolne tancuchy lekkie immunoglobulin
(w przebiegu gammapatii monoklonalnych), transtyretyna (u chorych z amyloidozg starczg
lub rodzinng), surowiczy amyloid A (w przebiegu przewlektych choréb zapalnych
lub nowotwordéw ztosliwych) czy B2-mikroglobulina (u chorych przewlekle dializowanych).
Tabela 1 przedstawia sze$s¢ najczesciej wystepujgcych typdw amyloidoz oraz biatek
prekursorowych. Pomimo réznorodnej budowy i funkcji prekursoréw, powstate ztogi
amyloidowe majg podobng strukture.

Amyloid jest nierozpuszczalng formg tworzacego go biatka, uksztattowana
w nierozgatezione widkna, ktdére powstajg poprzez niekowalencyjne oddziatywanie
podjednostek  biatkowych. Dodatkowym  uniwersalnym  sktadnikiem depozytéw
amyloidowych jest tzw. komponenta P amyloidu - glikoproteina, ktérg mozina réwniez
znalez¢ w formie wolnej we krwi (ang. serum amyloid P, SAP) . Cecha wspdlng ztogdéw
amyloidowych, bez wzgledu na rodzaj biatka bedgcego ich prekursorem, jest zdolnosc
wigzanie barwnikdéw takich jak: czerwien Kongo czy tioflawina. Cecha ta wykorzystywana jest
w celach diagnostycznych. Umiejscowienie tworzacych sie ztogdw odrdznia amyloidozy
narzgdowe, gdzie depozyty biatkowe odktadajg sie gtéwnie w jednym narzadzie (np. nerkach,
sercu czy oSrodkowym uktadzie nerwowym) od systemowych, w ktérych agregaty biatkowe
zlokalizowane sg w kilku réznych organach.

Kliniczne manifestacje amyloidoz zwigzane sg przede wszystkim z obecnoscia
depozytéw biatkowych w réinych organach, a co za tym idzie, z uposledzeniem funkgcji
zajetych narzadéw. Mechanizmy prowadzgce do uszkodzenia tkanek, w ktorych odktadajg
sie ztogi biatkowe, nie sg jeszcze do korica poznane. Prosta teoria ttumaczaca postepujace
uszkodzenie organdw zajetych przez proces amyloidogenezy zastepowaniem substancji
miedzykomdrkowej przez witdkna amyloidowe, jest niewystarczajgca. Wydaje sie, ze
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w przebiegu takich chordb spichrzniowych jak: choroba Alzcheimera czy amyloidoza
transtyretynowa (ATTR) wifasciwosci cytotoksyczne wykazujg jedynie oligomeryczne
prekursory ztogéw amyloidowych, nie zas same widkna amyloidowe. Podobnie
prawidtowosci wystepuja w przypadku amyloidozy taricuchdéw lekkich immunoglobulin (AL).
Istniejg przestanki przemawiajgce za cytotoksycznoscig samych amyloidogennych faiicuchéw
lekkich. Palladini i wsp. w badaniach na grupie 171 pacjentéw ze zdiagnozowang AL
almyloidozg oraz obecnoscig ztogédw amyloidowych w sercu’ zaobserwowali interesujaca
zaleznos¢. Wykazali, ze wraz ze spadkiem stezenia amyloidogennych tancuchéw lekkich
we krwi na skutek zastosowanej chemioterapii, spada stezenie N-korncowej czesci prekursora
peptydu natriuretycznego (NT-proBNP) w osoczu, czemu towarzyszy poprawa funkcji serca
i wydtuzenie czasu przezycia pacjenta. Jednoczes$nie wartym odnotowania jest fakt,
ze spadkowi NT-proBNP nie towarzyszyty oznaki zmniejszenia sie ztogdéw amyloidogennych
w tkance serca [**].

Identyfikacja biatka tworzgcego ztogi amyloidowe jest niezwykle istotna dla diagnostyki
choroby. Rodzaj biatka bedacego prekursorem amyloidu determinuje sposdb leczenia
pacjenta. W przypadku amyloidozy tancuchéw lekkich celem terapii jest zniszczenie
patologicznych klonéw komdrek plazmatycznych, a co za tym idzie, obnizenie stezenia
krgzacych wolnych taricuchéw lekkich.

Amyloidoza AL jest najczestszg postacia amyloidozy. Wedtug danych Roberta Kyla
21992 roku zapadalnoéc’iii na AL amyloidoze w Stanch Zjednoczonych wynosi 0.89 [*°].
Wystepowanie amyloidozy towarzyszy 10-15% przypadkom szpiczaka mnogiego, chod
ze wzgledu na problemy z wykrywaniem tej choroby wydaje sie obecnie, ze liczba ta jest
niedoszacowana. W grupie chorych na szpiczaka amyloidoza zazwyczaj rozwija sie w trakcie
choroby, ale moze sie réwniez zdarzy¢, ze rozwdj amyloidozy wyprzedza objawowg postac
szpiczaka mnogiego (0.4% przypadkow) ). Pacjenci z AL amyloidozg zwykle charakteryzujg
sie wystepowaniem w szpiku niskiego (ok. 5-10%) odsetka komdrek plazmatycznych oraz
manifestacjami klinicznymi zaburzen funkcji jednego lub kilku organdéw innych niz szpik
kostny (tabela 2)

W wiekszosci przypadkéw amyloidozy AL wtdékna fibrylarne wyizolowane z tkanek
pacjentéw sktadajg sie z czesci zmiennej (VL), ktdrej towarzyszy fragment czesci statej
tancuchow lekkich (CL) lub wytgcznie z czesci zmiennej. Nieliczne sg przypadki, gdy ze ztogéw

obecnos¢ ztogow amyloidowych w sercu oceniano badaniem echokardiograficznym i okreslona jako srednig
grubosc sciany lewej komory (mean left ventricular wall thickness) > 12 mm, przy réwnoczesnym braku innych
potencjalnych czynnikéw wywotujgcych przerost lewej komory serca

" liczba nowo zarejestrowanych przypadkow konkretnej choroby w przedziale czasu (roku) na 100 tys. 0sob
badanej populacji
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biatkowych wyizolowano cate biatko. Nie ma jednak danych, ktére by jednoznacznie
okreslity, czy tworzenie ztogdéw biatkowych z fragmentow faricuchéw lekkich jest zwigzane
z ich wczesniejszg proteolizg, czy moze wadliwg syntezg, prowadzgca do powstania jedynie
fragmentu tego biatka [>'].W przebiegu AL amyloidozy komorki plazmatyczne produkujace
prekursory wtékien fibrylarnych okoto 3 razy czesciej wykazujg ekspresje tancuchéw lekkich
typu lambda niz kappa [*®]. Diagnostyka AL amyloidozy obejmuje przede wszystkim badanie
szpiku kostnego pod katem obecnosci monoklonalnych komodrek plazmatycznych oraz
wykazanie obecnosci amyloidu w tkankach. Amyloidowe ztogi biatkowe wykazujg
charakterystyczne jasnozielone zabarwienie widoczne we fluorescencyjnym mikroskopie
polaryzacyjnym po wybarwieniu czerwienig Kongo oraz zéttozielong fluorescencje po
barwieniu tioflawing. Aspiracja tkanki ttuszczowej srddbrzusza i badanie aspiratu pod katem
obecnosci witdkien fibrylarnych przy uzyciu wspomnianych barwnikédw jest prosta
i nieinwazyjng metodg stosowana w diagnostyce AL amyloidozy. Jednak metoda ta daje
wynik dodatni w 70% przypadkdw, stad istnieje niekiedy koniecznos¢ uzyskania materiatu
bezposrednio z zajetego organu. Oznaczanie wolnych taficuchdéw lekkich kappa oraz lambda
w surowicy, elektroforetyczne wykrywanie biatka monoklonalnego w surowicy czy biatka
Bence-Jonesa w moczu oraz immunofiksacja surowicy s3 badaniami wykazujagcym
pomocniczg warto$¢ w diagnostyce AL amyloidozy w stosunku do badania bioptatu
tkankowego.

Problem amyloidozy taincuchdéw lekkich dotyczy przede wszystkim oséb starszych.
Srednia wieku wéréd oséb dotknietych ta choroba w momencie zdiagnozowania schorzenia
wynosi ok. 65 lat. Nierzadko choroba charakteryzuje sie szybka progresjg i konczy smiercig

pacjenta [*°].
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Tabela 1 Zestawienie najcze$ciej wystepujacych amyloidoz systemowych (wg. Merlini

i wsp.) [52].
MIEJSCE SYNTEZY >
PRECURSOR/ ZACHOROWALNOSC/
TYP X BIALKA
SKROT ROK
PREKURSOROWEGO
monoklonalne szpik Kostn
Amyloidoza wolne fancuchy nor\)/votworo}\,/:/e
tancuchéw lekkich lekkie . 4.5/100,000
. . . . komérki
immunoglobulin immunoglobulin lazmatvezne
(FLC) P 4
surowicze
Amyloid biatk
myloicoza atko watroba 0.5-1/ 100,000
odczynowa amyloidowe A

Starcza amyloidoza

ukladowa

Amyloidoza B
mikroglobuliny

Amyloidoza rodzinna:

= Amyloidoza

transtyretyny

= Amyloidoza

fibrynogenu

(SAA)

transtyretyna

B2

mikroglobulina

wariant
transtyretyny
zawierajacy
ponad 100
mutacji
wariant
fibrynogenu

watroba w ponad
90% przypadkéw

nerki

watroba w ponad
90% przypadkow

watroba

< 5% przyp.
zachorowan na
amyloidoze
<1/100,000
(< 5% przyp.
zachorowan na
amyloidoze)
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Tabela 2 Objawy kliniczne amyloidozy zwigzane z zajeciem réznych

(wg. Merlini i Gertz) [5260].

narzadéw

ORGAN MANIFESTACJE KLINICZNE % PACJENTOW
Z AMYLOIDOZA
UKLADOWA
. Zespot nefrotyczny (biatkomocz; > 0,5 g/ 24h) 70
Nerki i o
Niewydolno$¢ nerek 50
Kardiomiopatia:
Serce L] pogrubiona éc_ia}na serca,. _ . , 60
= zmiany w zapisie EKG (niski woltaz zespotéw QRS)
" zZmniejszona pojemnos$¢ minutowa serca
Cholestatyczne uszkodzenie watroby:
= hepatomegalia (> 15 cm) - twarda, nietkliwa
watroba
Watroba =  zZnacznie podw_stzona aktywn_oéé alkaicznej 55
fosfatazy przy jednoczesnym nieznacznym
wzro$cie poziomu aminotransferaz
Ztogi amyloidowe najczeSciej zlokalizowane w obrebie
zatok watrobowych.
Neuropatia obwodowa:
= symetryczna czuciowo-ruchowa obwodowa 20
neuropatia konczyn dolnych
Uklad Neuropatia uktadu autonomicznego:
nerwowy = zaburzenia perystaltyki zotadka,
= pseudozaparcia 15
= zaburzenia mikcji
» niedoci$nienie ortostatyczne
= powiekszenie jezyka (objaw patognomoniczny)
= zmiany skérne w tym krwiak okularowy
Tkanki = artropatia
. . : . . 10
miekkie = chromanie przestankowe (ztogi amyloidu

w naczyniach),
= powiekszenie weztéw chtonnych
=  zespot ciesni nadgarstka
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1.4.4 Choroba depozytow biatkowych z fancuchdw lekkich (LCDD).

Innym przyktadem choroby, w ktdrej dochodzi do odktadania sie w tkankach ztogéw
biatkowych utworzonych z tancuchdéw lekkich immunoglobulin jest choroba depozytéw
biatkowych tancuchéow lekkich (LCDD — ang. light chain deposition disease). Patologiczne
ztogi biatkowe nie przybierajg charakterystycznej, uporzadkowanej formy witdkien
fibrylarnych, lecz odktadajg sie w tkankach w postaci amorficznych struktur. Tego typu
amorficzne struktury nie wigzg czerwieni Kongo oraz nie oddziatywujg z tioflawina.
Zauwazono rowniez, iz amorficzne agregaty biatkowe nie zawieraja komponenty P [®1].
Podobnie jak AL amyloidoza, LCDD zwigzana jest czesto z wystepowaniem szpiczaka
mnogiego (58% przypadkéw LCDD zwigzana jest z objawowym szpiczakiem mnogim, 17%
z MGUS - monoclonal gammopathy of undetermined significance [%]). Znamienne jest,
ze w przebiegu choroby LCDD w wiekszosci przypadkéw produkowane sg tancuchy lekkie
kappa. Wedtug danych niektérych badaczy udziat tancuchdéw lekkich kappa w tworzeniu
depozytéw biatkowych w przebiegu LCDD siega 92%. S to gtéwnie taricuchy lekkie podtypu
Vi IV [®3]. Jest to kolejna cecha réznicujaca chorobe depozytéw biatkowych od amyloidozy
AL z uporzadkowanymi fibrylarnymi ztogami biatkowymi, gdzie patologiczny klon komérek
plazmatycznych zwykle produkuje taricuchy lekkie typu lambda.

W badaniach autopsyjnych wykonanych w grupie 57 oséb zmartych na skutek
niewydolnosci nerek w przebiegu szpiczaka mnogiego, lvanyi i wsp. [*] wykazali u 5% z nich
obecnos$é ztogdw biatkowych charakterystycznych dla LCDD. 11 % badanych miato w nerkach
ztogi amyloidowe, a w 32% przypadkach zdiagnozowano nefropatie wateczkowa.
Z przytoczonych danych wida¢, ze choroba LCDD jest stosunkowo rzadkim powiktaniem
szpiczaka mnogiego. Choroba ta 2.5 raza czesciej dotyka mezczyzn, za$ mediana wieku
pacjentéw, u ktérych zdiagnozowano LCDD wynosi 58 lat. Najwazniejsze cechy kliniczne
i manifestacje LCDD zostaty zebrane w tabeli 3.

Czasem u pacjentéw ze szpiczakiem mnogim, u ktdrych uprzednio nie zaobserwowano
oznak deponowania taincuchéw lekkich w tkankach, LCDD rozwija sie w okresie nawrotu
choroby, jako skutek uboczny zastosowanej chemioterapii. Cytostatyki, stosowane
u pacjentéw z réznymi postaciami gammapatii monoklonalnej, indukujg mutacje i w ten
sposdb mogg przyczynia¢ sie do powstania czgsteczek immunoglobulin wykazujgcych
nieprawidtowosci strukturalne [*4].

Depozyty biatkowe w przebiegu LCDD odktadajg sie gtéwnie w nerkach. Procesowi
temu towarzyszy biatkomocz (nierzadko >3 g/dobe) oraz krwiomocz. U wiekszosci pacjentéow
z LCDD funkcja nerek gwattownie pogarsza sie, co zwigzane jest z postepujgcym zapaleniem
ktebuszkow nerkowych Iub ostrym cewkowo-srddmigzszowym zapaleniem nerek
wywotanym cytotoksycznym dziataniem odktadajgcych sie w migzszu nerek tancuchéw
lekkich. Niewydolnos¢ nerek pojawia sie w tej grupie pacjentdw bardzo czesto (>90%
przypadkéw), bez wzgledu na stezenie monoklonalnych taricuchéw lekkich we krwi [%].
Gulliermo i wsp. [*’], prébujac wyjasni¢ patomechanizm toksycznego dziatania taricuchéw
lekkich na nerki, zaproponowali istnienie w komdrkach mezangialnych ktebuszka nerkowego
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receptora, z ktérym tacza sie tancuchy lekkie uruchamiajgc kaskade zmian prowadzacych
do wytworzenia charakterystycznego obrazu histopatologicznego.

Okazuje sie, ze rézny jest wptyw na tkanki ztogédw biatkowych uformowanych w wtékna
fibrylarne oraz tworzacych amorficzne agregaty. W badaniach na nerkowych komdrkach
mezangium wykazano, ze gdy komorki te byty inkubowane z tancuchami lekkimi od chorych
z LCDD nastepowat wzrost aktywnosci czynnikéw proliferacyjnych (np. transformujacego
czynnika wzrostu beta - TGFB)z towarzyszacym mu spadkiem aktywnosci proteaz
(np. kolagenazy IV lub metaloproteinazy 7). W rezultacie tych zmian obserwowano wzrost
produkcji biatek zewnatrzkomdrkowej macierzy mezangialnej (kolagenu typu IV, lamininy,
fibronektyny) oraz apoptoze komédrek. Gdy komdédrki mezangium byly inkubowane
z tancuchami od chorych z AL efekt byt przeciwny. Wzrastata aktywnosé kolagenazy IV,
natomiast aktywnos¢ TGFf oraz stezenie biatek substancji miedzykomdrkowej malato.
Wtbékna uporzagdkowanego amyloidu w przebiegu AL amyloidozy zastepujag macierz
miedzykomorkowa komorek mezangium, natomiast proliferacja substancji
miedzykomorkowej w przebiegu LCDD prowadzi do wytworzenia charakterystycznych zmian
guzkowych niebarwigcych sie czerwieniag Kongo oraz tioflawing, ktére w badaniach
immunomorfologicznych z surowicami anty-k lub anty-A wykazujg silne $wiecenie. Jest ono
widoczne najczesciej w ktebuszkowych btonach podstawnych oraz btonie podstawnej cewek
nerkowych [°9].

Mediana przezycia w LCDD wynosi 4 lata. Schytkowa niewydolnos¢ nerek wymagajaca
zastosowania dializoterapii rozwija sie zwykle w okresie krotszym niz 3 lata od momentu
rozpoznania [*]. W tabeli 3 zabrano najwazniejsze cechy charakteryzujace chorych z choroba
depozytéw faricuchow lekkich immunoglobulin.

Bez wzgledu na forme, jaka przyjmujg ztogi biatkowe oraz typ oddziatywan
z komdrkami zajetego organu, ich obecnos¢ zawsze powoduje uposledzenie funkcji zajetego
narzadu. Zdefiniowanie czynnikdw i mechanizméw prowadzacych do rozwoju choréb
zwigzanych z odkfadaniem sie w tkankach wolnych tancuchéw lekkich, czy z ich
bezposrednim dziataniem toksycznym na tkanki jest niezwykle istotne w kontekscie
odpowiedniego leczenia, a tym samym poprawy jakosci i przedfuzenia zycia pacjentow.
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Tabela 3 Charakterystyka chorych z choroba depozytéw biatkowych z tancuchéw lekkich

immunoglobulin - LCDD (wg. Jimenez-Zepeda)|[¢2]

Mediana wieku pacjentéw 58 lat
Wspoétczynnik ptci (mezczyzni:kobiety) 2.5
Nadcisnienie (% chorych, u ktérych wystgpit dany objaw) 53%
Krwiomocz (% chorych, u ktérych wystapit dany objaw) 45%
Mediana stezenia kreatyniny w momencie diagnozy [umol/L] 232
Mediana dobowego wydalania biatka z moczem w momencie 3.74
diagnozy (g/dzien)
Obecnos¢ biatka monoklonalnego (surowica lub mocz) 88%
Pacjenci z tancuchami typu kappa 92%
Pacjenci ze szpiczakiem mnogim 50-58%
Najczesciej zajete organy (% chorych z zajetym organem):

= nerki 93-100%

= watroba 23%

= obwodowy uktad nerwowy (polineuropatia) 20%
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1.4.5 Czynniki wptywajagce na tworzenie sie depozytdw tancuchdw lekkich
immunoglobulin.

Tworzenie nierozpuszczalnych struktur z biatka, ktére pierwotnie ma forme
rozpuszczalng jest procesem ztozonym, a jego molekularne podtoze nie jest jeszcze do korica
poznane. Fakt, ze u chorych z amyloidozg nawet po przeszczepie zajetego narzgdu ponownie
dochodzi do tworzenia sie ztogédw biatkowych sSwiadczy, ze patomechanizm tworzenia
depozytéw biatkowych nie jest zwigzany wyfacznie z samym zajetym organem. Wiadomo
rowniez, ze nie zawsze w przebiegu gammapatii monoklonalnych dochodzi do tworzenia sie
amyloidowych lub amorficznych ztogdw, co sugeruje koniecznos¢ szukania odpowiedzi na
pytanie o patomechanizm tworzenia ztogéw biatkowych w strukturze samego biatka.
Z drugiej strony préby wytworzenia z prekursoréw biatkowych wtékien fibrylarnych czy
amorficznych ztogéw w warunkach In vitro nie zawsze konczg sie powodzeniem. Stad
whniosek, ze na proces tworzenia ztogdw biatkowych skfada sie wiele réznych czynnikéw,
obejmujacych przede wszystkim interakcje miedzy $rodowiskiem i samym biatkiem [*].
Tworzenie ztogdéw biatkowych zwigzane jest najprawdopodobniej z oddziatywaniami
pomiedzy eksponowanymi w czesciowo sfatdowanym biatku hydrofobowymi resztami
aminokwasowymi. Wyodrebnienie w pierwszorzedowej strukturze biatka specyficznych
fragmentow, ktére w szczegdlny sposéb pretendujg do tworzenia agregatdw, jest bardzo
trudne ze wzgledu na duzg zmiennosc strukturalng, jaka charakteryzuje czasteczki FLC.

Cechg wspdlng biatek bedacych prekursorami wtékien amyloidowych jest obecnos¢
struktury beta. Badanie struktury krystalicznej tancuchdéw lekkich immunoglobulin wykazato,
ze zaréwno czes¢ zmienna, jak i czes¢ stata faricuchéw sg czasteczkami biatkowymi bogatymi
w strukture beta. Region zmienny tancuchéw lekkich immunoglobuliny 1gG sktada sie
z wysoce konserwatywnych regiondw zrebowych utworzonych przez antyrownolegte
struktury o konformacji beta oraz trzech petli zawierajgcych region warunkujgcy
dopasowanie przeciwciata do antygenu. Dwie struktury beta kartki stanowigce najbardziej
hydrofobowg wewnetrzng czes¢ domeny, utworzone sg przede wszystkim przez aminokwasy
o charakterze hydrofobowym. Aminokwasy hydrofilowe tworzg konserwatywne mostki
wodorowe z innymi resztami hyrofilowymi lub ze szkieletem polipeptydowym, co zapewnia
stabilnos¢ catej struktury. Dwie antyrownolegte struktury beta kartki stabilizowane s3
dodatkowo przez mostek disiarczkowy, ktéry tworza: reszta cysteinowa w pozycji 23 oraz
reszta cysteinowa w pozycji 88. Poniewaz aminokwasy w hydrofobowym wnetrzu biatka sg
Scisle upakowane, nie bez znaczenia dla stabilnosci catego biatka jest ksztatt i rozmiar reszt
aminokwasowych tworzacych hydrofobowy rdzen. Cze$¢ zmienna stabilizowana jest
dodatkowo przez mostek solny utworzony przez kwasng reszte kwasu asparaginowego
w pozycji 82 oraz zasadowg reszte argininy w pozycji 61 1.

Posrdd biatek, ktére mogg by¢ zaangazowane w patomechanizm choréb zwigzanych
z odktadaniem sie w tkankach depozytdw biatkowych u ludzi, faricuchy lekkie wyrézniajg sie
najwiekszg zmiennoscig dotyczgcy sekwencji aminokwasowej. Region zmienny taricuchow
lekkich (VL), a w szczegdlnosci jego fragment zwany regionem warunkujgcym dopasowanie
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(CDR), jest unikalny dla kazdego klonu komodrek plazmatycznych i stanowi miejsce
szczegblnie podatne na powstawanie w nim mutacji. taincuchy lekkie immunoglobulin
posiadajg s$rednio 10-12 substytucji aminokwasowych w stosunku do biatka, ktére
powstatoby jako produkt genu macierzystego [*®]. Ta zmienno$¢ w budowie czesci zmiennej
tancuchow lekkich immunoglobulin wptywa na réing tendencje do agregacji. Produkty
pewnych klonéw komodrek plazmatycznych majg szczegdlng tendencje do tworzenia ztogdéw
amyloidowych, podczas gdy fancuchy lekkie innych klondw pozostajg rozpuszczone
w roztworach wodnych. Pomimo, ze molekularne podstawy tworzenia amyloidowych
wtdkien fibrylarnych czy amorficznych ztogéw fanicuchdow lekkich nie sg jeszcze do kornca
poznane, zauwazono pewne reguly. Patogeneza amyloidozy AL, gdzie depozyty biatkowe
majg strukture uorganizowanych wtékien, oraz choroby depozytéw taricuchow lekkich
(LCDD), gdzie wystepuja amorficzne depozyty biatkowe, czesto zwigzana jest
z wystepowaniem gammapatii monoklonalnej. Fakt, iz taicuchy lekkie immunoglobulin
odpowiedzialne za tworzenie depozytéw biatkowych s produktem jednego klonu,
identycznym w kontekscie ich sekwencji aminokwasowej, zainspirowat badaczy
do poszukiwania odpowiedzi na pytanie o czynniki wywotujgce zwiekszong tendencje biatka
do agregacji w jego strukturze pierwszorzedowej [*°]. Wyrézniono sekwencje aminokwasowe
wspdlne dla wielu rodzajéw prekursoréw amyloidu taricuchéw lekkich [°]. Bazujac na
wspotczesnej wiedzy, amyloidoze tancuchdéw lekkich, mozna uwazaé za chorobe
konformacyjna.

Badania nad czestosScia wystepowania amyloidozy w obrebie poszczegdélnych
podtypdw tancuchéw lekkich immunoglobulin wykazaty, iz prawie wszystkie podtypy moga
by¢ zaangazowane w tworzenie depozytow biatkowych. tancuchy lekkie lambda sg czesciej
zaangazowane w tworzenie ztogéw amyloidowych o uporzgdkowanej strukturze w przebiegu
amyloidozy AL. W tym kontekscie warto wspomnie¢, ze taincuchy lekkie typu lambda majg
wiekszg tendencje do tworzenia dimerdéw oraz réznego rodzaju oligomeréw w poréwnaniu
do taniicuchdéw typu kappa. Sg wolniej wydalane przez nerki, co réwniez moze mie¢ znaczenie
dla tworzenia fibrylarnych wtékien amyloidowych [*]. Podtypem taricuchéw lekkich lambda
o zwiekszonej tendencji do tworzenia amyloidowych depozytéw biatkowych jest podtyp A IV.
tancuchy lekkie kappa natomiast dwa razy czesciej niz tancuchy lekkie lambda sa
zaangazowane w tworzenie amorficznych ztogédw biatkowych, w przebiegu choroby
depozytéw taricuchéw lekkich (LCDD) [”°]. Nie odkryto podtypéw taficuchéw lekkich kappa,
ktére cechowataby wyjgtkowa zdolno$¢ do tworzenia agregatéw, chociaz wydaje sie, ze
rzadki podtyp x IV wykazuje zwiekszong tendencje do tworzenia granularnych ztogdow

2. Wspomniany podtyp k IV odrdznia sie od pozostatych dtuiszg petla

biatkowych [
utworzong przez pierwszy rejon determinujgcy dopasowanie (CDR1) zawierajgcy
hydrofobowe reszty aminokwasowe.

Agregaty tancuchow lekkich immunoglobulin  w przebiegu AL amyloidozy
sg w gtéwnej mierze zbudowane z czesci zmiennych tancuchéw lekkich. W ostatnich pracach

pojawiaja sie réwniez doniesienia o ztogach biatkowych utworzonych przez kompletne
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czasteczki tancuchdéw lekkich. W przebiegu LCDD granularne ztogi zawsze utworzone sg
z catych czagsteczek tarcuchow lekkich, a u czesci pacjentéw obecne sg dodatkowo ich
fragmenty ["*].

W modelowym eksperymencie z wykorzystaniem rekombinowanych faincuchéw
A wykazano, ze stabilnos¢ fragmentow tancuchéw lekkich (LC — light chains) zmienia sie
w szeregu: V| < cata czasteczka LC < C,. Zatem czes¢ stata faicucha lekkiego petni role
stabilizujgcg cata czgsteczke tancucha, natomiast cze$s¢ zmienna moze wptyngé
destabilizujaco na te czasteczke [’*]. Sytuacja, gdy mutacja w czesci zmiennej taricuchéw
lekkich  immunoglobulin  powoduje wyeksponowanie czesci hydrofobowej, moze
spowodowac destabilizacje drugorzedowej struktury biatka i by¢ przyczyng nabrania przez
to biatko cech amyloidogennosci lub pojawienia sie tendencji do tworzenia amorficznych
agregatéw danego biatka. Jednym ze spektakularnych przyktadéw, kiedy zamiana jednego
aminokwasu w konserwatywnej czesci sekwencji aminokwasowej tancuchdéw lekkich
immunoglobulin wywotuje nabranie cech amyloidogennosci jest zamiana konserwatywnej
proliny w pozycji 40 na leucyne [%%]. w jednej z prac nad wptywem pierwszorzedowej
struktury tancuchow lekkich immunoglobulin na ich tendencje do tworzenia ztogéw
amyloidowych zidentyfikowano kilka kolejnych pozycji oraz reszt aminokwasowych, ktore
odrdzniajg biatka zwigzane z tworzeniem amyloidu od biatek niewykazujgcych tendencji do
tworzenia widkien fibrylarnych. Okazuje sie, ze mostek solny, ktéry zwykle utworzony jest
pomiedzy Arg-61 oraz Asp-82 dwdch regiondw zrebowych czesci zmiennej taricuchow lekkich
immunoglobulin ma kluczowe znaczenie dla stabilnosci czgsteczek tego biatka. Mutacje
powodujgce zastgpienie jednej z reszt aminokwasowych tworzgcych mostek solny, prowadzg
do destabilizacji catego biatka. Zastgpienie Arg-61 neutralng reszta aminokwasowgq jak np.
Asn prowadzi in vitro do tworzenia sie wtdkien fibrylarnych, natomiast zastgpienie Asp-82
neutralng resztg aminokwasowg jak np. Leu prowadzi do tworzenia amorficznych ztogow
biatkowych [’]. Fakt, ze zastgpienie Asp-82 przez Leu prowadzi do destabilizacji farnicuchow
lekkich immunoglobulin i tworzenia amorficznych ztogéw biatkowych w tkankach zostat
takze potwierdzony w badaniach in vivo [”°]. Powyisze eksperymenty zaowocowaty
spostrzezeniem, iz sekwencja pierwszorzedowa tancuchéw lekkich tworzgcych ztogi biatkowe
ma wplyw nie tylko na samo zjawisko powstawania depozytéw w tkankach, ale takze na ich
morfologie ['*]. Jednakie ogromna réznorodnosé¢ pierwszorzedowej  struktury
monoklonalnych tancuchdéw lekkich immunoglobulin otrzymanych od réznych pacjentéw
utrudnia identyfikacje sekwencji aminokwasowej, ktéra w szczegélny sposéb bytaby
odpowiedzialna za nabranie przez biatko cech amyloidogennosci czy pojawienia sie tendencji
do tworzenia amorficznych agregatéw. Spostrzezenie, iz niezaleznie od czynnikéw
srodowiskowych pewne tancuchy lekkie majg tendencje do tworzenia amyloidu bardzo
dobrze ilustrujg wyniki eksperymentu, w ktérym myszom, wstrzyknieto dootrzewnowo
faicuchy lekkie otrzymane od pacjentéw z amyloidowg i w konsekwencji zaobserwowano
tworzenie oraz odktadanie w tkankach wtékien amyloidowych zbudowanych z ludzkich
tanncuchéw lekkich oraz mysiej komponenty P. Gdy wstrzykiwane byty tancuchy lekkie
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otrzymane od pacjentdéw bez ztogdéw amyloidowych, nie obserwowano tworzenia sie widkien
fibrylarnych [*’].

Jednak nie tylko zmiany w pierwszorzedowej strukturze biatka mogg wywotywac
zapoczatkowanie procesu amyloidogenezy czy tworzenia amorficznych ztogéw biatkowych.
Inkubacja taricuchdéw lekkich niewykazujacych tendencji do tworzenia ztogédw amyloidowych
z krétkimi widknami fibrylarnymi, moze byé poczatkiem tworzenia amyloidu. Badania nad
kinetykg tworzenia ztogéw amyloidowych zaowocowaty spostrzezeniem, ze tworzenie
widkien fibrylarnych z rozpuszczalnych prekursoréw jest znacznie przyspieszone w obecnosci
tzw. zarodkéw. W nieobecnosci zarodkéw etapem ograniczajgcym szybkos¢ tworzenia
wtdkien amyloidowych jest tworzenie wspomnianych krétkich wtdkien fibrylarnych, ktére
z kolei determinowane jest przez stezenie prekursoréw obecnych w $rodowisku reakgji [*°].

Fakt, iz amorficzne ztogi amyloidowe czy uporzagdkowane wtdékna fibrylarne
w przewazajgcej wiekszosci zlokalizowane sg zewngtrzkomdrkowo, wzmacnia hipoteze,
ze formowanie depozytéow biatkowych moze by¢ wyzwalane przez czynniki srodowiskowe.
Biatka nieprawidtowo sfatdowane nie s3 uwalniane poza komorke, lecz sg degradowane we
wnetrzu komorki. Mogg réwniez tworzyé wewnatrzkomoérkowe agresomy. Zjawisko to
zostato zaobserwowane dla amyloidogennych faricuchdéw lekkich SMA bedacych produktem
linii komérkowej COS-1. tancuchy lekkie SMA nie byly uwalniane na zewnatrz, natomiast
dalsze badania wykazywaty ich obecnos¢ w przyjadrowych agresomach. Jesli podobna
sytuacja zaistnieje w organizmie zywym agresomy powodujg Smieré komérki oraz uwolnienie
zagregowanego biatka na zewnatrz [.

Prawdopodobnie wiekszos¢ monoklonalnych tancuchéw lekkich immunoglobulin ma
wewnetrzny potencjat tworzenia depozytéw biatkowych. Dane na temat nabrania przez nie-
amyloidogenne fancuchy lekkie zdolnosci do tworzenia ztogdw biatkowych po wczesniejszej
proteolizie zdajg sie potwierdzac te hipoteze. Jednakze brak korelacji pomiedzy tworzeniem
widkien fibrylarnych ex vivo i pojawieniem sie ztogéw biatkowych ze sztucznie wytworzonych
fragmentow faricuchéw lekkich w tkankach [’] sugeruje niebagatelna role, jaka odgrywaja
czynniki Srodowiskowe - niezbedne, zeby zapoczgtkowac odktadanie sie biatka w tkankach.
Jednym z tego typu czynnikdéw jest odwodnienie. Zauwazono, ze 48 - godzinne pozbawienie
myszy wody znacznie przyspieszato tworzenie sie ztogéw z tancuchdw lekkich wyizolowanych
od pacjentéw z amyloidoza ['].

pH Srodowiska to kolejny czynnik petnigcy wazng role w procesie tworzenia depozytow
biatkowych. Fibrylarna czy amorficzna struktura ztogdw biatkowych z taricuchéw lekkich ma
zwigzek z punktem izoelektrycznym tworzgcych je prekursorow. Punkt izoelektryczny
faricuchéw lekkich otrzymywanych z zajetych przez proces tworzenia ztogéw tkanek
pacjentéw z AL. amyloidozg miesci sie w granicach 3.8 — 5.2. Podczas gdy biatka tworzace
ztogi w LCDD majg bardziej zasadowy charakter. Opisano jednak nieliczne przypadki, gdy
biatka tworzgce ztogi w amyloidozie AL majg charakter zasadowy. Najprawdopodobniej

biochemiczne przyczyny, ktére powodujg, ze depozyty biatkowe faricuchow lekkich
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przyjmujg posta¢ uporzgdkowanych lub amorficznych ztogdw sg o wiele bardziej
skomplikowane niz proste zaleznosci z zwigzane z punktem izoelektrycznym.

Opisano przypadek pacjenta, u ktérego obok tworzenia depozytéw biatkowych
tancuchow lekkich w tkankach (amyloidoza AL, fibrylarne ztogi biatkowe), tancuchy lekkie
wydalane byty takze z moczem. Analiza sekwencji aminokwasowej wykazata, ze zaréwno
biatko tworzgce depozyty (nierozpuszczalne) jak i biatko wydalane z moczem (rozpuszczalne)
jest N-koncowym fragmentem regionu zmiennego podtypu Ill faricuchow lekkich kappa.
Zaskakujacy wydaje sie by¢ fakt, ze in vitro w Srodowisku o fizjologicznym pH (7.4)
rozpuszczalne biatko BJ nie tworzyto uporzagdkowanych ztogédw amyloidowych,
zaobserwowano natomiast tworzenie amorficznych agregatéw. Podobnie w pH 6.5 tancuchy
lekkie tworzyly agregaty o strukturze amorficznej. Dopiero zastosowanie $rodowiska
kwasénego (pH 4.5; 5.5) umozliwito otrzymaniem widkien fibrylarnych [’®]. Opisane
doswiadczenia sugerujg wptyw na tworzenie in vivo oraz posta¢ ztogdow biatkowych
kolejnego, innego niz pH, czynnika.

Zmniejszona zdolnos¢ nerek do przesgczania faricuchow lekkich immunoglobulin ma
wptyw na tworzenie ztogéw biatkowych w nerce. Badania przeprowadzone grupie 137
pacjentéw z amyloidozg AL wykazaty, ze po zastosowaniu chemioterapii u 50% pacjentow
dochodzito do spadku stezenia fancuchdéw lekkich we krwi oraz regresje depozytow
amyloidowych []. Sugeruje to wptyw stezenia prekursoréw na nasilenie procesu
amyloidogenezy.

Jedna z hipotez powstawania ztogdw biatkowych sugeruje, ze prekursorami amyloidéw
stajg sie biatka, ktére przyjmujg konformacje charakterystyczng dla czesciowo sfatdowanych
czasteczek. Badania nad cze$cig zmienng rekombinowanych amyloidogennych fancuchow
lekkich SMA wykazaty, ze mogg one przybiera¢ dwojakiego rodzaju czesSciowo sfatdowang
strukture. Struktura, ktéra nieznacznie rézni sie od struktury czgsteczek biatka natywnego,
w przewazajgce] wiekszosci prowadzi do powstawania ztogdw amorficznych. Prekursorem
wtdkien fibrylarnych zas jest forma fancuchéow lekkich SMA o wysoce niestabilnej

konformacji ).
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1.5 Oznaczanie taricuchow lekkich oraz wolnych taricuchdw lekkich (FLC)
w diagnostyce laboratoryjnej.

1.5.1  Gammapatie monoklonalne.

Zwiekszona produkcja monoklonalnych fancuchow lekkich nalezacych do jednego
ztypow FLC jest charakterystyczna dla chordb z grupy gammapatii monoklonalnych.
W niektérych wariantach szpiczaka mnogiego tancuchy lekkie immunoglobulin sg jedynym
fragmentem immunoglobuliny produkowanej przez nowotworowy klon komdérek
plazmatycznych. Juz odkrywca tancuchéw lekkich immunoglobulin — Henry Bence-Jones
zwrdcit uwage na istnienie zaleznos$ci miedzy obecnos$ciag w moczu odkrytego przez siebie
biatka i chorobg okreslang wtedy jako stabos¢ i kruchos¢ kosci. Metoda wykrywania biatka
Bence-Jonesa w moczu (obserwacja wytrgcajgcego sie pod wptywem ogrzewania prébki
osadu) ma juz tylko historyczne znaczenie. Wspdtczesnie powszechnie uzywane sg rdozne
warianty metod elektroforetycznych, a ostatnimi czasy coraz wieksze znaczenie uzyskuja
metody immunochemiczne wykorzystujgce nefelometrie i turbidymetrie. Wsrdd systemow
elektroforetycznych zasadnicze znaczenie dla wykrywania szpiczaka mnogiego ma klasyczna
elektroforeza na zelu agarozowym. Rozdzielajgc biatka surowicy z uzyciem elektroforezy
stwierdza sie obecnos$¢ monoklonalnej frakcji u ok. 80% pacjentéw ze szpiczakiem mnogim.
Waski odgraniczony prazek lokujgcy sie we frakcji gamma nie sprawia trudnosci
interpretacyjnych nawet dla niewprawnego obserwatora. Jednak w przypadku, gdy strefa
biatkowa zlokalizowana jest nietypowo — blisko frakcji beta, w obrebie frakcji beta lub frakcji
alfa2 globulin, konieczne staje sie siegniecie do innych wariantéw elektroforezy -
elektroforezy o podwyzszonej rozdzielczosci (HRE — high resolution electrophoresis) lub
immunofiksacji surowicy.

Pomimo, ze wymienione narzedzia diagnostyczne czesto s wystarczajgce
do postawienia prawidtowej diagnozy, wedtug niektérych autordéw istnieje réwniez

42811 - Wéréd chorych

koniecznos¢ oznaczania wolnych fancuchéw lekkich w moczu [
na choroby z grupy gammapatii monoklonalnych, 15% stanowig pacjenci ze szczegdlnym
wariantem choroby — tzw. chorobg tancuchéw lekkich [#]. Charakterystyczng manifestacjg
tego zaburzenia jest produkowanie przez nowotworowo rozrastajgce sie komorki
plazmatyczne wytgcznie wolnych faricuchow lekkich immunoglobulin. Ze wzgledu na krétki
okres pottrwania we krwi, ktory charakteryzuje FLC, zmiany biatkowe zwigzane z chorobg
sg tatwiejsze do uchwycenia w moczu pacjenta. Dlatego w panelu badan diagnostycznych
powinna znalezé sie rowniez elektroforeza biatek moczu. W laboratoriach rutynowych
stosuje sie wiele wariantéw metod elektroforetycznych mogacych stuzy¢ do wykrywania
wolnych faricuchéw lekkich immunoglobulin  w moczu. Metodg referencyjng jest
elektroforeza na zelu poliakrylamidowym z dodatkiem SDS (ryc. 6). Jest to tez wspodtczesnie
najczesciej stosowana technika do wykrycia obecnosci biatka Bence-Jonesa w moczu.
Ponadto elektroforeza biatek moczu jest jednym z elementéw oceny funkcji nerek. Obok
oszacowania ilosci wydalanych z moczem tancuchdéw lekkich, umozliwia réwniez ocene
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wydalanie z moczem innych biatek (jak albumina czy kompletne czasteczki immunoglobulin),
a wiec dostarcza informacji na temat integralnosci bfony podstawnej ktebuszkédw nerkowych.
Niewydolnos$¢ nerek stanowi bezposrednig przyczyne zgondw u ok. 25% chorych na choroby
z grupy gammapatii monoklonalnych [*4. Dlatego monitorowanie funkcji tego narzadu
wydaje sie by¢ bardzo waznym elementem opieki nad pacjentem cierpigcym na chorobe
z grupy gammapatii monoklonalnych oraz bardzo waznym parametrem prognostycznym.

Ze wzgledu na ograniczong czuto$s¢ diagnostyczng stosowanych metod
elektroforetycznych, zaistniata potrzeba stworzenia nowego testu do diagnostyki
gammapatii monoklonalnych. Nowy test bytby pomocny w sytuacjach, gdy rutynowa
elektroforeza, immunofiksacja czy nefelometryczne oznaczanie zwigzanych tancuchéw
lekkich nie s wystarczajace do postawienia prawidtowej diagnozy. Oznaczanie wolnych
tancuchow lekkich immunoglobulin z wykorzystaniem metody nefelometrycznej pojawito sie
stosunkowo niedawno wsrdd badan wykonywanych u pacjentdéw cierpigcych na schorzenia
z grupy gammapatii monoklonalnych. Test ten wykazuje pewng wyzszos¢ w stosunku do
metod  elektroforetycznych  czy  oznaczania  taincuchdéw  lekkich  zwigzanych
z immunoglobuling. Krotszy okres péttrwania (2-6 h) charakteryzujgcy wolne taricuchy lekkie
w stosunku do kompletnej czgsteczki immunoglobuliny (IgG — ok. 21 dni) lub faficuchdéw
lekkich zwigzanych, czyni ten test bardziej adekwatnym do oceny odpowiedzi pacjenta na
leczenie. Wyzsza czutos¢ testu pozwala réwniez na wczesne zdiagnozowanie pacjentéw,
u ktérych po okresie remisji dochodzi do wznowy choroby [®3]. Oznaczanie wolnych
faricuchéw lekkich metodg nefelometryczng wykazuje takze przydatnos¢ w diagnostyce
chorych na szpiczaka niewydzielniczego, gdzie kompletna czgsteczka immunoglobuliny lub
wolne tancuchy lekkie wystepujag w krwi lub moczu w stezeniach ponizej wykrywalnosci
metodami elektroforetycznymi.

Stezenie poliklonalnych fancuchéw lekkich kappa oraz lambda moze by¢
podwyzszone w chorobach reumatycznych, czy innych jednostkach chorobowych, ktérym
towarzyszy aktywacja komodrek plazmatycznych (hipergammaglobulinemie). Narzedziem
umozliwiajgcym unikniecie btednego przypisania podwyzszonych wartosci stezen taricuchéw
lekkich spowodowanych nadprodukcjg poliklonalnych immunoglobulin do objawdéw
gammapatii monoklonalnych jest obliczenie stosunku stezen wolnych taincuchéw lekkich
kappa do wolnych tafncuchdéw lekkich lambda. W chorobach charakteryzujgcych sie
monoklonalnym rozrostem komoérek plazmatycznych stosunek wolnych tancuchow
K/\ (free x/free 1) jest podwyzszona lub obnizona w odniesieniu do wartosci referencyjnej
dla tego parametru. Nieprawidlowy stosunek stezen wolnych fancuchdéw lekkich kappa
i lambda jest réwniez czynnikiem prognostycznym rozwoju gammapatii monoklonalnej
o niekreslonym znaczeniu (MGUS) czy bezobjawowego (,tlgcego sie”) szpiczaka w kierunku
choroby petnoobjawowej [%]. Co wiecej, nefelometryczne oznaczanie wolnych tancuchéw
lekkich w surowicy pozwala omingé wszelkie problemy, ktére zwigzane sg z koniecznoscig
zebrania dobowe] zbiorki moczu. Jednak pomimo niewatpliwych zalet omawianego testu
i wysokiej uzytecznosci w laboratoriach klinicznych, w praktyce laboratoryjnej obserwuje sie
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pewne niespdjnosci analityczne zwigzane z oznaczaniem wolnych faricuchéw lekkich. Trwaja
badania nad wyjasnieniem przyczyn wspomnianych niespdjnosci. Poszerzanie podstawowe;j
wiedzy na temat wiasciwosci fizykochemicznych tancuchéw lekkich zaangazowanych
w patogeneze chordéb z grupy gammapatii monoklonalnych moze byé pomocne
w wyjasnieniu budzgcych watpliwos¢ diagnosty czy klinicysty wynikdéw oznaczenia FLC,
a wiec zwiekszyé przydatnos¢ omawianego badania.

Proces asocjacji taricuchéw lekkich i ciezkich w trakcie syntezy immunoglobulin
zachodzi w retikulum endoplazmatycznym komérek plazmatycznych. Istniejg dowody na to,
ze struktura fancucha ciezkiego jednoznacznie determinuje typ tancucha lekkiego, z ktérym
sie tgczy. Wydaje sie, ze tancuchy ciezkie wykazujg wiekszg sktonno$¢ do przytaczania
tancuchow lekkich kappa. Zjawisko to, o nie do konca poznanym mechanizmie, ttumaczy
wyzsze od jednosci (1.35 — 2.65) wartosci stosunku stezen faricuchéw kappa do lambda, gdy
s one zwigzane z tancuchem ciezkim w kompletnej czgsteczce immunoglobuliny. Natomiast
wolne tancuchy lekkie lambda we krwi, ptynie mdzgowo-rdzeniowym oraz Slinie ludzi
zdrowych wystepujg w wyzszym stezeniu niz wolne tancuchy lekkie kappa. W moczu
zdrowego cztowieka obserwuje sie odwrotne zjawisko — stezenie wolnych tancuchdéw lekkich
kappa jest wyzsze niz stezenie wolnych fafdcuchow lekkich lambda. Okres poéttrwania
wolnych tafcuchéw lekkich kappa w poréwnaniu do okresu péttrwania wolnych taricuchéw
lekkich lambda we krwi jest krétszy. Za tym idzie szybsze usuwanie przez nerki do moczu
wolnych tancuchéw lekkich kappa. Jest to najprawdopodobniej konsekwencjg rdznic
w czwartorzedowej budowie taincuchéw lekkich kappa i lambda []]. Wolne tancuchy lekkie
kappa wystepujg najczesciej w postaci monomeru lub/i niekowalencyjnie zwigzanego
dimeru, natomiast wolne tancuchy lekkie lambda najczesciej wystepuja w postaci
kowalencyjnego dimeru. Opisane zjawiska majg swoje odzwierciedlenie w stworzonych
wartosciach referencyjnych dla tancuchéw lekkich immunoglobulin oraz wolnych tancuchéw
lekkich immunoglobulin oznaczanych w surowicy oraz moczu (tabela 4).

Tabela 4 Wartosci referencyjne dla stezen tancuchéw lekkich immunoglobulin
w surowicy oraz moczu (analizator Behring NEPHELOMETER 1)

Zakres wartosci referencyjnych
Nazwa testu )

surowica mocz
LCx 1.7-3.79/ <7.099 mg/I
LCA 09-21g/ <3.899 mg/I
LCk/LCA 1.35-2.65 0.75-4.5
FLC x 3.3-19.4 mg/l 1.35-24.19 mg/I
FLC A 5.71-26.3 mg/l 0.24 — 6.66 mg/I
FLC x/FLC A 0.26 — 1.65 2.04 -10.37
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Ryc. 6 Obraz elektroforezy biatek moczu na zelu poliakrylamidowym z dodatkiem SDS
prowadzonej w warunkach nieredukujgcych. Na obrazie widoczne tancuchy lekkie
immunoglobulin (biatko BJ) migrujace w strefie biatek drobnoczasteczkowych. Obok informacji
na temat obecnosci/ braku biatka BJ], SDS elektroforeza biatek moczu pozwala uzyskaé
informacje na temat integralnosci btony ktebuszkéw nerkowych. Obecno$¢ wyraznego prazka
w strefie immunoglobulin jest wskaznikiem znacznego uszkodzenia blony kiebuszkow
nerkowych.

1.5.2 Inne jednostki chorobowe

Istniejg rowniez doniesienia o probie zaadoptowania oznaczania faricuchéw lekkich
w diagnostyce choréb innych niz choroby limfoproliferacyjne (gtdwnie choroby
z autoagresji). W badaniach prowadzonych w grupie pacjentdw z reumatoidalnym
zapaleniem stawow (RZS) oraz pierwotnym zespotem Sjogrena wykazano podwyzszone
wartoéci wolnych taficuchéw lekkich w osoczu [**]. Podwyzszony poziom FLC korelowat
z nasileniem stanu chorobowego u pacjentéw z RZS oraz zajeciem dodatkowych narzaddéw
wewnetrznych u chorych z zespotem Sjoégrena.

Oznaczenie wolnych tancuchéw lekkich w ptynie mézgowo-rdzeniowym ma znaczenie
dla diagnostyki stwardnienia rozsianego, szczegdlnie u pacjentéw na wczesnym etapie

). Istnieja sugestie, ze oznaczanie indeksu wolnych faricuchéw lekkich™ kappa

choroby |
metodg nefelometryczng powinno stac sie jednym z elementéw algorytmu rozpoznawania
stwardnienia rozsianego. W pozostatych chorobach neurologicznych, ktérym towarzyszy
pojawienie sie prazkdéw oligoklonalnych w ptynie mézgowo- rdzeniowym, indeks wolnych
faricuchéw lekkich kappa takze moze by¢ podwyzszony. Jednak zawsze towarzyszy mu

wzrost indeksu wolnych tancuchéw lekkich lambda, co moze byé wykorzystane

" indeks wolnych tancuchéw lekkich — stosunek stezen wolnych tancuchéw lekkich w ptynie mdzgowo-

rdzeniowym oraz wolnych faricuchéw lekkich w surowicy
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w diagnostyce rdéznicowej MS 2. Wykazano takze, ze podwyziszony poziom wolnych
tancuchow lekkich koreluje z aktualnie toczacym sie procesem demielinizacji.
Wewnatrzoponowej syntezie oligoklonalnych immunoglobulin  zawsze towarzyszy
wewnatrzoponowa synteza wolnych taricuchéw lekkich. Ze wzgledu na bariere krew - ptyn
mozgowo-rdzeniowy okres poéttrwania wolnych tancuchéw lekkich w PMR jest
poréwnywalny do okresu péttrwania innych biatek. Dlatego nawet niewielki wzrost wolnych
tancuchow lekkich, syntetyzowanych wewngatrzoponowo razem z kompletng czasteczka
immunoglobuliny, znacznie zwiekszy indeks wolnych taricuchéw lekkich [*]. Okazuje sie, ze
immunofiksacja biatek PMR uwidacznia obecnos¢ wolnych tancuchéw lekkich
immunoglobulin jedynie u 8% pacjentéw z ogdlnoustrojowg syntezg oligoklonalnych
immunoglobulin. W przypadku niemoznosci poréwnania ogniskowania izoelektrycznego
biatek ptynu modzgowo-rdzeniowego oraz surowicy, obecnos¢ oligoklonalnych wolnych
tancuchow lekkich  immunoglobulin - w ptynie mdzgowo-rdzeniowym przemawia

za wewnatrzoponowg produkcjg immunoglobulin [®].

Jednak brak jest dostepnych
w literaturze badan na duzych grupach pacjentéw, ktére pozwolityby w sposdb realny ocenié
przydatnos¢ oznaczania wolnych tancuchéw lekkich w schorzeniach neurologicznych.
Pomimo obiecujgcych wynikow badan przeprowadzonych na niewielkich grupach pacjentéw,
jak do tej pory nie stworzono zakresu referencyjnego dla FLC oznaczanych w ptynie

mdzgowo- rdzeniowym.
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1.6 Zjawisko drabin taricuchdw lekkich immunoglobulin.

Pierwsze doniesienia o nietypowym wzorze migracji wolnych fancuchéw lekkich
zwigzane sg z wprowadzeniem nowych technik diagnostycznych — immunofiksacji biatek (IF)
oraz elektroforezy wysokorozdzielczej na zelach agarozowych (HRE). Nowe techniki
cechowata wieksza czutos¢ w wykrywaniu niewielkiej ilosci biatek oraz uzytecznosé
diagnostyczna w poréwnaniu do wczesniej stosowanych metod rozdziatu na octanie celulozy
oraz immunoelektroforezy. Jednak napotykano réwniez problemy interpretacyjne zwigzane
z pojawianiem sie wzordw migracji biatek w surowicy czy moczu, o ktérych znaczeniu
i przydatnosci w diagnozowaniu choréb poczatkowo niewiele byto wiadomo. Dotyczyto to
przede wszystkim obecnych w moczu wolnych taincuchéw lekkich. Ze wzgledu na wieksza
czutos¢ nowych technik, w obszarze gamma globulin coraz czesciej obserwowano prazki
biatkowe, niejednokrotnie uktadajgce sie we wzér opisany pdzniej jako zjawisko tworzenia
drabiny.

Zjawisko tworzenia drabin taricuchow lekkich po raz pierwszy opisane zostato w pracy
Harrisona, ktéra zapoczatkowata dyskusje na temat etiologii oraz znaczenia diagnostycznego
zjawiska wystepowania drabin FLC. [*’] Sposéb migracji taricuchéw lekkich immunoglobulin
zwany drabing najczesciej opisywany jest jako wystepowanie kilku (3-8) dobrze
odgraniczonych i réwnomiernie rozmieszczonych prazkéw zlokalizowanych we frakcji
gamma-globulin (HRE) lub reagujacych z przeciwciatami o swoistosci anty-k lub anty-A
[88:89,9091) Wedtug Harrisona wzdér migracji prazkéw tworzgcych drabine rézni sie u réznych
pacjentami pod wzgledem ilosci prazkéw oraz ich intensywnosci. Wystepowanie drabin
najczesciej wigzano z faicuchami lekkimi typu kappa, chociaz odnotowano réwniez
przypadki, gdzie za powstanie charakterystycznego wzoru migracji tancuchdéw lekkich
sktadajgcego sie z kilku prazkéw odpowiedzialne byty faricuchy kappa i lambda jednoczesnie
[®]. Jednak stezenie faincuchéw lekkich typu lambda w moczu byto nizsze, a prazki barwity
sie stabiej [*°]. Oszacowano, ze zjawisko drabin 4-6 razy czesciej zwigzane jest z faricuchami
typu kappa [*>*].

Wystepowanie zjawiska drabin, opisywanego rdéwniez jako ,pseudooligoklonalny
wzér migracji tancuchéw lekkich”, wigzane jest z poprawg czutosci technik
elektroforetycznych takich jak immunofiksacja biatek moczu. W konsekwencji poliklonalne
tancuchy lekkie, zwykle wydalane w niewielkich ilosciach do moczu, byly uwidocznione
na zelach. Obraz sktadajgcy sie z kilku prazkdw interpretowany byt jako wynik klonalnych
réznic w fadunku wolnych poliklonalnych taricuchéw lekkich. Scislej mdéwiac, rdznice
w tadunku odnoszono do wystepowania czterech podtypdw w obrebie tancuchéw kappa
oraz szesciu podtypéw w obrebie tancuchéw lambda. Podstawg do podziatu na podgrupy
jest wystepowanie znacznej homologii w sekwencji aminokwasowej tworzace] region

1911 Hipoteza ta potwierdzona byta

zrebowy (FR1) faricuchéw lekkich immunoglobulin [
przez dwa spostrzezenia. Po pierwsze, wzor drabin fancuchéw lekkich pojawia sie przede
wszystkim u pacjentéw, ktérych schorzeniom towarzyszy wzrost wydzielania do moczu
wolnych, poliklonalnych tancuchéw lekkich immunoglobulin. Moga to by¢ pacjenci
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z uszkodzeniem cewek nerkowych lub pacjenci z przewlektymi chorobami zapalnymi.
W pierwszej grupie pacjentdw obserwuje sie uposledzenie resorbcji zwrotnej biatek
drobnoczgsteczkowych (w tym wolnych, poliklonalnych tancuchéw lekkich), a w drugiej
grupie pacjentdw ma miejsce wzrost syntezy poliklonalnych taricuchdéw lekkich. Harrison
i wsp. obserwowali wspomniany specyficzny wzér migracji u 0séb z chorobami takimi jak:
zespot nabytego niedoboru odpornosci (AIDS) czy nadczynnos¢ tarczycy o podtiozu

autoimmunologicznym [*°].

W pracy MacNamara i wsp. dla potwierdzenia, iz drabiny
tancuchow lekkich immunoglobulin zwigzane sg z obecnoscia w moczu poliklonalnych
wolnych tancuchéw lekkich immunoglobulin, u zdrowych ochotnikéw wywotano przejsciowy
biatkomocz cewkowy. Elektroforeza z immunofiksacjg potwierdzita, iz biatkiem dajgcym
charakterystyczny obraz kilku réwno oddzielonych od siebie prazkéw s3g poliklonalne wolne

taficuchy lekkie [*].

Drugim spostrzezeniem potwierdzajgcym hipoteze o poliklonalnym
pochodzeniu taiicuchédw w obrazie drabin jest fakt, ze zwiekszajgc czuto$é metody
elektroforetycznej (np. poprzez zageszczenie moczu lub zastosowanie bardzo czutego
barwienia ztotem), mozna zaobserwowa¢ to zjawisko w wiekszosci poddanych rozdziatowi
probek. W tych przypadkach uwidocznione na zelu sg poliklonalne tancuchy lekkie, ktore
w iloéci ok. 10 mg/dobe wydzielane sg do moczu u 0séb zdrowych [*°]. Wedtug MacNamara
i wsp. ilo$¢ uwidocznionych prazkéw tworzacych drabine tancuchdéw lekkich zalezy od
czutodci uzytej metody oraz ilosci wolnych taricuchéw w materiale [*].

Zjawisko drabin faicuchéw lekkich w kilku pracach tgczone byto z wystepowaniem
biatka Bence-Jonesa w moczu, w konteks$cie probleméw interpretacyjnych, jakie moga by¢é
wywotane maskowaniem niewielkich ilosci monoklonalnych taricuchéw lekkich przez jeden
z prazkéw drabiny. Niewielkie stezenia monoklonalnych wolnych faincuchéw lekkich
wystepujga w moczu pacjentdw w poczatkowych stadiach gammapatii monoklonalnych,
u pacjentéw z MGUS, czy w przypadkach, w ktérych po okresie remisji dochodzi do nawrotu
choroby. Poniewaz wspomniani pacjenci czesto s3 w wieku podesztym lub starczym,
u ktérych moze wystepowaé uposledzenie funkcji cewek nerkowych, w moczu moga

pojawiac sie réwniez poliklonalne FLC [**%% *°

]. Wykrycie u tego typu oséb patologicznego
biatka Bence-Jonesa ma nierzadko istotne znaczenie dla wczesnego i prawidtowego
zdiagnozowania lub wykrycia wznowy choroby. Problem ten stanowit podstawowy kierunek
badan nad zjawiskiem drabin. Niewielu autoréw prac zajmowato sie natomiast zjawiskiem
drabin dotyczagcym jedynie monoklonalnych, bez domieszki poliklonalnych, faricuchéow
lekkich immunoglobulin. Tylko jedna praca opisuje przypadek migracji monoklonalnych
tanncuchéw lekkich w postaci kilku réwnomiernie roztozonych i wyraznie odgraniczonych
prazkow [*?. Opisanie tego zjawiska i préba odkrycia mechanizmoéw stojgcych u podstaw
rozdzielanych elektroforetycznie réznych form molekularnych wolnych monoklonalnych
tanicuchéw lekkich wzbogaci wiedze na temat monoklonalnych FLC.
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2 Zatozenia i cel pracy.

Monoklonalne wolne taricuchy lekkie immunoglobulin to heterogenna grupa biatek,
ktore biorg udziat w powstawaniu wielu proceséw patologicznych. Jednym z elementéw
decydujgcym o powstawaniu toksycznych depozytéw biatkowych s3  wiasnosci
fizykochemiczne i strukturalne poszczegdinych klonéw biatkowych. Celem pracy jest
przeprowadzenie charakterystyki réznych form molekularnych monoklonalnych wolnych
tancuchow lekkich immunoglobulin a w szczegdlnosci zbadanie:

» zjawiska kowalencyjnej dimeryzacji monoklonalnych fancuchéw lekkich typu kappa
i lambda;

» zmian stosunku dimer/monomer w dtuzszym przedziale czasowym;
» czestoSci wystepowania niekowalencyjnych form oligomerycznych;

» zréznicowania mas czgsteczkowych FLC wyznaczanych technikyg elektroforezy
SDS - PAGE;

» zjawiska charakterystycznego wzoru migracji FLC w rozdziatach elektroforetycznych
(zjawisko drabin tancuchdw lekkich);

» modyfikacji reszty sulfhydrylowej cysteiny 214 w czgsteczkach tanicuchow lekkich
typu kappa oraz lambda;

» profilu tiolacji - procentowego udziatu cysteiny, cysteinyloglicyny, homocysteiny
i glutationu w tworzeniu mieszanych disiarczkdw z czgsteczkami monoklonalnych
FLC.
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3 Pacjenci, materiaty i metody.

3.1 Charakterystyka grupy badanej.

Grupe badang stanowili pacjenci Szpitala Uniwersyteckiego w Krakowie, u ktérych
zdiagnozowano choroby nalezgce do grupy gammapatii monoklonalnych. W toku rutynowe;j
diagnostyki przebadano 163 pacjentéw. U pacjentow tych wykonywane byly nastepujace
badania:

» elektroforeza biatek surowicy na zelach agarozowych (141 pacjentéw)
» immunofiksacja surowicy pacjenta na zelach agarozowych (87 pacjentow)
» elektroforeza biatek moczu na zelach poliakrylamidowych z dodatkiem SDS

w warunkach nieredukujgcych (163 pacjentéw)

» nefelometryczne oznaczanie tancuchéw lekkich immunoglobulin w surowicy

(34 pacjentéw) i moczu (124 pacjentéw).

Wykorzystujgc obrazy elektroforetycznego rozdziatu biatek moczu (SDS elektroforeza)
zbadano czestos¢ wystepowanie tarcuchdéw lekkich w postaci: wytacznie dimeru, dimeru
oraz monomeru, a takie wyfgcznie monomeru. Opierajgc sie na wynikach
nefelometrycznego oznaczania taricuchéw lekkich w surowicy i/lub moczu lub wyniku
immunofiksacji surowicy, korelowano nastepnie wystepowanie taricuchéw lekkich w jednej
z wymienionych form z typem tarnicucha lekkiego. Dla 54 pacjentéw stanowigcych 33% grupy
badanej mozliwa byta retrospektywna analizy odsetka dimeru/monomeru taricuchéow lekkich
immunoglobulin z wykorzystaniem obrazéw elektroforetycznego rozdziatu biatek moczu
pacjentéw otrzymanych w réznym czasie. Wykonywano analizy majgce na celu stwierdzenie,
czy odsetek dimeru/monomeru tanicuchéw lekkich zmienia sie w czasie.

W podgrupie pacjentdw stanowigcej 27% grupy badanej (n=44) wykonano
oznaczenie zwigzkéw tiolowych zwigzanych z tanicuchami lekkimi immunoglobulin.
W wyborze pacjentéw, ktorych materiat postuzyt do oznaczania stezenia zwigzkdéw tiolowych
opierano sie na obrazach rozdziatu elektroforetycznego biatek moczu na zelu
poliakrylamidowym z dodatkiem SDS w warunkach nieredukujgcych. Wybrano pacjentéw,
ktérych obrazy rozdziatu biatek moczu w systemie SDS elektroforezy spetniaty nastepujgce
kryteria:

» obecnos$¢ prazka/kéw zlokalizowanych w strefie wolnych tafcuchéw lekkich
immunoglobulin (biatka Bence Jonesa)

» odpowiednio wysokie (min. 1g/l) stezenie taricuchéw lekkich w moczu

» brak prazka lub niewielkiej intensywnosci prazek zlokalizowany w strefie albuminy

» brak prazka zlokalizowanego w strefie immunoglobulin.

Bardzo wazinym kryterium wyboru w tym przypadku byta nieobecno$é albuminy
w moczu. Powyzszy warunek zwigzany jest z faktem obecnosci wolnej cysteiny w pozycji 34

ludzkiej albuminy [*°].
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Podobne kryterium wyboru podgrupy badanej zastosowano do analizy wystepowania
form oligomerycznych taricuchéw lekkich immunoglobulin. Do tego badania wiaczono
réwniez pacjentdw o nizszych stezeniach fancuchdéw lekkich w moczu (<1g/l). Za pomoca
wysokosprawnej chromatografii wykluczenia przebadano 53 pacjentdw (32.5% grupy
badanej; 31 kappa, 22 lambda).

W celu zbadania zréznicowania mas czasteczkowych dimeru oraz monomeru FLC
wybrano preparaty tancuchdw lekkich, ktérych rozdziaty w elektroforezie SDS-PAGE
charakteryzowaty sie ostro wyodrebnionymi frakcjami biatkowymi. W tej podgrupie znalazto
sie 74 pacjentéw stanowigcych 45.4% grupy badane;.

Pacjenci wyrazili zgode na wykorzystanie ich materiatu dla potrzeb niniejszej pracy,
badania za$ uzyskaty pozytywng opinie Komisji Bioetycznej Uniwersytetu Jagiellorskiego
Collegium Medicum (nr zgody: KBET/161/B/2009).
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3.2 Materiaty i metody.

3.2.1  Materiat badany.

Materiatem badanym byty poranne préobki moczu pacjentéw z gammapatia
monoklonalna pobrane metodg $rodkowego strumienia. Prébki moczu byly natychmiast
poddane analizie. Jesli natychmiastowa analiza prébek nie byta mozliwa, byly one
przechowywane w temperaturze 4 °C do 24 godzin od momentu pobrania, nastepnie prébki
byty zamrazane i przechowywane w temperaturze -20 °C. Stwierdzono brak negatywnego
wptywu zamrazania probek moczu na jakos¢ rozdziatéw elektroforetycznych biatek moczu
wszystkimi stosowanymi metodami.

3.2.2  Otrzymywanie liofilizowanych wolnych taricuchdéw lekkich (FLC).

Z prébek moczu pacjentéw ze zdiagnozowang gammapatia monoklonalng
i biatkomoczem Bence Jonesa, wolne tancuchy lekkie immunoglobulin zostaty wyizolowane
przy pomocy metody wysalania roztworem siarczanu amonowego. Wstepnie mocze
pacjentéw byty wirowane (4 °C, 10 000g, 30 min), osad zostat odrzucony. Wszystkie etapy
procedury wykonywane byty w temperaturze 4 °C.

Do prébki moczu dodawano schtodzony (4°C) nasycony roztwdr siarczanu amonu
w takiej objetosci, aby koncowe stezenie wynosito ok. 60 % nasycenia. Stezenie nasyconego
siarczanu amonu potrzebne do selektywnego wytrgcenia tancuchdw lekkich z maksymalng
wydajnoscig zostato ustalony eksperymentalnie (ryc. 7). Otrzymany osad wirowano (2000 g,
15 min, T= 4°C). Osad rozpuszczano ponownie w wodzie destylowanej. Procedure wysalania
powtarzano. Po ponownym rozpuszczeniu osadu roztwdr dializowano wobec wody
dejonizowanej (12 h), a nastepnie wobec buforu PBS o pH 7.4 (12 h) przy uzyciu workow
dializacyjnych SPECTRA/POR® firmy SERVA o wartosci cutoff 10 kDa. W przypadku uzyskania
niewielkiej ilosci osadu, po procedurze ponownego wysalania osad rozpuszczano w 4 ml
wody destylowanej, a nastepnie przeprowadzono proces odsalania przy uzyciu filtrow
AMICON Ultra — 4 firmy Millipore o wartosci odciecia 10 kDa, stosujgc nastepujgce
parametry wirowania: 4000 g; 30 min. T = 4°C. Procedure powtarzano 3- krotnie, dopetniajac
materiat pozostaty na filtrze do objetosci 4 ml za pomocg roztworu PBS o pH 7.4.
Po ostatnim wirowaniu, materiat umieszczano w szczelnie zamykanych probdwkach,
dopetniajgc do objetosci 0.5-2 ml. Preparaty tancuchéw lekkich immunoglobulin byty
przechowywane w temperaturze -20 °C.
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Ryc. 7 Obraz elektroforetyczny (12 % SDS-PAGE, warunki nieredukujace) rozdziatu
tanicuchéw lekkich immunoglobulin wyizolowanych metodg wysalania z moczu pacjenta,
w ktérym obok tancuchéw lekkich lambda znajdowata sie rowniez albumina. Procent
nasycenia siarczanu amonu uzywanego do izolacji zostat zaznaczony na gorze ryciny.
Czerwona ramka wyrdzniono strefe lokalizacji albuminy (Alb.), dimeru tancuchow
lekkich (FLCp) oraz monomeru tancuchéw lekkich (FLCwm). Przy pomocy programu
DensyGraf analizowano intensywno$¢ prazka albuminy w odniesieniu do intensywno$ci
prazkéw dimeru i monomeru tancuchéw lekkich. Najmniej intensywny prazek albuminy
oraz najbardziej intensywne prazki tancuchéw lekkich zaobserwowano dla Sciezki
z uzyciem 60% nasycenia siarczanu amonu.

3.2.3 Elektroforeza wysokorozdzielcza (HRE).

Rozdziaty na wysokorozdzielczym zelu agarozowym wykonywane byty przy uzyciu
zestawdw do wysokorozdzielczej elektroforezy firmy Corning oraz zestawéw HYDRAGEL 7HR
firmy Sebia. W manualnym systemie firmy Corning ok. 1.6 pl materiatu badanego byfo
natozone na 1% (w/v) zel agarozowy z dodatkiem buforu barbituranowego o pH 8.6,
a nastepnie prowadzono rozdziat elektroforetyczny (90 V, 35 min.) przy uzyciu buforu
MOPSO o pH 7.4. Jako barwnik stosowano kwasny fiolet.

W pétautomatycznym system firmy Sebia, 10 pl materiatu badanego naktadano na
dotaczony do zestawu aplikator, a nastepnie materiat byt umieszczany na zelu agarozowym
(0.8% - w/v) z dodatkiem buforu barbituranowego pH 8.6. Elektroforeza byta prowadzona
z uzyciem pradu statego o napieciu 255V do momentu osiggniecia 75Vh (przez ok. 18 min.)
w $rodowisku buforu barbituranowego o pH 8.7. Do barwienia uzyto barwnika kwasny fiolet.
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3.2.4 SDS-PAGE elektroforeza.

Elektroforeza na zelu poliakrylamidowym z dodatkiem detergentu SDS (sodium
dodecyl sulfate) wykonywano z uzyciem 12.5% zelu poliakrylamidowego w warunkach
nieredukujgcych. Do sporzadzenia zelu zageszczajgcego uzyto buforu Tris-glicyna o pH 6.8
z dodatkiem SDS, natomiast zel rozdzielajacy sporzadzany byt przy uzyciu buforu Tris-glicyna
opH 8.8 z dodatkiem SDS. Rozdziat biatek prowadzony byt w buforze elektrodowym
Tris-glicyna o pH 8.3 z dodatkiem SDS. Elektroforeza w obecnosci SDS frakcjonuje biatka
zaleznie od ich masy czgsteczkowej (dtugosci taricucha polipeptydowego). Do wizualizacji
prazkéw na zelu uzyto barwnika Coomassie Brillant Blue G-250.

Obok probek materiatu pochodzacego od pacjentéw, na zelu prowadzano rozdziat
standardu mas czgsteczkowych (Sigma Marker, low range) zawierajacego nastepujace biatka:
alfa-laktoalbumina (14.4 kDa), sojowy inhibitor trypsyny (20.1 kDa), anhydraza weglanowa
(30 kDa), owoalbumina (43 kDa), albumina wotowa (67 kDa) oraz fosforylaza b (94 kDa).
Wzgledng ruchliwos¢ elektroforetyczng (Rf), czyli stosunek odlegtosci poszczegdinych
prazkéw biatek wzorca od poczatku zelu rozdzielajgcego do odlegtosci, na jakg przemiescit
sie barwnik, wyznaczono z wykorzystaniem programu graficznego DensyGraf. Krzywa
kalibracyjna zostata sporzadzona poprzez odtozenie na osi rzednych logarytméw mas
czasteczkowych wzorcow biatek, a na osi odcietych wartosci Rf. Dla kazdego zelu byta
przygotowana odrebna krzywa kalibracyjna i nastepnie uzyta do oceny mas czgsteczkowych
albuminy, dimeru oraz monomeru tancuchéw lekkich (ryc. 8).

520

510
fosforylaza b

5.00 94 000 Da

4.90 1 albumina wotowa
4.80 - £ 67 000Da
470 4

owoalbumina
43 000 Da

dimer faficuchéw lekkich kappa
4_50 a 43 200 Da

log (MW

450 4
anhydraza weglanowa

4.40 4 30 000 Da

monomer faficuchéw lekkich kappa
4.30 1 22 700 Da sojowy inhibitor trypsyny @

20 100 Da
4.20 + alfa- Iak‘tnalbuminab
14 400 Da
4.10 T T T T
0.0 0.2 04 0.6 0.8 1.0

Rf

Ryc. 8 Krzywa kalibracyjna zaleznosci logarytmu masy czgsteczkowej (Da) biatek
wchodzacych w sktad standardu mas czasteczkowych (Sigma Marker, low range)
od ruchliwos$ci (wspoétczynnik Rf). Rozdziat biatek prowadzono w warunkach
nieredukujacych, na 12.5% zZelu poliakrylamidowym, z uzyciem buforu Tris-
glicyna o pH 8.3.
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3.2.5 Elektroforeza na zelach poliakrylamidowych bez dodatku SDS.

Elektroforeza na zelach poliakrylamidowych bez dodatku detergentu (SDS) byta
wykonywana z uzyciem 9% zelu poliakrylamidowego w warunkach nieredukujacych.
Do sporzadzenia zelu zageszczajacego uzyto buforu Tris-glicyna o pH 6.8. Zel rozdzielajacy
sporzadzany byt przy uzyciu buforu Tris-glicyna o pH 8.8. Rozdziat biatek prowadzony byt
w buforze elektrodowym Tris-glicyna o pH 8.3. Elektroforeza natywna na zelu
poliakrylamidowym rozdziela biatka przede wszystkim w zaleznosci od fadunku oraz ksztattu
biatek. Do wizualizacji prazkéw na zelu uzyto barwnika Coomassie Brillant Blue G-250.

3.2.6 Oznaczanie typu fancuchow lekkich.

Analize typu tancuchéw lekkich wytwarzanych przez poszczegdlnych chorych
przeprowadzono z uzyciem nastepujgcych technik badawczych: immunofiksacji biatek
surowicy, nefelometrycznego oznaczenia tanicuchéw lekkich immunoglobulin w moczu oraz
nefelometrycznego oznaczania wolnych tancuchéow lekkich w surowicy (test FREELITE).
Immunofiksacje biatek surowicy przeprowadzono z uzyciem zestawéw HYDRAGEL 6 IF firmy
Sebia. Nefelometryczne oznaczanie taricuchéw lekkich w moczu oraz wolnych tancuchéw
lekkich w surowicy wykonano na analizatorze Behring Nephelometer Il Analyzer firmy
Siemens z uzyciem przeciwciat poliklonalnych anty-x; anty-A oraz anty-free k i anty-free A
firmy Binding Site.

3.2.7 Oznaczanie stezenia taricuchdw lekkich.

Do oznaczenia stezenia fafcuchow lekkich w materiatach otrzymanych
po wyizolowaniu tacuchéw lekkich z moczu wykorzystano metode Bradforda [**]. Krzywa
kalibracyjng sporzadzono z uzyciem liofilizowanego preparatu tancuchéw lekkich kappa
K470AD.

3.2.8  Wysokosprawna chromatografia wykluczenia (HPSEC).

Do oceny wystepowania form oligomerycznych tancuchéw lekkich immunoglobulin
w oczyszczonych preparatach taiicuchdéw lekkich pochodzacych od pacjentéw z gammapatia
monoklonalng wykorzystano system wysokosprawnej chromatografii wykluczenia (HPSEC —
high performence size exclusion chromatography). Rozdziat byt prowadzony w systemie
izokratycznym przy uzyciu 0.1 M buforu fosforanowego o pH 6.5. Do rozdziatéw uzywano
kolumny SPHEROGEL TM (TSK 2000, 7.5mmID x 60 cm) wraz z prekolumng TSK guardcolumn
SW (7.5mmID x 7.5 cm). Przed rozdziatem kolumna byta zréwnowazona przez ok. 30 min.
przy przeptywie 0.5 ml/min z uzyciem 0.1 M buforu fosforanowego o pH 6.5. Czas rozdziatu
prébki wynosit ok. 60 minut, przeptyw fazy mobilnej 0.5 ml/min. Przy pomocy detektora
UV - Vis monitorowano charakterystyczny dla biatek wzrost absorbancji przy dtugosci fali
210 nm. Do kalibracji kolumny uzyto nastepujacych biatek: lizozym, chymotrypsynogen A,
owoalbumina, albumina wotowa oraz ferrytyna (liofilizowane preparaty biatkowe wchodzity
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w sktad zestawu standardéw mas czasteczkowych zakupionego w firmie SERVA) (ryc. 9).
Czas elucji ferrytyny wykorzystano do oznaczenia objetosci pustej kolumny. Liofilizowane
preparaty faricuchow lekkich typu kappa (k470AD) oraz lambda (L70292) otrzymane metoda
wysalania z moczu pacjentow ze zdiagnozowang gammapatia monoklonalng
oraz potwierdzong obecnoscig biatka BJ w moczu stuzyty do oszacowania czasu elucji dimeru
i monomeru tancuchéw lekkich immunoglobulin. Na kolumne chromatograficzng aplikowano
5 pl roztwordéw odpowiednich biatek rozpuszczonych w 0.1 M buforze fosforanowym pH 6.5
o stezeniu 5 mg/ml. Do oceny wystepowania wyzszych niz dimer niekowalencyjnych form
tancuchow lekkich immunoglobulin wykorzystano oczyszczone preparaty taricuchéw lekkich
immunoglobulin pochodzgce z moczu pacjentéw z gammapatia monoklonalng. Przebadano
materiaty pochodzace od 53 pacjentédw aplikujac na kolumne chromatograficzng ok. 25 ug
biatka w objetosci 5-20 pl.
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Lizozym (L) 16 46
Chymotrypsynogen (Ch) 25 39
Owoalbumina (Ovoalb) 45 34
Albumina wotowa (BSA) 67 32
Ferrytyna (F) 480 24

Ryc. 9 Rozdzial Dbiatek wzorcowych do kalibracji kolumny
chromatograficznej: F - ferrytyna; Ovoalb - owoalbumina; BSA - albumina
wotowa; Ch - chymotrypsynogen; L - lizozym. W tabeli zestawiono masy
czasteczkowe poszczeg6lnych biatek oraz czasy elucji odpowiednich frakgji.
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W celu preparatywnego rozdzielenia formy dimerycznej oraz monomerycznej
taricuchéw lekkich kappa, 20 pl roztworu fancuchéw kappa (k470AD) o stezeniu 5g/l zostato
natozone na kolumne chromatograficzng, a nastepnie prowadzono rozdziat w warunkach
opisanych powyzej. Frakcje biatkowe rozdzielane na kolumnie zbierano w okreslonych
przedziatach czasowych. Frakcje dimeru tancuchéw kappa zbierano w czasie
t=32.5 min-34.5 min, frakcje monomeru fancuchéw kappa zbierano w czasie
t=37.5 min-40 min. W kolejnym etapie obie frakcje zageszczano przy uzyciu filtrow Amicon
Ultra 10k firmy Millipore o wartosci odciecia 10kDa do koricowej objetosci ok. 20pl.
Procedure rozdziatu tancuchéw lekkich kappa z nastepujagcym po nim etapem zbierania
frakcji oraz zageszczania wielokrotnie powtarzano. Nastepnie sprawdzono czystosc
uzyskanych preparatdw przy uzyciu elektroforezy na zelu poliakrylamidowym (12.5%)
z dodatkiem SDS w warunkach nieredukujgcych.
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Ryc. 10 Rozdziat chromatograficzny tancuchéw lekkich kappa (x470AD; 25ug).
Rozdzial prowadzono w systemie wysokosprawnej chromatografii cieczowej, stosujac
izokratyczny rozdzial w $rodowisku 0.1M buforu fosforanowego pH 6.5. Frakcje
dimeru (D; t= 2100 sek.) zbierano w czasie t = 32.5 min - 34.5 min, frakcje monomeru
(M; t= 2280 sek.) zbierano w czasie t = 37.5 min - 40 min.
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3.2.9 Oznaczanie reszt tiolowych metoda  wysokosprawnej  chromatografii
cieczowej (HPLC).

Analiza reszt tiolowych w preparatach tancuchéw lekkich immunoglobulin uzyskanych
z moczu pacjentédw z gammapatia monoklonalng zostata przeprowadzona technika
wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC) zgodnie ze zmodyfikowang procedurg
Balda i Gtowackiego . Wstepnym etapem oznaczania reszt tiolowych byto wyizolowanie
tancuchow lekkich z moczu pacjentéw z gammapatia monoklonalng, a nastepnie dializa
wobec wody dejonizowanej oraz roztworu PBS o pH 7.4 przy pomocy workdéw dializacyjnych
SPECTRA/POR® firmy SERVA o wartosci cutoff 10 kDa lub z zastosowaniem filtréw AMICON
Ultra — 4 firmy Millipore o wartosci odciecia 10 kDa. W celu zapewnienia odpowiednich
warunkéw derywatyzacji (lekko alkaiczne pH), prébki byty wstepnie rozciericzane 0.2M
buforem fosforanowym o pH 7.6. Nastepnie dodawano ok. 5 ul 1M NaOH. Jako czynnik
redukujgcy wigzania disiarczkowe zostat uzyty zwigzek tris(2-carboksyetyl) fosfina (TCEP)
w stezeniu 0,25M. Do derywatyzacji wolnych zwigzkéw tiolowych uzyto 2-chloro-1-
methylquinolinium tetrafluoroborate (CMQT) w stezeniu 0.1mM. Przed aplikacja na kolumne
chromatograficzng badany materiat byt poddawany odbiatczaniu przy pomocy 100% (m/v)
kwasu trichlorooctwoego (TCA). Rozdziaty byty prowadzone w uktadzie odwrdconej fazy na
kolumnie chromatograficznej Eclipse Plus C18, 4.6 x 150mm, 5um z uzyciem kompatybilnej
prekolumny Eclipse Plus C18 Grd, 4.6 x 12.5mm, 5um, 4pk (Perlan Technologies). Jako
solwentu uzywano 0.1M TCA oraz 0.1 M LiOH. Stosowano przeptyw gradientowy. Opisana
procedura pozwalata na jednoczesne oznaczanie w materiale badanym homocysteiny,
glutationu, cysteiny oraz cysteinyloglicyny. W metodzie zastosowano zewnetrzng kalibracje
dla kazdego z oznaczanych zwigzkdw tiolowych w zakresach stezen: glutation — 0-20 nM/ml;
homocysteina — 0-10 nM/ml; cysteina — 0-50 nM/ml oraz cysteinyloglicyna — 0-40 nM/ml.

3.2.10 Ocena wartosci odsetkowych dimeru oraz monomeru FLC.

Densytometrycznej oceny rozdziatéw elektroforetycznych biatek moczu dokonano
za pomocg technik cyfrowej analizy obrazu przy pomocy programu DensyGraf z uzyciem
skanera EPSON Perfection 4990 PHOTO [*°]. Intensywnos$¢ plam barwnych mierzono
analizujac czerwong sktadowa barwy.

3.2.11 Metody statystyczne.

W statystyce opisowej podawano liczbe (odsetek grupy) dla zmiennych nominalnych,
$rednig +/- odchylenie standardowe dla zmiennych ciggtych o rozktadzie normalnym
i mediane (dolny-gérny kwartyl) dla zmiennych ciggtych o rozktadzie réznym od normalnego.
Do badania normalnosci rozktadu stosowano test Shapiro-Wilka. W przypadkach, gdzie nie
potwierdzono zgodnosci z rozktadem normalnym, do poréwnaid miedzy grupami uzyto
testdow nieparametrycznych. Poréwnujac odsetek dimeru dla fancuchow lekkich kappa
oraz lambda uzyto testu Manna-Whitney’a. Rdznice miedzy kolejnymi pomiarami odsetka

51



dimeru/monomeru fancuchéw lekkich dla jednego pacjenta badano nieparametrycznym
testem Wilcoxona. Korelacje oceniano przy uzyciu wspoéfczynnika korelacji rang Spearmana.
Nieparametryczny test ANOVA rang Kruskala-Wallisa z odpowiednim dla niego testem
post - hoc wykorzystano do poréwnania zmiennos$ci mas czgsteczkowych formy dimerycznej
oraz monomerycznej tancuchéw lekkich oraz albuminy (grupa kontrolna). Obliczenia
wykonano przy pomocy pakietu statystycznego STATISTICA v 10.0.
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4 Wyniki.

4.1 Rozne formy molekularne wolnych taricuchdw lekkich immunoglobulin
w moczu — monomery oraz kowalencyjne dimery.

Analizujac rézne formy wolnych tancuchéw lekkich immunoglobulin w moczu chorych
z gammapatiag monoklonalng przeprowadzono elektroforetyczne rozdziaty biatek moczu 163
chorych. 93 chorych posiadato taricuchy lekkich typu kappa, natomiast u pozostatych 70 byty
obecne fancuchy typu Ilambda. Rozdziaty w systemie SDS-PAGE w warunkach
nieredukujgcych wskazujg, ze wolne fancuchy lekkie immunoglobulin wystepuja w moczu
w formie monomeru o masie czgsteczkowej ok. 22 kDa i (lub) w formie kowalencyjnego
dimeru o masie czgsteczkowej ok. 44 kDa.

Ryc. 11 przedstawia obrazy elektroforetyczne biatek moczu wybranych chorych
z gammapatia monoklonalng, u ktdérych stwierdzono obecnos¢ tfancuchéw lekkich.
Najczestszg forma faricuchow lekkich kappa jest mieszanina dimeru i monomeru (Sciezka A;
70% przypadkow chorych z taricuchami lekkimi kappa [n= 65/90]). Rzadziej taricuchy lekkie
typu kappa wystepujg wytacznie w formie monomerycznej (Sciezka B; 25.8% przypadkdéw
[n=24/90]), a w rzadkich przypadkach wytacznie w formie dimerycznej (Sciezka C; 4.3%
przypadkéw [n=4/90]). Jak widaé procentowa zawarto$¢ dimeru w grupie taricuchow kappa
moze sie waha¢ w bardzo szerokich granicach: 0-100%, chociaz interpretacja miar potozenia
(dolny, gérny kwartyl) wskazuje, ze 50% obserwacji miesci sie w przedziale 0-54%, a jedynie
u 25% chorych odsetek dimeru jest wyzszy od 54%. Mediana procentowego udziatu
dimerycznej formy tancuchéw lekkich kappa wynosi 33.22%.

tancuchy lekkie typu lambda prezentuja odmienny profil form molekularnych. Sciezki

D-F przedstawiajg rézne formy molekularne taricuchéw lekkich lambda. Najczestszg forma
dla tancuchéw lambda jest wystepowanie jedynie formy dimerycznej (Sciezka D). W grupie
badanej u 67.1% (n=47/70) pacjentéw z faricuchami lekkimi typu lambda zaobserwowano
profil form molekularnych z wystepowaniem jedynie formy dimerycznej tarnicuchdw. Rzadszg
sytuacjg jest wystepowanie obok formy dimerycznej rowniez monomeru lambda (Sciezka E
oraz F; 32.9% pacjentéw, n=23/70). W wiekszosci przypadkow jednoczesnego wystepowania
formy dimerycznej oraz monomerycznej tancuchow lambda, forma dimeryczna jest wcigz
forma dominujacg (30% chorych; [n=21/70]). Odsetek formy dimerycznej w tej grupie
wynosit powyzej 50% (Sciezka E). Jedynie u 2.9% chorych z taricuchami lambda (n=2/70)
odsetek formy dimerycznej stanowit mniej niz 50% (Sciezka F). Mozna wiec stwierdzic,
ze procentowa zawarto$¢ dimeru w grupie pacjentéw z tancuchami lekkimi typu lambda
miescita sie w szerokich granicach: 31.5 — 100% (mediana = 100%). Jednak przypadki, gdzie
odsetek dimeru stanowi < 50% sg rzadkie (2 przypadki w grupie badanej).
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~ 44 kDa

~22kDa

Ryc. 11 Rozdziat elektroforetyczny biatek moczu wybranych pacjentéw z gammapatia
monoklonalng, u ktérych stwierdzono obecnos$¢ tancuchéw lekkich typu kappa (A-C)
oraz lambda (D-F). Widoczne s3 rdézne formy tancuchéw lekkich typu kappa: A -
mieszanina dimeru (~44kDa) i monomeru (~22kDa); B - jedynie forma monomeryczna
(~22KkDa); C - jedynie forma dimeryczna (~44kDa). Sciezki D-F przedstawiaja rézne formy
fancuchdéw lekkich typu lambda: D -najbardziej typowy obraz, gdzie dominuje forma
dimeryczna (~44kDa) oraz E, F - stosunkowo rzadkie przypadki o znacznej zawartosci

formy monomerycznej (~22kDa).

W tabeli 5 zebrano wybrane dane dotyczace odsetkowej zawartosci dimeru

taricuchéw lekkich kappa i lambda.

Tabela 5 Wybrane dane statystyczne odsetka dimeru fancuchéw lekkich kappa oraz lambda.

mediana minimum-maksimum, % Zakres wartosci

(dolny-gorny kwartyl), % nieodstajacych, %
kappa 33.2(0-53.7) 0-100 0-100
lambda 100 (80-100) 31.5-100 51.5-100
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Ryc. 12 przedstawia histogramy rozktadu odsetkowej zawartosci dimeru tancuchéw
lekkich typu kappa (A) oraz lambda (B). Badanie normalnosci rozktadu za pomoca testu
Shapiro-Wilka wykazato, ze w obu przypadkach sg to rozktady rézne od rozktadu
normalnego. Analiza histograméw odsetka dimeru w grupie pacjentéw z FLC kappa oraz
lambda potwierdza wczes$niejsze spostrzezenie, iz tancuchy lekkie typu kappa wystepuja
najczesciej w formie mieszaniny dimeru i monomeru. Zwraca uwage stosunkowo niski udziat
formy dimerycznej (wysoki formy monomerycznej) w grupie FLC kappa. U ok. 31% (n=29)
chorych procentowy udziat formy dimerycznej byt mniejszy niz 20%. W przypadku fanncuchow
lekkich typu lambda uderzajgca jest przewaga formy dimerycznej. U ok. 76% pacjentéw
(n=53), u ktdérych wykryto fancuchy lambda odsetek dimeru byt wyzszy od 80%.
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Ryc. 12 Histogram rozktadu procentowej zawartosci formy dimerycznej monoklonalnych
tancuchdéw lekkich kappa - A (n=93) oraz lambda - B (n=70) oszacowanej na podstawie
pomiaréw densytometrycznych zeli poliakrylamidowych. Zwraca uwage wysoki udziat
formy monomerycznej (niski udziat dimeru) dla tancuchéw lekkich typu kappa oraz
wysoki udziat formy dimerycznej dla tancuchéw lekkich lambda w badanych prébkach.
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Na ryc. 13 przedstawiono rdznice w wartosciach odsetka dimeru w grupach FLC typu
kappa oraz lambda. Estymatorami sg w tym przypadku mediana oraz gérny i dolny kwartyl.
Na rycinie zaznaczono takze obserwacje odstajgce’ obserwowane w grupie fafcuchdéw
lekkich lambda oraz zakres wartosci nieodstajacych dla obu typdéw farcuchdéw lekkich.
Obserwacje odstajace w grupie FLC typu lambda odpowiadajg przypadkom (n = 2), gdzie
odsetek dimeru < 50% (wynosi 31.5% oraz 32%). Przeprowadzona w dalszym etapie (rozdziat
4.2) analiza zmian odsetka formy dimerycznej w kolejnych oznaczeniach wykonanych u tych

pacjentéw potwierdzita, ze tak niskie wartosci odsetka dimeru sg cechg dla nich
charakterystyczng.
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Ryc. 13 Wykres przedstawia poréwnanie statystyk opisowych (mediana, dolny-gérny
kwartyl, oraz zakres nieodstajgcych) dla odsetka dimeréw tancuchéw kappa oraz lambda.

Na wykresie zaznaczono warto$ci odstajace (w grupie taficuchéw lekkich lambda -
2 przypadki z odsetkiem dimeru < 50%).

¥ Obserwacje odstajace - wartoéci spetniajace nastepujace warunki:

wartos¢ obserwacji > gorny kwartyl + 1.5*%(gérny kwartyl — dolny kwartyl) lub wartos¢ obserwacji < dolny
kwartyl — 1.5*(gérny kwartyl — dolny kwartyl)
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Podsumowujgc otrzymane dane dotyczgce formy dimerycznej oraz monomerycznej
taricuchdéw lekkich immunoglobulin mozna stwierdzi¢, ze taficuchy lekkie kappa oraz lambda
znacznie réznig sie miedzy sobg. Spostrzezenie to zostato potwierdzone poprzez analize
statystyczng. Za pomocg testu Manna-Whitney’a wykazano, ze odsetek dimeru tancuchéw
lekkich kappa byt istotnie rézny od odsetka dimeru dla taicuchéw lambda (p<0.0001).
tancuchy lekkie kappa wystepujg najczesciej w postaci zardwno dimeru jak i monomeru,
forma monomeryczna jest formg dominujaca. tancuchy lekkie lambda wystepujg przede
wszystkim w formie dimerycznej. W przewazajgcej wiekszosci przypadkéw, gdzie obecna jest
zarowno forma dimeryczna jak i forma monomeryczna, odsetek dimeru jest znacznie wyzszy
od odsetka monomeru.
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4.2 Dynamika zmian profilu dimer/monomer w czasie.

Dla 54 pacjentéw stanowigcych 33% grupy badanej dokonano analizy zmian odsetka
dimeru lub monomeru faiicuchéw lekkich immunoglobulin w czasie trwania choroby. U tych
pacjentéw w trakcie prowadzenia badan nad niniejszg pracg, w toku rutynowej diagnostyki,
wykonywana byta wiecej niz jedna elektroforetyczna analiza biatek moczu metoda
SDS - PAGE. Analizie poddano 130 oznaczen elektroforetycznych wykonanych u 38
pacjentéw dla faricuchdow lekkich kappa (2-8 oznaczen u jednego pacjenta) i 53 oznaczenia
wykonanych u 16 pacjentéw dla tancuchéw lekkich lambda (2-8 oznaczen u jednego
pacjenta). Dla tancuchow lekkich lambda oceniano zmiany odsetkowe formy dimerycznej,
poniewaz forma dimeryczna jest w tym przypadku formg dominujgcg. W przypadku
tancuchow lekkich kappa formg dominujg jest forma monomeryczna, dlatego analizowano
zmiany odsetka monomerdw. Aby oceni¢ zmiany odsetkowe formy monomerycznej
tancuchow lekkich kappa oraz formy dimerycznej taricuchéw lekkich lambda u pojedynczych
pacjentéw w czasie trwania choroby, dla kazdego pacjenta obliczono s$redni odsetek
monomeru kappa lub dimeru lambda (Srednia ze wszystkich oznaczen wykonywanych
u danego pacjenta). Nastepnie dla kazdego wyniku uzyskanego u pacjenta obliczono réznice
wartosci pojedynczego pomiaru oraz Sredniej ze wszystkich pomiaréw. Otrzymang réznice
podzielono przez warto$¢ sredniej dla wszystkich wynikéw tego pacjenta, zgodnie ze
wzorem: [(pojedynczy wynik — srednia z wynikéw pacjenta)/srednia z wynikéw pacjenta]
x 100%. Dla potrzeb niniejszej pracy, zréznicowanie odsetka monomeru kappa, wyrazone
jako rdznica pojedynczego wyniku odsetka monomeru kappa i wartosci sredniej odsetka
monomeru kappa podzielona przez wartos¢ srednig odsetka monomeru kappa, nazwano
wzgledng rdéznicg wartosci odsetkowych monomeru kappa. Zréznicowanie odsetka dimeru,
wyrazone w postaci réznicy pojedynczego wyniku odsetka dimeru lambda i wartosci Sredniej
odsetka dimeru lambda podzielonej przez wartos¢ srednig odsetka dimeru lambda, zostato
nazwane wzgledng rdznica wartosci odsetkowych dimeru lambda. W tabeli 6 zostaty
przedstawione mierzalne parametry statystyczne opisujgce uzyskane wyniki.

Tabela 6 Wybrane dane statystyczne dotyczace zmian odsetka monomeru kappa
i dimeru lambda w czasie.

Wzgledne rdznice ::z‘ljr:a?aérn kwartyl) 2.5-97.5 percentyl, [ minimum-maksimum,
wartosci odsetkowych % y-gorny Vi1 o %

monomeréw kappa 0(-0.2-2.3) -17.4-16.7 -36.4-33.3
dimerow lambda 0(-3.4-3.6) -37.2-41.3 -72.3-50.8
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Ryc. 14 przedstawia histogram rozktadu wzglednych rdéznic wartosci odsetkowych
monomeru kappa (A) oraz wzglednych rdznic wartosci odsetkowych dimeru lambda (B).
Wzgledne roéznice wartosci odsetkowych monomeru kappa oraz dimeru lambda
charakteryzowaty rozktady réine od normalnych. Dla taincuchéw lekkich kappa 95%
obserwacji miescito sie w przedziale: (-17.4%; 16.7%). 50% obserwacji natomiast miescito sie
w waskich granicach: (-0.2%; 2.3%). Zmiennos$¢ czasowa procentowej zawartosci monomeru
dla taricuchow lekkich kappa u pojedynczego pacjenta byta wiec niewielka. Dla pacjentéw
z taiicuchami lekkimi lambda zaobserwowano wieksze zrdéznicowanie odsetka dimeru.
50% wzglednych réznic wartosci odsetkowych dimeru miescito sie w zakresie: (-3.4%; 3.6%).
Dla 95% obserwacji wzgledne rdznice odsetka dimeru miescity sie w przedziale:
(-37.2%; 41.3%).
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Ryc. 14 Histogramy rozktadu wzglednych réznic wartosci odsetka monomeru kappa (A)
oraz dimeru lambda (B).

Obok ogélnej charakterystyki zréznicowania wartosci odsetkowych monomeru kappa
oraz dimeru lambda dla pacjentéow w trakcie trwania choroby, dokonano rdwniez
poréwnania wynikow kolejnych pomiardw dla kazdego z pacjentéw. Wartosci odsetka
monomeru kappa lub dimeru lambda uzyskane w kolejnych pomiarach poréwnywano
nieparametrycznym testem Wilcoxona. Wykazano, ze wyniki kolejnych oznaczen nie rdznity
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sie istotnie wobec poprzednich oznaczen (p=0.6 dla monomerdéw kappa i p=0.6 dla dimeru
lambda). Mozna stwierdzié¢, ze profil odsetka dimeru lambda lub monomeru kappa nie
zmienia sie w czasie i jest cechg charakterystyczng dla poszczegélnych chorych.

Rozdziaty elektroforetyczne taricuchéw lekkich immunoglobulin w moczu pacjentéw
z gammapatia monoklonalng, ktérych obrazy zostaty wykorzystane do analizy profilu
dimeru/monomeru byty wykonane w réznych odstepach czasowych. Za punkt odniesienia
(dni = 0) uznano czas, w ktérym pierwszy raz wykonano rozdziat elektroforetyczny moczu
pacjenta. Minimalny czas, jaki uptyngt od wykonania poprzedniego rozdziatu
elektroforetycznego biatek moczu u pacjentéw z FLC typu kappa wynosit 3 dni, maksymalny
za$ 2303 dni (mediana = 123 dni). Dla faricuchéw lekkich typu lambda kolejne analizy byty
wykonywane w odstepach czasowych: min = 8; max = 869 dni (mediana = 50 dni). Na ryc. 15
przedstawiono wykres obrazujgcy zmiennos¢ w czasie trwania choroby odsetka monomeru
kappa (A) oraz dimeru lambda (B) u pacjentédw z gamapatia monoklonalng. Analiza
statystyczna danych za pomocg wspdtczynnika korelacji rang Spearmana wykazata brak
istotnej korelacji miedzy czasem wykonania oznaczenia, a wzgledng rdznicg wartosci
odsetkowych monomeru kappa lub dimeru lambda w grupie badanej. Przedstawione wyniki
wzmacniajg spostrzezenie, ze odsetek monomeru Ilub dimeru FLC jest cecha
charakterystyczng dla konkretnego pacjenta i nie zmienia sie w czasie.
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Ryc. 15 (A) Wykres prezentujgcy zmienno$¢ odsetka monomeru tanicuchéw lekkich kappa
u pacjentéw z gammapatia monoklonalng w czasie trwania choroby. Poszczegdlne punkty
przedstawiajg wzgledne réznice wartosci odsetkowych monomeru kappa.

(B) Wykres prezentujgcy zmienno$¢ odsetka dimeru taricuchéw lekkich lambda u pacjentéw
z gammapatiga monoklonalng w czasie trwania choroby. Poszczegdélne punkty przedstawiaja
wzgledne réznice wartosci odsetkowych dimeru lambda

Na dole rycin podano wspotczynnik korelacji rang Spearmana (r) oraz poziom istotnosci (p).
Z prawej strony rycin podano dane dotyczace odstepoéw czasowych (dni), w jakich byly
wykonywane kolejne pomiary.
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Ocena wzrokowa wynikow elektroforezy SDS-PAGE wskazywata, ze zrdznicowanie
odsetka dimeru lub monomeru faiicuchéw lekkich jest wyzsze w przypadkach, gdy stezenie
FLC w moczu chorego jest niskie (intensywnos$¢ barwy niebieskiej prazka tancuchéw lekkich
w tych przypadkach jest niewielka, dane nieprzedstawione). Za pomocg korelacji rang
Spearmana zbadano, czy wzgledne réznice wartosci odsetka monomeru kappa oraz dimeru
lambda zalezg od wartosci sredniej odsetka monomeru kappa lub dimeru lambda. Wykazano
brak istotnej statystycznie zaleznosci. Ryc. 16 przedstawia wykres zaleznosci wzglednych
réznic wartosci odsetka monomeru kappa (A) oraz wzglednych réznic wartosci dimeru
lambda (B) w zaleznosci od wartosci sredniej odpowiednio monomeru kappa oraz dimeru
lambda u konkretnego pacjenta.
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Ryc. 16 (A) Wykres przedstawiajacy zalezno$¢ zréznicowania wartosci odsetka monomeru
kappa od sredniej warto$ci odsetka monomeru kappa u pacjentéw z gammapatig monoklonalna.

Do obliczenia zréznicowania odsetka monomeru kappa wykorzystano nastepujgce réwnanie:
[(x, —Xx)/ %, ] = 100%, gdzie:

Xy, - pojedynczy wynik odsetka monomeru kappa; X}, — Srednia ze wszystkich wynikéw odsetka

monomeru kappa uzyskanych u konkretnego pacjenta.

(B) Wykres przedstawiajacy zalezno$¢ zréznicowania wartosci odsetka dimeru lambda
od $redniej warto$ci odsetka dimeru lambda u pacjentéw z gammapatig monoklonalna.

Obliczen zréznicowania odsetka dimeru lambda dokonano wg. nastepujgcego wzoru:
[(x, —x)/%; ]~ 100%, gdzie:

x; - pojedynczy wynik odsetka dimeru lambda; X; - Srednia ze wszystkich wynikéw odsetka

dimeru lambda uzyskanych u konkretnego pacjenta.
Za pomoca kreskowanych linii na wykresie zaznaczono wartosci 2.5 oraz 97.5 percentyla
wzglednych réznic wartosci odsetka monomeru kappa oraz dimeru lambda.
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Na ryc. 17 zestawiono obrazy rozdziatdw elektroforetycznych biatek moczu
wybranych pacjentow z gammapatia monoklonalng oraz wykresy zaleznosci wartosci
odsetkowych dimeru lambda (A) oraz monomeru kappa (B) od czasu. Na rycinie mozna
zauwazyc, ze faincuchy lekkie lambda wystepujg gtéwnie w formie dimeru, a taricuchy lekkie
kappa w formie dimeru oraz monomeru, jednak forma monomeryczna jest forma
dominujgcy. Wartosci odsetka dimeru FLC typu lambda oraz odsetka monomeru FLC typu
kappa wybranych pacjentéw wahajg sie w niewielkich granicach (SD = 5.06 dla odsetka
dimeru FLC typu lambda oraz SD = 5. 18 dla odsetka monomeru FLC typu kappa).
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Ryc. 17 Zestawienie obrazéw rozdziatéw elektroforetycznych moczu wybranych pacjentéw
z gammapatig monoklonalng zwigzang z wydzielaniem do moczu tancuchéw lekkich lambda (A)
oraz kappa (B). Rozdzialy przeprowadzono w systemie elektroforezy SDS-PAGE (12.5% zel
poliakrylamidowy, warunki nieredukujace). Na zelach zaznaczono strefy lokalizacji albuminy
(Alb), dimeru tancuchéw lekkich (D) oraz monomeru tancuchéw lekkich (M). Z lewej strony
ryciny w formie wykresu przedstawiono zalezno$¢ odsetka dimeru lub monomeru tancuchéw
lekkich od czasu. Linig przerywang zaznaczono warto$¢ Srednig odsetka dimeru lub monomeru
dla danego pacjenta. Dla pacjenta z tancuchami lekkimi kappa $rednia odsetka monomeru
wynosita 78.03; odchylenie standardowe = 5.18. Dla pacjenta z tancuchami lekkimi lambda
$rednia odsetka dimeru wynosita 96.47; odchylenie standardowe = 5.06.
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4.3 Analiza oligomerycznych  form taricuchdw lekkich przy uzyciu
wysokosprawnej chromatografii wykluczenia (SE HPLC - size exclusion high
performance liquid chromatography)

Analize wystepowania form oligomerycznych taicuchéw lekkich immunoglobulin
u pacjentdw z gammapatia monoklonalng za pomoca wysokosprawnej chromatografii
wykluczenia przeprowadzono na grupie 53 pacjentéw (31 z tancuchami lekkimi typu kappa,
22 z tancuchami lekkimi typu lambda). Do analizy wybrano materiaty pochodzace od
pacjentéw, dla ktorych w rozdziatach moczu w systemie elektroforezy SDS-PAGE gtéwng
frakcjg biatkowg byta frakcja zlokalizowana w strefie dimeru oraz (lub) monomeru taricuchéw
lekkich. W niektérych przypadkach obserwowano niewielkiej intensywnosci prazki albuminy
lub innych biatek. Mocze wybranych pacjentéw zostaty poddane procedurze oczyszczania
tancuchow lekkich, co dodatkowo minimalizowato wptyw innych biatek na wynik analizy,
utatwiajgc interpretacje rozdziatéw chromatograficznych.

Wyniki rozdziatow zostaty podzielone na trzy grupy. Podziatu na grupy dokonano
poréwnujgc wyniki rozdziatdw chromatograficznych oraz elektroforezy SDS-PAGE badanych
probek:

Grupa 1 — w elektroforezie SDS-PAGE wystepowaty jedynie prazki pochodzace
od tancuchéw lekkich immunoglobulin, a w rozdziatach chromatograficznych wystepowaty
jedynie frakcje o czasach retencji wiasciwych dla tainicuchéw lekkich (dimer, monomer).
Obrazy elektroforezy SDS-PAGE byly zgodne z wynikami rozdziatéw chromatograficznych
(ryc. 18).

Grupa 2 — w elektroforezie SDS-PAGE wystepowaty jedynie prazki pochodzace
od tancuchéw lekkich immunoglobulin, natomiast w rozdziatach chromatograficznych
wystepowaty frakcje o czasach retencji odpowiadajgcych tanncuchom lekkim immunoglobulin
(dimer, monomer) oraz frakcje o nizszych czasach retencji odpowiadajgce biatkom
o wyzszych masach czgsteczkowych. Zaobserwowano brak zgodnosci miedzy obrazami
elektroforezy SDS-PAGE oraz wynikami rozdziatéw chromatograficznych (ryc. 19Ryc. 19).

Grupa 3 — w elektroforezie SDS-PAGE obok prazkéw pochodzacych od faricuchow
lekkich immunoglobulin zaobserwowano wystepowanie prgzkéw pochodzgcych od albuminy
oraz biatek o wyzszych masach czgsteczkowych. W rozdziatach chromatograficznych
wystepowaty frakcje o czasach retencji odpowiadajgcych tancuchom lekkim (dimer,
monomer) oraz frakcje o nizszych czasach retencji odpowiadajgce biatkom o wyzszych
masach czgsteczkowych. Przyczyna pojawienia sie w rozdziatach chromatograficznych frakcji
biatkowych odpowiadajgcych biatkom o wyzszych masach czgsteczkowych byta trudna do
interpretacji. Frakcje o wyzszych masach czgsteczkowych mogty odpowiadac¢ zaréwno
oligomerom tancuchdéw lekkich jak i biatkom takim jak: albumina, transferyna,
immunoglobuliny (ryc. 20).

W grupie 1 znalazto sie 20 rozdziatéw (20/53 = 37.74%). 9 przypadkéw odpowiadato
tancuchom lekkim o typie kappa, a 11 odpowiadato tancuchom o typie lambda.

Brak obecnosci frakcji o nizszych czasach retencji (wyzszej masie czgsteczkowej)
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w rozdziatach chromatograficznych dowodzi, ze w warunkach prowadzonego rozdziatu
(izotoniczny bufor PBS, pH 7.4) wolne tancuchy lekkie immunoglobulin nie wystepowaty
w formie niekowalencyjnych oligomeréw.

W grupie 2 znalazto sie 20 rozdziatéw (20/53 = 37.74%). 10 przypadkdéw odpowiadato
tancuchom lekkim o typie kappa, pozostate 10 przypadkéw odpowiadato taricuchom o typie
lambda. Wystepowanie frakcji o nizszych czasach retencji (wyzszej masie czgsteczkowej)
w rozdziatach chromatograficznych dowodzi, ze w warunkach prowadzonego rozdziatu
(izotoniczny bufor PBS, pH 7.4) wolne tfancuchy lekkie immunoglobulin tworzyty
niekowalencyjne oligomery.

W grupie 3 znalazto sie 13 rozdziatéw (13/53 = 24.53%). 12 przypadkéw odpowiadato
taricuchom lekkim o typie kappa. 1 przypadek w tej grupie odpowiadat taricuchom o typie
lambda. Wystepowanie frakcji o nizszych czasach retencji w rozdziatach chromatograficznych
nie pozwala wykluczy¢ obecnosci wyzszych niz dimer niekowalencyjnych form tarcuchéw
lekkich. Jednak obecnos$¢ prazkéw o wyzszych masach czasteczkowych w elektroforezie
SDS - PAGE uniemozliwia jednoznaczng interpretacje wynikéw. Wyniki analizy zbiorczo
zostaty przedstawione na ryc. 21.
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Ryc. 18 Wybrany rozdzial chromatograficzny pacjenta zaklasyfikowanego do grupy 1.
W rozdziale elektroforetycznym (A) widoczny prazek lokalizujgcy sie w strefie dimeru taficucha
lekkiego immunoglobulin (D). Brak prazkéw w strefie biatek wysokoczasteczkowych (na lewo
od prazka dimeru). Wynik jest spdjny z obrazem rozdziatu chromatograficznego (B).
Nie zaobserwowano wystepowania oligomerycznych form tancuchéw lekkich.
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Ryc. 19 Wybrany rozdziat chromatograficzny pacjenta zaklasyfikowanego do grupy 2.
W rozdziale elektroforetycznym (A) widoczne sg dwa gtéwne prazki: D - dimer FLC, M -
monomer FLC, brak natomiast prazkéw w strefie biatek wysokoczasteczkowych (na lewo od
prazka dimeru). W rozdziale chromatograficznym (B) widoczne sa dodatkowe piki o nizszych
czasach retencji (wyzszych masach czasteczkowych) od piku dimeru. 1 - tetramer FLC (88kDa);
2 - oktamer FLC (166 kDa); 3 - pik zlokalizowany w strefie objeto$ci pustej kolumny.
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Ryc. 20 Wybrany rozdzial chromatograficzny pacjenta zaklasyfikowanego do grupy 3.
W rozdziale elektroforetycznym (A) obok prazkéw dimeru (D) oraz monomeru (M) widoczne s3
roéwniez prazki odpowiadajgce biatkom o wyzszych od dimeru masach czasteczkowych (HMWP
- ang. high molecular weight protein - albumina, transferryna, immunoglobuliny). W rozdziale
chromatograficznym (B) obok piku dimeru FLC (D) oraz monomeru FLC (M) widoczne s3
dodatkowe piki o nizszych czasach retencji, odpowiadajace biatkom wysokoczasteczkowym.
Na podstawie wyniku chromatogramu nie mozna jednoznacznie zdefiniowa¢ pochodzenia
pikow.
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Do dalszej analizy wiaczono jedynie pacjentdow z grupy 1 oraz 2, poniewaz w tych
grupach mozliwe byto jednoznaczne rozstrzygniecie problemu obecnosci oligomerycznych
form FLC.

Przy pomocy testu Manna-Whytney’a poréwnywano wartosci odsetkéw
kowalencyjnych dimeréw FLC w grupach taincuchéw (oba typy FLC) tworzgcych formy
oligomeryczne (n=20) oraz nie wykazujgcych tendencji do oligomeryzacji (n=19). Odsetek
dimeru uzyskano z rozdziatéw elektroforetycznych SDS-PAGE. Nie wykazano istotnej rdznicy
pomiedzy odsetkami dimeréw w obydwu grupach (p=0.36). Podobng analize
przeprowadzono takze oddzielnie dla faicuchdw lekkich kappa (n=19) oraz lambda (n=21).
Nie wykazano statystycznie istotnych réznic (p=0.93) w wartosciach odsetka dimeru
pomiedzy tancuchami lekkimi kappa tworzacymi formy oligomeryczne (n=10) i tanicuchami
kappa nie tworzacymi form oligomerycznych (n=9). Réwniez dla tancuchéw lambda nie
wykazano statystycznie istotnych rdznic (p=0.21) w wartosciach odsetka dimeru pomiedzy
grupg z oligomerami (n=10) i grupg, w ktoérej nie wykryto form oligomerycznych (n=11).

Podsumowujac — sposrdd 53 préobek przebadanych pod katem obecnosci/braku form
oligomerycznych tancuchéw lekkich, wyniki rozdziatéw 40 preparatow pozwolity
na jednoznaczng charakterystyke form czasteczkowych (potwierdzenie/wykluczenie
obecnosci oligomeréw FLC). W 50% przypadkéw (20/40) nie stwierdzono wystepowania
wolnych tancuchdéw lekkich w formie innej niz monomer i (lub) kowalencyjny dimer.
Dla pozostatych 50% badanych prébek (20/40) w oparciu o poréwnanie wynikéw dwédch
technik separacji biatek, mozna potwierdzi¢ istnienie oligomeréw FLC. Analizujac pola
powierzchni i wysokosci pikdw pochodzacych od niekowalencyjnych oligomeréw faricuchow
lekkich w grupie 2 stwierdzono, ze we wszystkich analizowanych przypadkach udziat form
oligomerycznych byt niewielki.

W przypadkach(13/53), w ktdrych obraz z rozdziatu elektroforetycznego w systemie
SDS-PAGE ujawnit obecnosé biatek o wyzszych niz dimer FLC masach czgsteczkowych, bez
analizy jakosciowej skfadu poszczegdlnych frakcji chromatograficznych nie mozna
jednoznacznie wykluczyé istnienia form oligomerycznych.
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Ryc. 21 Zestawienie liczebnosci grup, na jakie podzielono rozdziaty chromatograficzne
fancuchéw lekkich. Podziatu na grupy dokonano poréwnujac wyniki rozdziatow
chromatograficznych oraz elektroforezy SDS-PAGE badanych prébek. W grupie 1 zebrano
przypadki, w ktérych tancuchy lekkie nie tworzyty form oligomerycznych. W grupie 2 oraz 3
zebrano przypadki, w ktérych wrozdziatach chromatograficznych zaobserwowano
wystepowanie pikdw odpowiadajgcych biatkom o masie czgsteczkowej > 44kDa. Jednak tylko
dla tancuchow zaklasyfikowanych do grupy 2 mozna bylo jednoznacznie wykaza¢ obecno$¢
oligomeré6w FLC. W materiatach zaklasyfikowanych do grupy 3, takze w rozdziatach
elektroforetycznych zaobserwowano wystepowanie prazkéw pochodzacych od biatek o masach
czasteczkowych wyzszych od dimeru tancuchéw lekkich. Dlatego nie mozna jednoznacznie
wskaza¢ obecnosci oligomerycznych form FLC jako przyczyny dodatkowych pikow
w rozdziatach chromatograficznych. W tabeli pod wykresem zestawiono dane liczbowe
charakteryzujace poszczegélne grupy (n - liczba rozdziatéw w grupie, % - odsetek grupy
pacjentéow wigczonych do badania).
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4.4 Zrdznicowanie mas czqsteczkowych monomeru oraz dimeru taricuchow
lekkich.

W celu oceny zrdznicowania mas czgsteczkowych dimeru oraz monomeru tancuchdéw
lekkich immunoglobulin w moczu pacjentéw z gammapatig monoklonalng, przeprowadzono
analize wzglednej ruchliwosci elektroforetycznej (Rf) frakcji monomeru i dimeru FLC na
12.5% zelu poliakrylamidowym (elektroforeza SDS-PAGE, warunki nieredukujgce). Do analizy
wybrano 74 rozdziaty, ktére charakteryzowaty sie ostro wyodrebnionymi frakcjami
biatkowymi. W 52 przypadkach FLC wystepowaty zaréwno w formie dimerycznej jak
i monomerycznej. W 15 przypadkach FLC wystepowaty jedynie w formie dimerycznej,
a w 7 przypadkach jedynie w formie monomerycznej. Do analizy wigczono wiec 67 prazkow
zlokalizowanych w strefie dimeru FLC oraz 59 prazkéw zlokalizowanych w strefie
monomeru FLC. taicuchy lekkie kappa stanowity 56.7% (n= 42), a tancuchy lekkie lambda
43.3% (n=32) grupy badanej. Dla 47 rozdziatéw, dla ktérych obok prazkéw taricuchéw lekkich
immunoglobulin zidentyfikowano prazek pochodzacy od albuminy oszacowano réwniez
mase czgsteczkowq albuminy. Zréznicowanie masy czgsteczkowej albuminy okreslonej na
podstawie zaleznosci logarytmu masy czgsteczkowej biatka od potozenia prazka na zelu (Rf)
wyznaczato zmienno$¢ zwigzang z metodg pomiaru.

Ryc. 22 przedstawia obraz przyktadowego zelu poliakrylamidowego, na ktérym
przeprowadzono rozdziat materialu pochodzacego od 9 pacjentow z gammapatia
monoklonalng i biatkiem BJ w moczu. Rdzna lokalizacja prazkéow dimeru i monomeru FLC
najbardziej zauwazalna jest dla pacjentdw na S$ciezkach 4-7. W tych przypadkach masa
czgsteczkowa formy monomerycznej miesci sie w zakresie 24.8-29.2 kDa, a wiec jest wyzsza
od opisywanej w pisSmiennictwie masy 22 kDa . Tylko 2 rozdziaty z analizowanych sciezek
na zelu obok formy monomerycznej posiadajg takze forme dimeryczng — w obu przypadkach
masa dimeru wynosi 54.3 kDa, jest wiec rowniez wyzsza od opisywanej w literaturze masy
44kDa [*]. Spostrzezenie to jest spojne z danymi dla catej analizowanej grupy. Srednie mas
czagsteczkowych formy dimerycznej oraz monomerycznej FLC w analizowanej grupie wynosity
odpowiednio: 51.59 (+/- 3.94) kDa oraz 24.33 (+/- 1.49) kDa. Wyniki mas czgsteczkowych
formy dimerycznej oraz monomerycznej FLC charakteryzowata stosunkowo wysoka
zmiennos¢. Wspdtczynniki zmiennosci wynosity: 7.64 % dla formy dimerycznej oraz 6.14%
dla formy monomerycznej. 100% wynikow masy czgsteczkowej formy dimerycznej miescito
sie w zakresie 43.36 — 63.78 kDa, a dla formy monomerycznej w zakresie 21.23 — 28.74 kDa
(dane zebrane w tabeli 7).
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Ryc. 22 Rozdzial elektroforetyczny tancuchow lekkich immunoglobulin pochodzacych
zmoczu wybranych pacjentow z gammapatia monoklonalng (Sciezki 2- 10). Rozdziat
przeprowadzono na 12.5% zelu poliakrylamidowym z dodatkiem SDS w $rodowisku
buforu Tris-glicyna o pH 8.3, wwarunkach nieredukujacych. Na rycinie widoczne
zréznicowanie mas czasteczkowych monomeru tancuchéw lekkich immunoglobulin
(najwieksze zréznicowanie widoczne jest na $ciezkach 4-7). Obszar lokalizacji monomeru
FLC (n= 8), wyr6zniony za pomoca ramki, obejmuje masy czasteczkowe 22.03 - 29.2 kDa
($rednia = 24,74, CV = 10,6%). Sciezka 1 - standard mas czasteczkowych.

Analiza histogramu rozktadu masy czgsteczkowej dimeru FLC (ryc. 23) pokazuje,
Ze najwiecej obserwacji (n=60; 89.6%) miesci sie w szerokim zakresie 44-56 kDa, ze szczytem
w przedziale 52-54 kDa (n=16). Mozna zaobserwowad takze pojedyncze wyniki o masach
czgsteczkowych z przedziatéw 42-44 kDa (n=1) oraz 56-64 kDa (n=6). Analizujac histogram
rozktadu masy czgsteczkowej monomeru FLC mozna stwierdzi¢, ze najwiecej obserwacji
miesci sie w zakresie 23-26 kDa (n=51; 86.44 %) ze szczytem w przedziale 24-25 kDa (n=21).
Pojedyncze wyniki lokujg sie w przedziatach: 21-22 kDa (n=3) oraz 26-29 kDa (n=5). Badanie
normalnosci rozktadu mas czasteczkowych formy monomerycznej oraz dimerycznej FLC
za pomocg testu Shapiro- Wilka wykazato, ze rozkitady te sg zblizone do rozktadu
normalnego.
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Ryc. 23 Histogramy rozktadéw mas czasteczkowych A - formy dimerycznej taficuchéw
lekkich immunoglobulin, B - formy monomerycznej tanicuchéw lekkich immunoglobulin.

Tabela 7 Wybrane statystyki opisowe mas czasteczkowych albuminy (biatko stanowigce

grupe kontrolng) oraz dimeru i monomeru tancuchéw lekkich immunoglobulin.

T |LeE Ll dimeFr(\)/::Tnaa FLC monon:z:;::ina FLC
Liczebnosé grupy (n) 47 67 59
Srednia, kDa 67.17 51.59 24.33
minimum-maksimum, kDa 63.3-70.41 43.36 - 63.78 21.23-28.74
SD, kDa 1.64 3.94 1.49
cVv, % 2.45 7.64 6.14
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Ryc. 24 Wykres poréwnujacy mediany wzglednej masy czasteczkowej (rMW) trzech
bialek - albuminy (biatko referencyjne), formy dimerycznej FLC oraz formy
monomerycznej FLC. Za wzgledng mase czasteczkowa przyjeto wyrazenie: / (Srednia MW-
pojedynczy wynik MW)/Srednia MW/ . Zastosowanie warto$ci bezwzglednych miato na celu
zniwelowanie wplywu znaku wartosci liczbowych otrzmanych z wyrazenia na wyniki
statystyk. Pionowe stupki oznaczajg wartoSci gornego oraz dolnego kwartylu dla
poszczegdlnych zmiennych.

Aby wykazaé, ze zmienno$é mas czgsteczkowych dimeru i monomeru faricuchow
lekkich (CV = 7.64 % dla formy dimerycznej oraz 6.14% dla formy monomerycznej) jest
spowodowana réznicami w strukturze tych biatek (rézna budowa fragmentéw czesci
zmiennej) poréwnano wartosci miar rozproszenia tych zmiennych. Za miare rozproszenia
przyjeto wartos¢ bezwzgledng ilorazu rdéznicy sredniej masy czgsteczkowej danego biatka
i pojedynczego wyniku oraz sredniej masy czgsteczkowej: |(srednia MW-pojedynczy wynik
MW)/srednia MW/|. Dla potrzeb niniejszej pracy poréwnywane wartosci nazwano wzgledng
masg czasteczkowg (rMW — relative molecular weight) Analizie poddano monomery FLC,
dimery FLC oraz albumine (biatko referencyjne). Do pordéwnania trzech grup wynikow
zastosowano nieparametryczny test ANOVA rang Kruskala — Wallisa. Analiza statystyczna
wykazata istotno$¢ réznic pomiedzy medianami rMW w rozpatrywanych grupach
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(H,17,= 27.49; p <0.0001). Ryc. 24 przedstawia graficzng interpretacje testu ANOVA, gdzie
punkty wyznaczajg wartosci median rMW, natomiast pionowe stupki oznaczajg wartosci
géornego i dolnego kwartyla dla poszczegdlnych zmiennych. Test ANOVA rang
Kruskala - Wallisa pozwolit na odrzucenie hipotezy o réwnosci median rMW albuminy,
dimeru FLC oraz monomeru FLC, dlatego kolejnym krokiem byto przeprowadzenie
statystycznej analizy prowadzacej do wyjasnienie, ktére wartosci median istotnie réznity sie
miedzy soba. Analiza post-hoc wykazata istotnos¢ réznic pomiedzy medianami rMW dimeru
FLC oraz albuminy (p <0.0001), a takze monomeru FLC oraz albuminy (p <0.0001), przy
jednoczesnym braku istotnosci rdéznicy miedzy wartosciami rMW formy dimerycznej
i monomerycznej faricuchow lekkich (p=0.41). Dane te sugerujg pomijalny wptyw zmiennosci
otrzymanych wynikdw wyptywajacej z niedoskonatosci i zmiennosci samej metody
pomiarowej. Podkreslajg rowniez istniejgce zrdéznicowania mas czgsteczkowych zaréwno
dimeréw jak i monomerdw tancuchéw lekkich u réznych pacjentéw z gammapatia
monoklonalng spowodowane odmienng sekwencja aminokwasowag tego biatka.
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4.5 Oznaczanie reszt tiolowych sprzezonych z taricuchami lekkimi
immunoglobulin.

Do oznaczenia reszt tiolowych sprzezonych z faricuchami lekkimi immunoglobulin
witgczono mocze 43 pacjentdw z gammapatia monoklonalng, u ktérych stwierdzono
obecno$¢ biatka BJ. Aby wyeliminowa¢ wptyw obecnych w moczu wolnych zwigzkow
tiolowych (stezenie wolnej cysteiny w moczu oznaczanej metodg HPLC z detekcjg UV-Vis
wynosi ok. 30 mM/mol kreatyniny [°’]), przeprowadzono izolacje oraz dialize taricuchéw
lekkich. Do badania wigczono materiaty, w ktérych w elektroforetycznych rozdziatach
SDS - PAGE nie stwierdzono obecnosci prazka albuminy. Cysteina w pozycji 34 taricucha
polipeptydowego albuminy nie jest zaangazowana w tworzenie wewnatrzczasteczkowego
wigzania disiarczkowego i jest miejscem przytgczenia drobnoczgsteczkowych zwigzkéw
tiolowych [*]. Stad z grupy badanej wykluczono materiaty, w ktérych obecnosé¢ albuminy
mogtaby zawyzaé wynik oznaczenia.

Catkowite stezenie reszt tiolowych sprzezonych z faricuchami lekkimi miescito sie
w granicach 0.45 — 26.40 nM/mg biatka. Badajgc stezenia reszt tiolowych dla dwdch typow
tancuchow wykazano, ze stezenia reszt tiolowych sprzezonych z faricuchami typu kappa s3
rozne od stezen reszt tiolowych sprzezonych z tarnicuchami lekkimi typu lambda (ryc. 25).
Istotno$¢ réznic catkowitych stezen reszt tiolowych w obu grupach zostata potwierdzona
nieparametrycznym testem Manna-Whitney’a (p< 0.0001). Catkowite stezenie reszt
tiolowych w grupie fancuchéw lekkich kappa miescito sie w zakresie: 2.53 — 26.40 nM/mg
biatka, z mediang wynoszaca 10.74 nM/mg biatka. 50% obserwacji w tej grupie miescito sie
w przedziale: 7.54 — 14.52 nM/mg biatka. Dla taricuchéw lekkich lambda catkowite stezenie
reszt tiolowych byto nizsze i miescito sie w zakresie: 0.45 — 12.41 nM/mg biatka, z mediang
wynoszgcg 3.43 nM/mg biatka. 50% obserwacji w tej grupie miescito sie w przedziale
1.75 - 6.90 nM/mg biatka.
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Ryc. 25 Poréwnanie catkowitego stezenia reszt tiolowych sprzezonych
z monoklonalnymi tancuchami lekkimi kappa oraz lambda. Na wykresie zostaty
zaznaczone nastepujgce statystyki opisowe: mediana, dolny, gérny kwartyl oraz zakres
wartosci nieodstajgcych. Uwidoczniono réwniez wartosci odstajagce (obecne jedynie
w grupie taricuch6éw lekkich kappa).

Analiza histograméw rozktadu catkowitego stezenia reszt tiolowych w grupie
monoklonalnych tancuchéw kappa oraz lambda (ryc. 26) potwierdzita obserwacje na temat
odmiennosci w wartosciach stezen reszt tiolowych w grupie kappa oraz lambda.
W przypadku tancuchow lekkich lambda dla ponad 61% (n= 11) obserwacji catkowite
stezenie reszt tiolowych byto <5 nM/mg biatka, podczas gdy 68% (n=17) obserwacji dla
tancuchow lekkich kappa miescito sie w przedziale 5-15 nM/mg biatka. U 11% (n=2)
pacjentow z fancuchami lambda stezenie reszt tiolowych wynosito <1 nM/mg biatka.
Tak niskich stezen reszt tiolowych nie obserwowano w grupie faricuchéw lekkich kappa.
W 5.6% (n=1) przypadkéw z tancuchami lekkimi lambda stezenie reszt tiolowych byto
>10nM/mg biatka, natomiast w grupie tancuchéw lekkich kappa 8% (n=2) przypadkéw
charakteryzowato stezenie reszt tiolowych rzedu ok. 25 nM/mg biatka (najwyzsze stezenie
reszt tiolowych w tej grupie).

76



12

10 +
8_
2
o
g 6f
(&}
(58]
j=1
[4~]
L
S 4
2_
O I L L
0 5 10 15 20 25 30 0 5 10 15 20 25 30
kappa lambda

catkowite stezenie zwigzkow tiolowych, [uM/mg biatka]

Ryc. 26 Rozktady catkowitych stezen reszt tiolowych w grupie pacjentow
z monoklonalnymi fancuchami lekkich kappa (A) oraz lambda (B).

Dokonano réwniez analizy stezen czterech wybranych zwigzkéw tiolowych. Czgsteczki
tancuchow lekkich najczesciej tworzyty mieszane disiarczki z resztami cysteiny. Mediana
stezenia sprzezonej z FLC cysteiny wynosita 9.72 (2.29-23.13) nM/mg biatka dla FLC kappa
oraz 2.81 (0.28-9.39) nM/mg biatka dla FLC lambda. Stezenia homocysteiny oraz
cysteinyloglicyny byty zblizone do siebie, ich mediany wynosity odpowiednio: 0.71 (0.12-1.3)
i 1.01 (0.09-4.95) nM/mg biatka dla FLC kappa oraz 0.24 (0.04-1.48) i 0.27 (0.08-0.40)
mM/mg biatka dla FLC lambda. Stezenie glutationu byto najnizsze, z mediang 0.07 (0-0.43)
nM/mg biatka dla FLC kappa oraz 0.05 (0 — 0.35) nM/ mg biatka dla FLC lambda (wyniki
zebrano w tabeli 8).

Wykorzystujgc test Manna-Whitney’a wykazano istotne rdznice w stezeniach cysteiny
(p <0.0001), cysteinyloglicyny (p=0.0004) oraz homocysteiny (p=0.0002) miedzy tancuchami
lekkimi kappa oraz lambda. Nie wykazano istotnej rdéznicy w stezeniu glutationu (p=0.6)
Brak znamiennych rdéznic w stezeniach glutationu w grupie tancuchéw kappa oraz lambda
mozna wyttumaczyé niewielkim udziatem reszt glutationowych w tworzeniu mieszanych
disiarczkdw z czgsteczkami FLC. Stezenia glutationu byty zblizone do dolnej granicy czutosci
uzywanej metody pomiarowej. Rdéznice w stezeniach poszczegdlnych reszt tiolowych
w grupie kappa oraz lambda przedstawiono na ryc. 27. Szczegdlnie wazne wydajg sie byc
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zaznaczone na rycinie wartosci odstajgce oraz ekstremalne. W przypadkach ekstremalnych

i odstajgcych wysokie stezenia reszt tiolowych zwigzanych z faicuchami lekkimi byty

zwigzane z wysokimi odsetkami monomeréw FLC. Dla faricuchdéw lekkich kappa najwyzsze

stezenia cysteiny (2 wartosci odstajgce) zwigzane sg z przypadkami, gdzie odsetek

monomeru wynosit 100%; najwyzsze stezenie cysteinyloglicyny (1 wartos¢ ekstremalna)

dotyczyto przypadku, gdzie odsetek monomeru wynosit 50%; najwyzsze stezenia glutationu

(1 warto$¢ odstajgca oraz 1 wartos¢ ekstremalna) dotyczyty przypadkéw z odsetkiem

monomeru ok. 65% oraz 100%. W grupie fancuchow lambda nietypowe wyniki dotyczyty

3 przypadkow z odsetkami monomeru FLC: 47.1%, 41.7% oraz 27.73%. W dwdch pierwszych

przypadkach zaobserwowano wysokie stezenia cysteinyloglicyny oraz homocysteiny,

natomiast trzeci przypadek charakteryzowato wysokie stezenie glutationu.

Tabela 8 Wybrane statystyki opisowe dla stezen poszczegélnych zwigzkéw tiolowych
zwigzanych z monoklonalnymi taficuchami lekkimi.

tiolowych

Zwigzek tiolowy Mediana doliny-gté r|ny mifli(il'_ﬂum-
. warty maksimum

[nM/meg biatka] [nM/mg biatka] [nM/mg biatka]

kappa (n=25) 9.72 6.34-12.9 2.29-23.13
Cysteina

lambda (n=18) 2.81 1.46-5.75 0.28-9.39

kappa (n=25) 1.01 0.49-1.26 0.09-4.95
Cysteinyloglicyna

lambda (n=18) 0.27 0.08 -0.40 0-14

kappa (n=25) 0.71 0.52-0.93 0.12-1.30
Homocysteina

lambda (n=18) 0.24 0.12-0.36 0.04-1.48

kappa (n=25) 0.07 0.03-0.12 0-0.43
Glutation

lambda (n=18) 0.05 0.03-0.11 0-0.35
Catkowite kappa (n=25) 10.74 7.54-14.52 2.53 - 26.40
stezenie reszt

lambda (n=18) 3.43 1.75-6.90 0.45-12.41
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Ryc. 27 Por6éwnanie stezenia poszczegdlnych zwigzkéw tiolowych dla monoklonalnych
tancuchéw lekkich kappa oraz lambda. Poréwnywano warto$ci stezen nastepujacych
zwigzkow tiolowych: cysteiny (CysSH), cysteinyloglicyny (CysGly), homocysteiny (HCY)
oraz glutationu (GSH). Na wykresie zostaty zaznaczone nastepujace statystyki opisowe:
mediana, dolny, gorny kwartyl oraz zakres warto$ci nieodstajacych, uwidoczniono
réwniez wartosSci odstajace oraz ekstremalne.
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W kolejnym etapie analizy badano zaleznos¢ miedzy catkowitym stezeniem reszt tiolowych
a odsetkiem monomeru monoklonalnych tafncuchéw lekkich. Z wykorzystaniem
wspotczynnika korelacji porzadku rang Spearmana wykazano istotno$¢ wspomnianej
zaleznosci (p<0.0001). Dodatkowo wspodtczynnik korelacji 0.74 $wiadczy, ze miedzy tymi
dwoma parametrami istnieje bardzo wysoka korelacja [*?] (ryc. 28).
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Ryc. 28 Zalezno$¢ catkowitego stezenia reszt tiolowych wzgledem odsetka monomeru
monoklonalnych tancuchéw lekkich. Analiza korelacji rang Spearmana potwierdzita
statystyczng istotno$¢ przedstawionej zaleznosci. Na dole ryciny podano wspétczynnik
korelacji rang Spearmana (r) oraz poziom istotnosci (p).
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W celu analizy profilu stezen reszt tiolowych obliczono wzgledne stezenie
poszczegdlnych zwigzkdéw tiolowych, wyrazone jako stosunek stezenia okre$lonego zwigzku
tiolowego do sumy stezen wszystkich oznaczanych tioli [%]. Poniewaz wzgledne stezenia
poszczegdlnych zwigzkéw tiolowych nie majg rozktadéw normalnych (test Shapiro-Wilka),
wyniki przedstawiono w postaci mediany oraz zakresu gérny — dolny kwartyl (tabela 9).
Dla wiekszosci badanych preparatéw monoklonalnych FLC profil wzglednych stezen
zwigzkow tiolowych przedstawiat sie w podobny sposéb. Gtéwnym zwigzkiem tiolowym byta
cysteina (mediana = 84.51%); wzgledne stezenia cysteinyloglicyny oraz homocysteiny byty
zblizone do siebie (mediany odpowiednio: 6.80%, 6.52%); natomiast wzgledne stezenie
glutationu byto najnizsze (mediana = 0.87%). Nie zaobserwowano réznic w profilu tiolowym
pomiedzy tancuchami lekkimi kappa oraz lambda, co potwierdzono nieparametrycznym
testem Manna-Whitney’a. Réznice w profilach zwigzkéw tiolowych dla poszczegdinych
pacjentéw dotyczyty stezert homocysteiny oraz cysteinyloglicyny. W 18 przypadkach stezenie
cysteinyloglicyny sprzezonej z czasteczkg FLC byto wyisze od stezenia homocysteiny.
W kolejnych 18 przypadkach profil tiolowy byt nieco odmienny — stezenie homocysteiny
przewyzszato stezenie cysteinyloglicyny. Pozostate 6 przypadkéw dotyczyty profilu, gdzie
stezenie homocysteiny i cysteinyloglicyny byty takie same. Dla 6 przypadkdéw (3 FLC kappa
oraz 3 FLC lambda) stezenie glutationu byto nieoznaczalne, natomiast w 1 przypadku
nieoznaczalne bylo stezenie cysteinyloglicyny (FLC lambda). Najwiekszg zmiennoscia
charakteryzowaty sie wzgledne stezenia cysteinyloglicyny. 50% obserwacji znajdowato sie

w przedziale 4.0% — 10.57%.

Tabela 9 Wybrane statystyki opisowe wzglednego stezenia [%] poszczegdlnych
zwigzkow tiolowych zwigzanych z monoklonalnymi taticuchami lekkimi.

Zwiazek tiolowy Me[d%E]ana doIny-gé{r‘;:]y kwartyl minimum[-o/r;r]\aksimum
Cysteina 84.51 81.64-88,41 61.74-92.83
Cysteinyloglicyna 6.80 4.0-10.57 0-36.19
Homocysteina 6.52 5.61-8.68 0.90-21.58
Glutation 0.87 0.48-1.7 0-4.44

Ryc. 29 przedstawia profil stezen zwigzkdw tiolowych sprzezonych z monoklonalnymi

tancuchami lekkimi.

Wyniki

przedstawiono w postaci

median wzglednych

stezen

odpowiednich zwigzkdéw tiolowych. Na rycinie nie uwzgledniono podziatu na typ tancucha

lekkiego.
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Ryc. 29 Profil wzglednych stezen zwigzkéw tiolowych zwigzanych z tanicuchami lekkimi
pacjentéw z gamapatig monoklonalng. Na rycinie kolorem czarnym zaznaczono zakresy,
w ktérych miesci sie 50% obserwacji (dolny-gorny kwartyl), a kolorem czerwonym
rozstep bezwzglednych wartos$ci odpowiednich zwigzkéw tiolowych (min. - max.).
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4.6 Zjawisko drabin taricuchéw lekkich immunoglobulin v pacjentéow
z gammapatig monoklonalng.

Uzywany w pracy termin ,drabiny” fancuchow lekkich lub ,zjawisko drabin” dotyczy
przypadkéw, gdy w rozdziale elektroforetycznym HRE zaobserwowano kilka (min. 3)
odgraniczonych prazkow (frakcji) biatkowych w obszarze ruchliwosci taricuchéw lekkich.
Najczestszym obrazem klasyfikowanym jako drabiny faricuchéw lekkich byto wystepowanie
3-4 prazkéw biatkowych pochodzacych od FLC. W toku analizy zauwazono, ze wystepowanie
drabin FLC jest zjawiskiem rzadkim. W rozdziatach elektroforetycznych wolne faiicuchy lekkie
najczesciej migrujg na zelu HR w postaci jednego niezréznicowanego prazka. Aby lepiej
zobrazowac zjawisko wystepowania drabin FLC przeprowadzono analize gestosci optycznej
poszczegdlnych prazkow (frakcji biatkowych) wraz z wykresleniem densytogramu przy uzyciu
autorskiego programu DensyGraf.

Ryc. 30 przedstawia poréwnanie rozdziatéw elektroforetycznych oraz densytograméw
najbardziej typowych FLC tworzgcych obraz drabin (2) oraz migrujacych jako pojedyncza
frakcja (1).

System elektroforezy HRE rozdziela biatka przede wszystkim ze wzgledu na rdznice
w tadunku. tancuchy lekkie immunoglobulin, jako biatka o duzej heterogennosci
w strukturze pierwszorzedowej, charakteryzujg sie heterogennym tadunkiem elektrycznym.
Ruchliwos$¢ FLC na zelach HR byta bardzo zréznicowana (ryc. 31).

1) a

"DL 1]

Ryc. 30 Rozdziaty elektroforetyczne (b) oraz densytogramy (a) tancuchéw lekkich
immunoglobulin pochodzacych z moczu pacjentéw ze zdiagnozowang gammapatig
monoklonalng i obecnym biatkiem Bence-Jonesa. Rozdziat prowadzono w systemie
elektroforezy wysokorozdzielczej na zelu agarozowym (HRE Electrophoresis firmy Ciba
Corning Diagnostics): 1) brak drabin fancuchéw lekkich immunoglobulin - na obrazie
widoczna pojedyncza strefa biatkowa. 2) obraz drabin taficuchéw lekkich immunoglobulin
(preparat FLC x470ap) — widoczne cztery frakcje biatkowe.
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Ryc. 31 Rozdziat elektroforetyczny tancuchéw lekkich immunoglobulin wybranych
pacjentéw z gammapatia monoklonalng w systemie elektroforezy wysokorozdzielczej
(HRE). We wszystkich przypadkach widoczne jest zjawisko drabin fancuchéw lekkich.
Na $ciezkach 1-3 zaaplikowano mocz pacjentéw, na $ciezce 4 zaaplikowano surowice
pacjenta. Drabiny tancuchéw lekkich charakteryzuje zréznicowana ruchliwosé
elektroforetyczna. Zjawisko drabin w pewnych przypadkach udaje sie udokumentowac
réwniez w surowicy.

Dla potrzeb niniejszej pracy zostata wykonana elektroforeza wysokorozdzielcza (HRE)
moczu 165 pacjentdw z biatkomoczem Bence-Jonesa. U 24 (14.5%) pacjentéw
zaobserwowano wystepowanie w obrazie elektroforetycznym HRE obrazu drabin FLC.
U pozostatych 141 (85.5%) pacjentéw faricuchy lekkie immunoglobulin stanowity jednorodnag
frakcje. Analiza typu faicuchéw lekkich przy uzyciu automatycznego analizatora BEHRING
Nephelometer Il oraz za pomocg immunofiksacji wykazata, ze w 20 przypadkach (83.33%
drabin) drabiny utworzone byty przez tancuchy lekkie typu kappa. Pozostate 4 przypadki
(16.66% drabin) reprezentowane byty przez faricuchy lekkie typu lambda.

W celu wyjasnienia zjawiska wystepowania i warunkéw powstawania wielu
rozdzielanych elektroforetyczne form czgsteczkowych FLC przeprowadzono kilka grup
eksperymentdéw uzywajac gtéwnie oczyszczonego preparatu tancuchéw lekkich typu kappa
(kx_470AD) otrzymanego z moczu pacjenta z rozpoznang choroba tancuchéw lekkich.
Przestankami, ktére zadecydowaty o wyborze materiatu do dalszych badan byty:

v/ stwierdzenie w moczu pacjenta obrazu drabin uzyskanego w trakcie
elektroforetycznego rozdziatu niezageszczonej probki moczu,

v" mozliwos¢ uzyskania stosunkowo duzej ilosci materiatu do badarn (dobowe wydalanie
tancuchow lekkich w tym przypadku wynosito 40g).

Zjawisko drabin dla tancuchow lekkich k470AD przedstawiat sie jako obraz dobrze
rozdzielonych 4 frakcji biatkowych o réznej gestosci optycznej. Dla potrzeb niniejszej pracy,
poszczegdlnym frakcjom nadano kolejny numer, stosujac konwencje, w ktorej frakcjg nr 1
nazywany jest prazek zlokalizowany najblizej elektrody ujemnej. Procentowa zawartosc

84



biatka w poszczegdlnych frakcjach wyliczona na podstawie gestosci optycznej frakcji zostata
przedstawiona w tabeli 10. Frakcja 2 jest frakcjg o najwiekszej procentowej zawartosci biatka
(40.03%), natomiast frakcje 4 charakteryzuje najmniejsza procentowa zawartos¢ biatka
(13.93%). Przeprowadzono takze analize zmiennosci procentowej zawartosci biatka
w poszczegdlnych frakcjach bazujgc na obrazie 5 powtdrzen rozdziatu tancuchéw k470AD.
Wspotczynniki zmiennosci wynosity: dla frakcji 1 — 12.5%; dla frakcji 2 — 3.9%; dla frakgji
3-5.2% oraz dla frakcji 4 —12.5%.

Tabela 10 Procentowy rozktad poszczegélnych frakcji dla tancuchéow lekkich
immunoglobulin tworzgcych obraz drabin (ks70ap). Frakcja 1 nazywany jest prazek
(frakcja biatkowa) zlokalizowany najblizej elektrody ujemne;.

Frakcja Wartosc¢ [%]
Frakcja 1 18.63
Frakcja 2 40.03
Frakcja 3 27.41
Frakcja 4 13.93

W celu zbadania, czy w obszarze migracji FLC znajdujg sie inne biatka, ktére
przyczyniajg sie do powstania obrazu drabin, po wykonaniu rozdziatu faricuchéw «470AD
w systemie HRE przeprowadzono wizualizacje prazkéw przy uzyciu monoklonalnych
przeciwciat anty-x. Wszystkie z czterech frakcji biatkowych tworzgcych drabine zostaty
uwidocznione na zelu, co dowodzi, ze rozdzielane elektroforetycznie frakcje biatkowe
tworzace drabine sg réznymi formami czagsteczkowymi tancuchow lekkich (ryc. 32).

S

Ryc. 32 Rozdziat tancuchow lekkich x470ap W systemie elektroforezy wysokorozdzielczej
firmy Ciba Corning Diagnostics, do wizualizacji ktérych zostaly uzyte monoklonalne
przeciwciata anty-x (Sebia). Po inkubacji z przeciwciatami anty-x oraz usunieciu ich
nadmiaru zel zostat wybarwiony za pomocg kwasnego fioletu. Zabarwieniu ulegtly
wszystkie cztery prazki, co dowodzi, ze w obszarze wystepowania prazkéw nazywany
,drabinami FLC” nie migruja inne bialka. Za powstanie drabiny odpowiedzialne s3
wytacznie prazki biatkowe pochodzace od tancuchdw lekkich immunoglobulin.
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Przeprowadzono réwniez kilka eksperymentdw z udziatem zwigzkédw o charakterze
silnych reduktordw jak: tris (2-carboxyl) fosfina (TCEP) oraz ditiotreitol (DTT). Ditiotreitol jest
jednym z najbardziej popularnych reduktoréw, czesto uzywanym do redukcji wigzan
disiarczkowych lub zapobiegania utlenieniu wolnych grup sulfhydrylowych. Jednak wobec
tatwosci, z jakg DTT jest utleniany przez tlen zawarty w powietrzu, w wielu pracach zostaje
on zastapiony przez inne zwiazki redukujace jak np. TCEP [*°]. Roztwér FLC k470AD
o stezeniu 10g/l inkubowano z 0.1ImM roztworem DTT oraz 0.25M roztworem TCEP
(t=30min., T = 25° C). Zredukowane prébki zaaplikowano na zel HRE wobec natywnych
tancuchow k470AD i przeprowadzono rozdziat elektroforetyczny. Wynik eksperymentu
zostat przedstawiony na ryc. 33. Pod dziataniem zastosowanych zwigzkéw redukujgcych
obraz rozdziatu FLC k470AD ulegt zmianie. Cztery frakcje biatkowe zostaty przeksztatcone
w jednorodng frakcje lokujgcg sie w obszarze migracji frakcji 2 drabiny. Wyniki
doswiadczenia sugerujg udziat zwigzkéw tiolowych w powstawaniu zjawiska drabin
tancuchoéw lekkich.

Ryc. 33 Rozdziaty elektroforetyczne (a) oraz densytometry rozdzialéw (b) tancuchow
lekkich kappa (xs70ap) W systemie elektroforezy wysokorozdzielczej (HRE) firmy Ciba
Corning Diagnostics. Lancuchy lekkie immunoglobulin «ks70ap (10g/1) (1) zostaty poddane
dziataniu reduktoréw: 1mM r-r DTT (2) oraz 0.25M TCEP (3). Przeksztalcenie czterech
frakcji biatkowych w pojedyncza frakcje biatkowa, sugeruje udziat zwigzkéw tiolowych
w tworzeniu drabiny tancuchow lekkich.
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Kolejna grupa eksperymentéw zwigzana byta z badaniem wptywu na zjawisko drabin
inkubacji tancuchéw «470AD ze zwigzkami tiolowymi. W tym celu roztwér «470AD
o stezeniu 10 g/l inkubowano z 1ImM roztworami homocysteiny, glutationu, cysteiny oraz
cysteaminy. Po 12h inkubacji w temperaturze pokojowej materiat zaaplikowano na zel HRE
i wykonano elektroforeze. Ryc. 34 przedstawia wyniki dwoch eksperymentéw
przeprowadzonych w réznym czasie. Pod wptywem inkubacji ze zwigzkami tiolowymi
nastgpita zmiana procentowej zawartosci biatka w poszczegdlnych frakcjach. Procentowy
rozktad poszczegdlnych frakcji przed oraz po inkubacji z odpowiednimi zwigzkami tiolowymi
zostat przedstawiony w tabeli 11. Zwracajg uwage najbardziej znamienne przesuniecia
w wartosciach procentowych frakcji 2 oraz 3 dla cysteiny, homocysteiny oraz glutationu oraz
odmienny sposdb migracji fancuchow k470AD po inkubacji z cysteaming. Profile
procentowej zawartosci biatka w poszczegdlnych frakcjach dla fancuchéw lekkich
inkubowanych z homocysteing i cysteing wydajg sie by¢ bardzo podobne. Fakt ten mozna
ttumaczy¢ zblizong strukturg chemiczng obu zwigzkdéw tiolowych (homocysteina od cysteiny
rozni sie jedynie dodatkowg grupg —CH,-). Inkorporacja homocysteiny jak i cysteiny do jednej
z molekularnych form tancuchdéw lekkich tworzacych drabine wywiera podobny wptyw na
tadunek elektryczny biatka. W obu tych przypadkach procentowa zawartos¢ biatka we frakcji
2 wzrosta, natomiast zmalata procentowa zawarto$¢ biatka we frakcji 3 (w stosunku do
wartosci dla natywnych tancuchéw). Procentowe zawartosci biatka we frakcjach 1 oraz 4
rowniez zmalaty, jednakze zmiana nie przekraczata wyliczonego wczesniej wspotczynnika
zmiennosci dla procentowej zawartosci biatka w tych frakcjach. W przypadku preparatu
inkubowanego z glutationem mozna zaobserwowad, ze najbardziej intensywna jest frakcja 3.
Frakcja 1 charakteryzuje sie podobng gestoscig optyczng, co frakcja 1 fancuchdéw natywnych.
Frakcja 2 natomiast ma najnizszg gesto$é optyczng sposrdd odpowiadajgcych jej frakcji
w rozdziatach tancuchéw natywnych oraz inkubowanych z pozostatymi zwigzkami tiolowymi.
Frakcje 4 charakteryzuje najmniejsza zmiennos¢ (mieszczgce sie w granicach wspdtczynnika
zmiennosci) dla rozdziatéw preparatu k470AD inkubowanego, badz nie z wyszczegdlnionymi
powyzej zwigzkami tiolowymi. Aby podkresli¢c wptyw zwigzkédw tiolowych na powstanie
drabiny FLC wykonano eksperyment z uzyciem cysteaminy. W tym przypadku drabina ulegta
znacznym przeksztatceniom. Gesto$é optyczna frakcji 1-4 znacznie sie zmniejszyta, chociaz
lokalizacja na zelu prazkéw tworzacych te frakcje pozostata niezmieniona. Pojawita sie
natomiast nowa frakcja biatkowa, zlokalizowana najblizej elektrody ujemnej (nazwana dla
potrzeb pracy frakcjg 0) charakteryzujgca sie najwiekszg gestoscig optyczng (procentowa
zawartosé biatka we frakcji 0 = 54.33%). Sposrdd uzywanych w eksperymencie zwigzkdéw
tiolowych cysteamina jest wiec najbardziej reaktywna w reakcji substytucji zwigzkow
tiolowych w preparacie faricuchow lekkich k470AD. Na ryc. 35 poréwnano procentowg
zawartos$¢ biatka w kazdej z 4 frakcji biatkowych tworzgcych drabine tancuchéw k470AD.
Aby zwréci¢ uwage na rdznice w budowie, a co za tym idzie réznice we wptywie, jaki
poszczegdlne zwigzki tiolowe wywierajg na tadunek form czasteczkowych FLC, do ktdérych sg
inkorporowane, u gory ryciny umieszczono ich wzory potstrukturalne.
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Podsumowujgc, mozna stwierdzi¢, ze FLC podlegajg substytucji zwigzku tiolowego
(FLC-SS-H + RSH = FLC-SS-R1 + XSH). Proces ten ma wptyw na zjawisko drabin taricuchéw
lekkich obserwowany w systemie elektroforezy wysokorozdzielcze;j.

12 3 4
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2, FLC Karonn/HCY '

]

.
3. FLC K470ap/GSH - '

4-":LC Kz70a0/ CYSSH J
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Ryc. 34 Rycina obrazujaca wplyw zwigzkéw tiolowych na rozktad frakcji biatkowych
tancuchéw lekkich immunoglobulin wykazujacych zjawisko drabin. Laficuchy lekkie xas70ap
o stezeniu 10g/1 przed elektroforeza byty inkubowane (25°C, 12h) zroztworami
zwigzkow tiolowych (konicowe stezenie 1 mM): 1 - natywne K470ap; 2 - Ka70ap inkubowane
z roztworem homocysteiny (HCY); 3 - k470ap inkubowane z roztworem glutationu (GSH);
4 - K470ap inkubowane z roztworem cysteiny (CysSH); 5 - k470ap inkubowane z roztworem
cysteaminy. Zwraca uwage pojawienie sie dodatkowej frakcji na $ciezce 5 (inkubacja
Z cysteaming)

(elektroforeza wysokorozdzielcza na firmy Ciba Corning Diagnostics)
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Tabela 11 Procentowy rozktad poszczegdlnych frakcji biatkowych tancuchéw lekkich
immunoglobulin k40ap, tworzacych obraz drabin (HRE, Ciba Corning Diagnostics). W tabeli
przedstawiono zmiany wartoSci procentowej poszczegélnych frakcji biatkowych
po inkubacji ze zwigzkami tiolowymi. Zwracaja uwage najbardziej znamienne
przesuniecia w wartos$ciach procentowych frakcji 2 oraz 3, a takze pojawienie sie nowej
frakcji biatkowej w eksperymencie z udziatem cysteaminy.

Wartosc¢ [%]
Frakcja
k470 AD k470 AD/HCY | k470 AD/GSH | k470 AD/Cys | k470 AD/CysAM

Frakcja O - - - - 54.33
Frakcja 1 18.18 10.41 20.69 14.86 20
Frakcja 2 41.82 61.54 18.24 59.84 13.70
Frakcja 3 27.46 16.38 51.83 15.5 8.78
Frakcja 4 12.54 11.68 9.23 9.8 3.18
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Ryc. 35 Wykres przedstawiajacy procentowg zawarto$¢ biatka w kazdym z 4/5 prazkow
(frakcji) powstatych po rozdziale w systemie elektroforezy wysokorozdzielczej (HRE) FLC
ka70ap (10g/1) natywnych oraz FLC kas70ap (10g/1) po inkubacji (25°C, 12h) z roztworami
(ImM) nastepujacych zwigzkéw tiolowych: homocysteina (HCY), cysteina (CysSH),
glutation (GSH) oraz cysteamina (CysAM). Rycina podkresla podobne profile odsetkowych
zawarto$ci frakcji biatkowych dla tafcuchéw «a70ap inkubowanych z homocysteing
i cysteing oraz najbardziej odmienny profil powstaty po inkubacji FLC «470ap z glutationem
oraz cysteaming. Na gorze ryciny przedstawiono wzory strukturalne odpowiednich
zwigzkow tiolowych.
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W systemie elektroforezy na zelu poliakrylamidowym bez dodatku detergentu
w warunkach niedenaturujacych fancuchy «470AD rdéwniez migrujg jako 4 frakcje.
Pod wptywem inkubacji preparatu ze zwigzkami tiolowymi (cysteina, homocysteina
oraz glutation) mozna zauwazyé zmiany procentowej zawartosci biatka w poszczegdlnych
frakcjach. Kierunek zmian odpowiada obserwowanemu w systemie elektroforezy
wysokorozdzielczej (ryc. 36). W obu systemach elektroforetycznych kluczowym dla rozdziatu
biatek jest ich tadunek elektryczny, stad wyniki potwierdzajg obserwacje o istnieniu kilku
form czasteczkowych FLC k470AD w warunkach prowadzenia eksperymentu (pH 7.4
oraz pH 8.3), ktére rdinig sie tadunkiem elektrycznym oraz wzmacnia teze o udziale
zwigzkow tiolowych tworzacych drabine taricuchdéw lekkich

1 2 3 4

Ryc. 36 Rozdzial elektroforetyczny tancuchow lekkich
! Ka70ap W Systemie elektroforezy na zelu poliakrylamidowym
4 & bez dodatku detergentu. 1 - natywne FLC ka70ap; 2 - FLC
; 5 !B ' Ka70ap + HCY; 3 = FLC Kazoap + GSH; 4 — FLC Ka7oap + CysSH.
a Takze w tym systemie elektroforetycznym tancuchy s7oap
rozdzielajg sie na 4 frakcje biatkowe, ktérych procentowa
zawarto$¢ biatka zmienia sie pod wpltywem dziatania

zwigzkow tiolowych. Strzatka zaznaczono kierunek migracji
biatek.
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Aby zobrazowaé wptyw stezenia zwigzku tiolowego na proces przeksztatcania
poszczegdlnych frakcji biatkowych drabiny FLC, przeprowadzono eksperyment, w ktorym
taicuchy lekkie k470AD inkubowano ze wzrastajgcym stezeniem glutationu. Dla celéw tego
doswiadczenia wybrano glutation, ze wzgledu na najbardziej zauwazalne przesuniecia
w wartosciach procentowych frakcji 2 i 3. Preparat k470AD (10g/1) byt inkubowany z 0.2; 0.5;
1, 2.5, 5, 10 mM roztworami glutationu, a nastepnie przeprowadzono rozdziat
elektroforetyczny (HRE, Sebia). W systemie HRE firmy Sebia rozdziat elektroforetyczny
prowadzony byt w buforze o pH 8.3, a wiec bardziej alkalicznym w stosunku do buforu
systemu firmy Corning (pH 7.4) stosowanego w poprzednich eksperymentach. Zmiana
Srodowiska rozdziatu spowodowata zmiane wzoru migracji pragzkdw w drabinie tarnicuchéw
k470AD. Frakcje 1 oraz 2 (Corning) w systemie Sebii migrujg jako jedna frakcja 1’, stad
zmiana nazewnictwa kolejnych frakcji biatkowych: 3 (Corning) - 2’ (Sebia); 4 (Corning) - 3’
(Sebia). Wynik doswiadczenia zostat zaprezentowany na ryc. 37. Na wykresie
przedstawiajgcym zmiany procentowej zawartosci biatka dla poszczegdlnych frakcji
od stezenia glutationu mozna zauwazy¢ najbardziej znamienne przesuniecia dla frakcji 1’
oraz 2’. Linie przedstawiajgce zaleznos$¢ odsetka frakcji 1’ i 2’ od wzrastajacego stezenia
glutationu stanowig swoje odbicia lustrzane. Wraz ze wzrastajgcym stezeniem glutationu
wzrasta odsetek frakcji 2, a maleje odsetek frakcji 1’. Dla stezenia glutationu 5mM frakcje 1’
oraz 2’ osiggaja zblizone wartosci procentowe. Dla wartosci stezen glutationu powyzej 5mM
gestos¢ optyczna frakcji 2 jest wieksza od gestosci optycznej frakcji 1’, co stanowi
odwrécenie kolejnosci procentowej zawartosci biatka we frakcjach tworzgcych drabine
k470AD dla tancuchéw natywnych. Wzrost stezenia glutationu nie wptywa natomiast
na zmiane procentowej zawartosci biatka dla frakcji 3’ (12.64 +/- 1.24%).
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Ryc. 37 Wykres przedstawiajacy zaleznos¢ odsetka frakcji 1’-3’ powstatych w wyniku
rozdziatu FLCka70ap W systemie HRE firmy Sebia od stezenia glutationu. Lancuchy lekkie
K470ap O Stezeniu 10 g/l inkubowano (25°C, 12h) z 0.2; 0.5; 1; 2.5; 5; 10 mM roztworem
glutationu, a nastepnie wykonano rozdziat elektroforetyczny. Na wykresie widoczne sg
niewielkie zmiany w procentowej zawarto$ci biatka dla frakcji 3’ (12.64 +/- 1.24%) oraz
znaczgce zmiany w procentowej zawartos$ci biatka dla frakcji 1’ (49.89 +/- 9.26%) oraz 2’
(37.47 +/- 10.33%). Wraz ze wzrastajacym steZeniem glutationu wzrasta odsetek frakcji
2’, a maleje odsetek frakcji 1’ (linie przedstawiajace zalezno$¢ odsetka frakcji 1’ i 2’ od
wzrastajgcego stezenia glutationu stanowia swoje odbicia lustrzane). Z prawej strony
wykresu znajduje sie obraz rozdziatdw FLC ks70ap inkubowanych z odpowiednim
stezeniem glutationu. Na rycinie zaznaczono katode (-) oraz anode (+). W systemie firmy
Sebia tancuchy lekkie k470ap rozdzielaja sie na 3 frakcje. Widoczne w systemie Ciba Corning
Diagnostics frakcje 1 i 2 tutaj migruja jako jedna frakcja nazwana frakcjg 1’.

Jednym z kluczowych eksperymentéw majgcych na celu wyjasnienie zjawiska drabin

FLC byto uzyskanie frakcji dimeru oraz monomeru «470AD przy pomocy preparatywnego
rozdziatu w systemie wysokosprawnej chromatografii wykluczenia (ryc. 10). Wykonujgc
rozdziat uzyskanych frakcji w systemie elektroforezy SDS-PAGE potwierdzono czystosé
preparatéw (rozdzielenie monomeru i dimeru). W rozdziale elektroforetycznym SDS-PAGE
frakcja dimeru z preparatywnej chromatografii lokalizowata sie w obszarze odpowiadajgcej
biatku o MW wynoszgcej 48.2 kDa, a frakcja monomerowa w obszarze odpowiadajgcej biatku
o MW wynoszacej 22.7 kDa (ryc. 39). Jest to spdjne z empirycznie zbadanym
we wczesniejszym doswiadczeniu zakresem mas czgsteczkowych dimeru oraz monomeru
FLC. W kolejnym etapie zostat wykonany rozdziat elektroforetyczny formy dimerycznej oraz
monomerycznej FLC w systemie elektroforezy wysokorozdzielczej. Aby poprawié
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rozdzielczosc¢ frakcji 1’, wydtuzono czas wykonania elektroforezy (w stosunku do propozycji
producenta; t=26 min. vs 18 min.). Stosujac tak zmodyfikowang procedure na powrdt
uzyskano obraz 4 dobrze odgraniczonych prazkéw tworzgcych drabine taiicuchéw «470AD.
W tej czesci pracy udato sie zidentyfikowac¢ forme dimeryczng oraz forme monomeryczng
w obrazie drabin. Ryc. 38 przedstawia rozdziat elektroforetyczny frakcji dimerycznej (Sciezka
2) oraz monomerycznej (Sciezka 3) taricuchdéw k470AD wykonany w systemie elektroforezy
wysokorozdzielczej wobec tancuchéw nie poddanych preparatywnemu rozdziatowi ($ciezka
1). Frakcja 1 drabiny okazata sie by¢ frakcjg dimeryczng FLC. Jak wida¢ forma dimeryczna
tancuchow k470AD daje obraz jednorodnego prazka w systemie HRE, mozna wiec stwierdzi¢,
ze jest forma jednorodng pod wzgledem tadunku elektrycznego. Forma monomeryczna
tancuchow k470AD natomiast rozdziela sie na 3 dobrze odgraniczone prazki, ktére
w systemie HRE (Ciba Corning) stanowig frakcje 2, 3 i 4 drabiny. Za powstawanie drabiny FLC
odpowiada przede wszystkim forma monomeryczna, na ktdérg sktada sie kilka form
czasteczkowych FLC. Istnienie réznych form czgsteczkowych monomeru FLC k470AD mozna
wyttumaczy¢ faktem przytaczenia sie réznych zwigzkéw tiolowych do grupy sulfhydrylowej
cysteiny zlokalizowanej w pozycji 214 fanicucha polipeptydowego FLC. Fakt istnienia silnej
korelacji pomiedzy catkowitym stezeniem reszt tiolowych oznaczonych w preparatach FLC,
a odsetkiem formy monomerycznej w danej czgsteczce FLC (ryc. 28), wzmacnia stusznosc tej
hipotezy. W przypadku uzywanego w doswiadczeniach preparatu tancuchéw kappa «470AD
za pomocg wysokosprawnej chromatografii cieczowej udato sie zidentyfikowaé zwigzane
z czgsteczkg FLC zwigzki tiolowe takie jak cysteina i cysteinyloglicyna. Mozna przypuszczaé,
ze przytgczenie cysteiny oraz cysteinyloglicyny do czgsteczki monomeru FLC «470AD
spowodowato wyodrebnienie sie w elektroforezie HRE frakcji 2 oraz 3 sktadajgcych sie na
drabine. Forma dimeryczna FLC powstaje na skutek utworzenia wigzania disiarczkowego
utworzonego pomiedzy grupami sulfhydrylowymi cysteiny 214 dwdch czasteczek
monomeru. Brak mozliwosci przytgczenia wolnej grupy tiolowej do formy dimerycznej
skutkuje jednorodnoscig prazka w obrazie HRE. Pozostaje jeszcze pytanie o geneze istnienia
frakcji 4 w obrazie drabin. By¢ moze jest to forma czgsteczkowa monomeru FLC, do ktérej na
skutek modyfikacji posttranslacyjnej zostata przytagczony inny zwigzek niz czgsteczka tiolu.
Zwigzki tiolowe zostaly wykryte takie w preparatach, ktére w elektroforezie
wysokorozdzielczej migrujg jako pojedynczy prazek. Stad wniosek, iz u podtoza zjawiska
drabin lezy jeszcze dodatkowy mechanizm, by¢ moze zwigzany ze strukturg
pierwszorzedowg taricuchéw.
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Ryc. 38 Rozdziat elektroforetyczny tancuchow lekkich ks70ap w systemie elektroforezy
wysokorozdzielczej (HRE) firmy Sebia. W celu lepszego rozdziatu frakcji 1 w tym systemie,
oryginalna procedure zmodyfikowano wydtuzajac czas rozdziatu. Na S$ciezki 2-3 zZelu
zaaplikowano materiat otrzymany w wyniku preparatywnego rozdziatu dimeru oraz
monomeru tancuchéw lekkich «s70ap, tworzacych drabine. 1 - lancuchy lekkie «a70ap
nie poddane preparatywnemu rozdziatlowi (forma dimeryczna oraz monomeryczna FLC);
2 - forma dimeryczna FLC «s70ap; 3 - forma monomeryczna FLC xa70ap. Jak widaé
narycinie, za powstawanie drabiny odpowiedzialna jest przede wszystkim forma
monomeryczna.

94 kDa

67 kDa

43 kDa

30 kDa

20,1 kDa

Ryc. 39 Rozdziat elektroforetyczny wolnych tancuchéw lekkich immunoglobulin
w systemie elektroforezy SDS_PAGE z uzyciem buforu Tris-glicyna pH 8.3 w warunkach
nieredukujgcych na 12.5% zelu poliakrylamidowym. 1-standard mas czasteczkowych
(Sigma Marker, low range); 2- FLC A70292 (1g/1); 3- FLC Ka70ap (1g/1); 4 - frakcja monomeru
tancuchdw «u70ap; 5 - frakcja dimeru tancuchdw «a70ap. Materiat zaaplikowany na $ciezki
4oraz 5 otrzymano w wyniku preparatywnego rozdzialu taincuchéw «a70ap
w izokratycznym systemie chromatografii wykluczenia (HPLC SE).
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Ostatnim etapem cyklu doswiadczen zwigzanych ze zjawiskiem drabin FLC byto
porownanie wynikdw doswiadczen prowadzonych z wudziatem taincuchéw «470AD
z wybranymi innymi preparatami wolnych tancuchow lekkich. Ryc. 40 przedstawia
przyktadowe rozdziaty elektroforetyczne w systemie HRE faincuchow lekkich z moczu
wybranych pacjentéw z gammapatig monoklonalng. Wybrano materiat zawierajgcy tancuchy
lekkie typu kappa tworzgce obraz drabin FLC (A) oraz migrujgce w postaci jednorodnego
prazka (B), a takze tancuchy lekkie typu lambda nietworzgce drabiny (C).
Wyniki eksperymentu s3 spdjne z poprzednimi. Pod wptywem zwigzku o charakterze
reduktora (TCEP) obraz drabin ulega przeksztatceniu do pojedynczej frakcji biatkowej
(ryc. 40-A, sciezka 1). Inkubacja z rdéinymi zwigzkami tiolowymi zmienia lokalizacje
poszczegdlnych prazkéw tworzacych obraz drabin na zelu. Inkorporacja glutationu
do czgsteczki FLC powoduje powstanie frakcji zlokalizowanej najblizej elektrody dodatniej,
frakcja biatkowa zwigzana z cysteaming lokalizuje sie zas najblizej elektrody ujemne;.
Inkorporacja cysteiny natomiast w tym przypadku nie wywiera zauwazalnego wptywu
na lokalizacje oraz intensywnos¢ frakcji biatkowych drabiny. Interesujacy jest fakt,
iz w przypadku, gdy fancuchy lekkie natywne na zelu HR nie migrowaty w postaci kilku
prazkéw, inkubacja z pojedynczym zwigzkiem tiolowym wywotywata zmiane potozenia
(glutation, cysteamina) lub nie wptywata na lokalizacje (cysteina) prazka na zelu. Natomiast
inkubacja z mieszaning zwigzkéw tiolowych powodowata powstanie drabiny, przy czym
frakcja o najwiekszej intensywnosci byta frakcja zwigzana ze zwigzkiem tiolowym
o najwyzszym pK, grupy sulfhydrylowej (cysteamina, ryc. 40-B, Sciezka 6). Jednak proby
wywotanie zmiany lokalizacji prazka FLC lub drabiny FLC byly nieskuteczne w przypadku
taricuchéw lekkich lambda nietworzgcych obraz drabin. Warto nadmienié, ze wybrane do
eksperymentu tancuchy lekkie typu kappa charakteryzowaty sie niskim odsetkiem dimeru
(<50%), natomiast odsetek dimeru dla tancuchdéw lekkich typu lambda wynosit 100%. Prébe
zmiany profilu procentowej zawartosci biatka w poszczegdlnych frakcjach drabiny lub zmiane
lokalizacji frakcji biatkowych drabiny wykonano réwniez na prébce surowicy (ryc. 41). W tym
przypadku inkubacja z glutationem spowodowata zmniejszenie intensywnosci 3 frakcji
biatkowej drabiny natywnej oraz pojawienie sie najbardziej intensywnej frakcji biatkowej
zlokalizowanej najblizej elektrody dodatniej.

Wsréd badanych materiatow odkryto réwniez wystepowanie zjawiska drabin
tancuchow lekkich w rozdziatach biatek surowicy (ryc. 31-4 oraz ryc. 41). Wolne tanicuchy
lekkie immunoglobulin nie sg czesto wykrywane w surowicy. Wysoki klirens FLC powoduje,
ze zwykle ich stezenia we krwi sg nizsze od stezen w moczu. Zréznicowana ruchliwosc
elektroforetyczna natomiast sprawia, ze w rozdziatach elektroforetycznych obecnos$é
faricuchéw lekkich immunoglobulin moze by¢ maskowana przez inne biatka obecne
w surowicy w wyzszym stezeniu i lokalizujgce sie w podobnym obszarze na zelu
elektroforetycznym. Podczas badan nad niniejszg pracg w dwodch przypadkach udato sie
zaobserwowac zjawiska drabin w surowicy pacjentéw. Rozdziat elektroforetyczny biatek
surowicy pacjentow z gammapatia monoklonalng nalezgcych do grupy badanej nie byt
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wigczony w planowane eksperymenty, stagd dostepnos$é materiatu byta ograniczona. Jednak
fakt istnienia zjawiska drabin takze w surowicy stoi w opozycji do teorii, ze zjawisko drabin
jest artefaktem zwigzanym z wptywem matrycy, jaka jest mocz (pH oraz sita jonowg moczu).

A 1 Ryc. 40 Obraz rozdziatéw
elektroforetycznych w systemie
elektroforezy wysokorozdzielczej moczu

pacjentéw z gammapatig monoklonalng
oraz biatlkomoczem Bence-Jonesa.
Lancuchy lekkie (5mg/ml) przed aplikacja
na zel inkubowano (25°C, 12h)

z odpowiednimi reagentami: 1 - natywne

FLC; 2 - FLC poddane redukcji za pomocg

TCEP (25 mM); 3 - FLC inkubowane

z roztworem glutationu (1mM); 4 - FLC
inkubowane z roztworem cysteaminy

(ImM); 5 - FLC inkubowane z roztworem

cysteiny (1mM); 6 - FLC inkubowane

z mieszaning glutationu oraz cysteaminy

(0,5 mM). Materiat A - FLC typu kappa

' tworzace obraz drabin; B - FLC typu kappa

nie tworzgce obrazu drabin; C - FLC typu

lambda. W przypadku tancuchéw lekkich

2 kappa pod wptywem dziatania zwigzkow

3 tiolowych udato sie wywotaé zmiany

4

i A W N

[y

—
o A W N

w ruchliwosci elektroforetycznej frakcji
biatkowych lub uzyska¢ obraz drabin.

5 Nie zaobserwowano takiego efektu
dla tancuchéw lekkich typu lambda.

[-]
— - = ey

1 1

[-]
2 :
A

Ryc. 41 Obraz rozdziatéw elektroforetycznych w  systemie elektroforezy
wysokorozdzielczej surowicy pacjenta z chorobg tancuchéw lekkich. Czerwong ramka
zaznaczono obszar migracji FLC - widoczny charakterystyczny obraz drabin (3 prazki).
Sciezka 1 - surowica pacjenta; $ciezka 2 - przed aplikacja na zel surowica byta
inkubowana z glutationem (1,7 mM). Widoczna zmiana ruchliwosci frakcji biatkowych -
mozna zauwazy¢ pojawienie sie dodatkowej frakcji potoZonej najblizej elektrody
dodatniej.
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tancuchy lekkie, ktére w surowicy tworzg obraz drabin, nie zawsze tworzg obraz
drabin w moczu. Na ryc. 42 przedstawiono wyniki rozdziatu elektroforetycznego surowicy
oraz moczu dwdch pacjentéw. W jednym przypadku, pomimo obecnosci w surowicy drabiny,
nie zaobserwowano tego zjawiska w rozdziale moczu. W drugim przypadku natomiast obraz
drabin mozna byto zauwazy¢ zaréwno w rozdziale surowicy jak i moczu. Chociaz w obu
przypadkach na drabine FLC sktadajg sie 3 frakcje biatkowe, ruchliwos$é elektroforetyczna
oraz intensywnos¢ poszczegdlnych prazkédw tworzacych zjawisko drabin byty rdézne dla
rozdziatu surowicy oraz moczu. Sugeruje to wptyw samego procesu wydalania FLC z surowicy
do moczu na powstanie zjawiska drabin.

l 5
o

B 1 23

" :
e 1 B

12 3

Ryc. 42 Obraz rozdziatéw elektroforetycznych w systemie elektroforezy
wysokorozdzielczej surowicy (S) oraz moczu (M) pacjentéw z chorobg taricuchéw lekkich,
u ktérych mozna zaobserwowac zjawisko drabin. Czerwong ramkg zaznaczono obszar
migracji FLC. Rycina A - obraz drabin jest widoczny w surowicy pacjenta, w moczu FLC
migruja jako pojedynczy prazek; rycina B - obraz drabin mozna zauwazy¢ zaréwno
w surowicy jak i w moczu, chociaz ruchliwo$¢ elektroforetyczna oraz intensywnos$¢
poszczegdlnych frakcji biatkowych tworzacych obraz drabin w surowicy oraz moczu jest
odmienna.

Podsumowujgc, za wystepowanie zjawiska drabin monoklonalnych tancuchdéw lekkich
immunoglobulin odpowiada heterogenna tiolacja cysteiny 214 monomeru fancucha.
Poszczegdlne frakcje sktadowe drabiny mozna wzajemnie przeksztatcaé stosujgc reduktory
lub drobnoczasteczkowe zwigzki tiolowe.
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5 Dyskusja

Postep badan nad taricuchami lekkimi koncentruje sie na problemie ich uzytecznosci
w wykrywaniu, prognozowaniu i monitorowaniu leczenia dyskrazji plazmocytowych. Trzeba
jednak pamietaé, ze wolne tancuchy lekkie nie sg obojetnym dla organizmu markerem
diagnostycznym. Ich obecnosc¢ i specyficzne wtasnosci biologiczne i fizykochemiczne moga
by¢ przyczyng rozwoju powiktan w przebiegu chordb z grupy gammapatii monoklonalnych.
Powiktania te czesto stanowig gtdwng manifestacje choroby i mogg prowadzi¢ do Smierci
pacjenta. Podstawowym mechanizmem patogennosci FLC jest zdolno$¢ do tworzenia
depozytéw biatkowych o réznorodnej strukturze. Uwaza sie, ze niektére formy FLC sg takze
cytotoksyczne.

Pewng trudnosé w praktyce klinicznej stanowi brak narzedzi diagnostycznych, ktérymi
mozna by u konkretnego pacjenta oceni¢ ryzyko powstawania depozytéw biatkowych.
Z doswiadczen wtasnych oraz dyskusji z lekarzami wynika, ze istnieje pewna grupa chorych
z gammapatia monoklonalng, ktérzy pomimo wydalania przez wiele lat kilkunastu gramow
wolnych tancuchéw lekkich na dobe, nie majg objawdéw uszkodzenia nerek i innych
narzadow. Spotykani sg jednak takze inni chorzy - wydalajgcy z moczem kilkadziesigt/kilkaset
miligramoéw wolnych tancuchdw lekkich na dobe i umierajgcy w ciggu zaledwie kilku miesiecy
w wyniku uszkodzenia narzaddw (serca, nerek) przez depozyty biatkowe. Informacje na
temat tropizmu narzagdowego i toksycznosci wolnych tanicuchéw lekkich sg niekompletne,
a badania dotyczyty zwykle pojedynczych chorych. Toksycznosé FLC zalezy od typu tancucha
(kappa, lambda), od budowy czesci zmiennej i statej, a takze zdolnosci do tworzenia
oligomerdw i agregatdéw z innymi biatkami. Wykazano, ze u réznych chorych toksycznos¢
taricuchdéw lekkich jest bardzo zréznicowana. Wydaje sie, ze to witasnie struktura taricuchéw
lekkich odgrywa kluczowg role w toksycznosci biatka. Kiedy tancuchy lekkie pochodzace od
indywidualnych pacjentéw podawano myszom, zwierzeta rozwijaty te samg forme
uszkodzenia nerek (nefropatia wateczkowa, choroba depozytéw tancuchéw lekkich) co

chorzy, cho¢ nie u wszystkich zwierzat obserwowano zmiany chorobowe [toot0t

]. Nie ma
obecnie testu, ktéry odpowiedziatby na pytanie, czy u chorego, u ktdrego stwierdza sie
obecno$¢ monoklonalnych wolnych faricuchéw lekkich, dojdzie do powstania depozytow
biatkowych i jaki bedzie ich charakter oraz lokalizacja narzadowa. Wszelkie testy
diagnostyczne pozwalajgce na wykrycie choréb zwigzanych z odktadaniem sie agregatdéw
biatkowych majg swoje zastosowanie do tkanek juz zajetych przez proces chorobowy.
Nierzadko do zdiagnozowania choroby dochodzi dopiero post mortem. Mimo ze temat
powstawania depozytéw biatkowych jest wazny z klinicznego punktu widzenia, badania
podstawowe opisujgce wiasnosci fizykochemiczne tej grupy biatek sg stosunkowo nieliczne.
Wiekszos¢ podstawowych prac dotyczacych molekularnych form FLC powstata w latach

70-tych i 80 - tych XX wieku.
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5.2 Monomery i kowalencyjne dimery wolnych taricuchdw lekkich
immunoglobulin.

W publikacjach naukowych pojawia sie informacja, ze FLC wystepuja w formie
monomeru, kowalencyjnego dimeru, niekowalencyjnie zasocjowanego dimeru, oraz

tetrameru [*9%1%9)

. Dimery tancuchéw lekkich immunoglobulin s3 utworzone z dwodch
identycznych czasteczek monomerycznych taricuchdw typu kappa lub lambda. Tworzenie
dimerycznej formy faincuchdéw lekkich odbywa sie poprzez utworzenie wigzania
disiarczckowego (kowalencyjne dimery) oraz poprzez dwa typy oddziatywan
niekowalencyjnych: mostki wodorowe oraz oddziatywania hydrofobowe. Niekowalencyjna
dimeryzacja tancuchdw lekkich kappa lub lambda jest zwigzana z obecnoscig okreslonych
reszt aminokwasowych, gtéwnie w regionie zrebowym czesci zmiennej. Konserwatywne
reszty tyrozyny w pozycji 36, glutaminy w pozycji 38 oraz tyrozyny w pozycji 87, biorg udziat
w formowaniu miedzyczasteczkowego mostka wodorowego. Leucyna w pozycji 46 oraz
fenyloalanina 98 umozliwiajg dimeryzacje tancuchéw lekkich immunoglobulin poprzez
oddziatywania hydrofobowe. Sekwencja aminokwasowa regiondw CDR réwniez wptywa na
proces dimeryzacji FLC [**]. Analizujac 17 czasteczek faricuchéw lekkich podtypu kappal
obliczono ich state dimeryzacji (Kp). Znaczne rdéznice (> 100-krotne) w wartosciach Kp
wykazaty istotny wptyw aminokwaséw tworzacych regiony hiperzmienne na tendencje FLC
do tworzenia dimeréw Pordwnujac wartosci Kp tancuchéw typu kappa oraz lambda
zauwazono, ze faricuchy lekkie typu lambda charakteryzuja wyzsze wartosci Kp [*2]. Jednak
roznice strukturalne odpowiedzialne za odmiennosci we wzajemnych interakcjach
monomeréw konkretnych czgsteczek tanncuchéw lekkich nie sg jeszcze do konca poznane.
tancuchom lekkim typu kappa zwykle przypisywane jest wystepowanie w formie
monomeru oraz dimeru potgczonego wigzaniem niekowalencyjnym. Dimer utworzony
z dwéch monomerycznych, potgczonych kowalencyjnym wigzaniem form FLC, miatby by¢
natomiast formg charakterystyczng dla tancuchéw lekkich typu lambda. W pracy Berggarda
i Wsp. wspomniang teze wzmocniono przez analize trzeciorzedowe;j struktury czasteczek oraz
sekwencji aminokwasowej monomerédw i dimeréw FLC. Sekwencje aminokwasowg
monomeréw oraz niekowalencyjnych dimeréw charakteryzowata wysoka homologia.
W badaniach z przeciwciatami anty-k potwierdzono, ze obie te formy nalezg do typu kappa
tanicuchéw lekkich. FLC wystepujgce w formie kowalencyjnego dimeru charakteryzowaty sie
nieco odmienng sekwencjg aminokwasowg i reagowaty z przeciwciatami anty-A [*°7].
Przedstawione dane tylko czesciowo zgodne s3 z wynikami niniejszej pracy. Forma
monomeryczna w przeprowadzonych eksperymentach dominowata w grupie z tancuchami
lekkimi kappa. Analizujgc czestos¢ wystepowania kowalencyjnych dimeréw metodg SDS
elektroforezy, w grupie taricuchéw lekkich typu kappa wykazano, ze w 73% (68/93) formg
dominujacy byta forma monomeryczna, ktorej w 63% (43/68) towarzyszyt stabszy prazek
pochodzacy od formy dimerycznej. W rozdziatach elektroforetycznych SDS-PAGE z uzyciem
buforu Tris-glicyna o pH 8.3 «czgsteczki biatek potaczone poprzez oddziatywania
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niekowalencyjne ulegaja dysocjacji. Dlatego mozna stwierdzi¢, iz widoczne na zelach
poliakrylamidowych prazki lokalizujgce sie w obszarze dimeru FLC sg utworzone
z monomerdéw spietych wigzaniem kowalencyjnym. Potwierdzajg to wyniki eksperymentow
z uzyciem zwigzkéw o charakterze reduktoréw (DTT, TCEP), ktére rozcinajg wigzanie
disiarczkowe utworzone przez C-terminalne reszty cysteinylowe. W wyniku dziatania
reduktorow forma dimeryczna tancuchéw kappa ulegata przeksztatceniu do formy
monomerycznej (wyniki wtasne, nieprzedstawione).

Obecnos¢ niekowalencyjnych dimerdw w preparatach ztancuchami lekkimi typu
kappa badano za pomocg techniki wysokosprawnej chromatografii wykluczenia. Warunki
rozdziatu (Srodowisko izotonicznego buforu fosforanowego o fizjologicznym pH) nie
zaburzaty oddziatywan niekowalencyjnych miedzy czasteczkami biatek, stad mozliwos¢
wykrycia niekowalencyjnych form tancuchéw lekkich w rozdzielanych preparatach.
Do analizy wybrano preparaty, w ktorych faincuchy lekkie kappa w systemie elektroforezy
SDS-PAGE migrowaty jako pojedynczy prazek lokujgcy sie w obszarze monomeru FLC.
W rozdziatach chromatograficznych nie odnotowano wystepowania dodatkowych pikéw
dimeréw FLC (wyniki wtasne, nieprzedstawione). Mozna stwierdzi¢, ze dominujgcg formg
tancuchow lekkich kappa jest monomer, ktéremu moze towarzyszy¢ kowalencyjny dimer.
Wyniki te sa odmienne od obserwacji otrzymanych przez Berggarda i Petersona [*%?]. Autorzy
ci stwierdzili wystepowanie tancuchéw kappa w formie monomeru i niekowalencyjnego
dimeru. W swojej pracy wykorzystywali do badan prawidtowe, odpowiednio zageszczone
mocze zdrowych ochotnikdw oraz mocze od pacjentdw z biatkomoczem cewkowych
w przebiegu choroby Willsona. W niniejszej pracy bazowano na materiale od pacjentéw
z gammapatiag monoklonalng, co moze by¢ przyczyng przedstawionych réznic w otrzymanych
wynikach. Udowodniono, ze stezenie, struktura monomerycznej lub dimerycznej formy
wolnych tancuchdéw lekkich oraz tendencja do tworzenia dimeréw FLC w warunkach
patologicznych mogg ulega¢ zmianom 38.

Obszerna analiza wtasnosci fizykochemicznych monoklonalnych FLC pochodzacych
zmoczu pacjentéw z gammapatia monoklonalng zostata przeprowadzona w pracy

Diemerta i wsp. [

]. Analiza profili form molekularnych za pomoca elektroforezy SDS—PAGE
wykazata, ze w grupie chorych, u ktérych dominujgcg forma tancucha lekkiego byty dimery,
przewazaty tanicuchy typu lambda (k:A=0.71). Natomiast u chorych, u ktérych dominowaty
monomery, przewazaty taricuchy lekkie typu kappa (k:A=1.2). We wspomnianej pracy, forma
czasteczkowa, w jakiej faricuchy lekkie wystepowaty u badanych chorych, korelowana byta
zich nefrotoksycznoscia. Wykazano, Zze uszkodzenie nerek czesciej byto zwigzane
z wystepowaniem taricuchow lekkich typu lambda. Dowiedziono réwniez, ze w grupie
chorych z zaburzeniem funkcji nerek, odsetek dimeru byt wyraznie wyzszy. Nasuwa sie
wobec tego pytanie, czy o nefrotoksycznosci taricuchow lekkich decyduje typ tancucha
(kappa czy lambda), czy tez moze jest ona zwigzana z wystepowaniem taricuchéw w formie
czasteczkowej innej niz monomer. Czesciej obserwowana nefrotoksycznosé tancuchow
lekkich lambda by¢ moze jest konsekwencjg faktu, ze ich podstawowg formg czasteczkowa
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jest kowalencyjny dimer. Aby potwierdzié przytoczong teze, przedstawione w niniejszej
pracy badania dotyczace odsetka dimeru w grupie taricuchéw lekkich lambda oraz kappa
nalezatoby rozszerzy¢ o dane na temat stanu klinicznego pacjentéw. Wyniki dotyczgce réznic
miedzy tancuchami kappa oraz lambda w kontekscie ich wystepowania w formie monomeru
i/lub dimeru sg natomiast spdjne z cytowanym piSmiennictwem. W niniejszej pracy
przedstawiono po raz pierwszy tak obszerng analize odsetkowej zawartosci dimeru oraz
monomeru dla dwéch typéw tancuchow lekkich. Osiggnieciem tej pracy jest rowniez
spostrzezenie, ze odsetek dimeru oraz monomeru FLC jest cechg charakterystyczng dla
konkretnego chorego i nie zmienia sie w czasie. Przeprowadzono analize zmiennosci w czasie
odsetka dimeru tancuchéw lekkich lambda oraz odsetka monomeru tancuchéw lekkich
kappa. Zmiennos¢ tg wyrazono w postaci réznicy pojedynczego wyniku i wartosci sredniej
ze wszystkich pomiaréw u chorego odpowiedniej formy FLC, podzielonej przez wartosc
$rednig odpowiedniej formy FLC. U konkretnego chorego zmienno$¢ odsetka monomeru
kappa lub odsetka dimeru lambda byta niewielka. 50% wzglednych rdéznic odsetka
monomeru tancuchéw kappa miescito sie w waskich granicach: (-0.2%; 2.3%), natomiast
50% wzglednych réznic odsetka dimeru dla taiicuchéw lambda miescito sie w zakresie:
(-3.4%; 3.6%). Profile odsetkowe u pacjentow byty stabilne w czasie i nie zalezaty od wartosci
$redniej odsetka dimeru lub monomeru.

Analiza danych z piSmiennictwa oraz wyniki eksperymentéw przeprowadzonych
w tej pracy, ukazaty zalezno$¢ miedzy profilami odsetkowymi FLC oraz procesem tiolacji
koncowej reszty cysteinylowej 214 za pomocg drobnoczgsteczkowych zwigzkdéw tiolowych.
Zagadnienie to jest szeroko dyskutowane w kolejnych rozdziatach pracy.

Niezmienny mimo upfywu czasu, a co za tym idzie - stanu klinicznego chorych,
procentowy stosunek monomeru do dimeru, swiadczy o tym, ze jest on determinowany
na etapie syntezy/wydzielania wolnych taricuchéw. Gdyby formowanie dimeru odbywato sie
po wydzieleniu taiicuchdw na zewnatrz — np. we krwi lub moczu, nalezatoby oczekiwaé
wiekszej zmiennosci w czasie odsetka dimeru lub monomeru FLC. Zmiany stanu klinicznego
pacjenta, filtracji ktebuszkowej, a co za tym idzie - stezenia drobnoczasteczkowych zwigzkéw
tiolowych we krwi oraz moczu, sg dos¢ czeste w grupie chorych z gammapatia
monoklonalng. Prawdopodobnie istnieje zwigzek pomiedzy preferowang formg
czgsteczkowg FLC (dimer lub monomer) wydzielang przez komorki plazmatyczne,
a wewnatrzkomérkowym  statusem tiolowym komérek nowotworowych. Istniejg
doniesienia, ze metabolizm zwigzkéw tiolowych (korelujgca z nim zmiana ekspresji
v - glutamylotranspeptydazy) moze by¢ zaburzony w komoérkach nowotworowych i jest
bezposrednio powiazany z opornoscia na niektére leki [*0%107108:109),

Dyskutujgc niewatpliwy zwigzek pomiedzy chorobami nowotworowymi a stresem
oksydacyjnym zwraca sie uwage na potrzebe opracowania bardziej selektywnych markeréw
tego stresu. Markery takie nie powinny by¢ oznaczanym we krwi wyznacznikiem ogdlnego
stresu oksydacyjnego, lecz powinny by¢ miernikiem stresu w wybranej populacji
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komodrkowej ["]. Nalezy takze wyjasni¢ role stresu oksydacyjnego w procesie tworzenia
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poprawnej konformacji wolnych tancuchéw lekkich. To witasnie procesy zwigzane
z zaburzeniami w syntezie poprawnie uformowanego biatka mogg by¢ jednym z sygnatéw do
apoptozy komorki. Stanowig takie podstawe dziatania niektérych lekéw stosowanych

w leczeniu szpiczaka mnogiego [**"?]

. Wyniki niniejszej pracy wskazujg na potrzebe
dalszych badan mogacych wyjasni¢ powiazania miedzy wewnatrzkomoérkowym potencjatem
oksydacyjnym a wzajemnymi proporcjami dimer/monomer w nowotworowych klonach
komorek plazmatycznych. Brak jest do tej pory jakichkolwiek prac poruszajgcych ten temat.

W niniejszej pracy wykazano, ze stosunek dimer/monomer moze sie miescié
w szerokich granicach i ze jest dla danego pacjenta niezmienny w czasie. Istnieje potrzeba
zbadania wieloparametrowej korelacji pomiedzy procentowym udziatem poszczegdlnych
form czasteczkowych tancuchéw lekkich, stanem klinicznym pacjenta a wrazliwoscia
nowotworu na dziatanie wybranych grup lekow. W pierwszej kolejnosci nalezatoby
przeprowadzi¢ analize stosunku dimer/monomer dla pacjentéw, u ktérych ztogi amyloidowe
tworzone sg przez tancuchy lekkie typu kappa (25% wszystkich przypadkéw AL amyloidozy).
By¢ moze sg to przede wszystkim przypadki z wysokim odsetkiem dimeru FLC.

W ostatnim czasie zmodyfikowane zostatlo spojrzenie na role mostkow
disiarczkowych w strukturze biatek. Podkresla sie istnienie dwdch podtypdéw wigzan S-S.
Jedne z nich stanowig wigzania o charakterze strukturalnym, podczas gdy inne stanowia pule

13 Znany poglad, ze mostki disiarczkowe stabilizujg

wigzan o charakterze funkcjonalnym [
czasteczki biatek zostat wzbogacony o spostrzezenie, ze wigzania disiarczkowe majg czasem
niewielki wktad w stabilizacje czgstek. Moze sie rédwniez zdarzyé, ze utworzenie wigzania
disiarczkowego spowoduje destabilizacje czasteczki biatka. W pracy Kaplana i wsp.
zauwazono, ze we krwi pacjentow z amyloidozg AL oraz szpiczakiem mnogim, wystepuja
formy dimeryczne tancuchdéw lekkich, ktére utworzone sg przez proteolitycznie zmienione
fragmenty monomerdw FLC. Proteoliza form monomerycznych FLC moze doprowadzié¢ do
powstawania form dimerycznych spietych wigzaniem disiarczkowym o nietypowej dla FLC
lokalizacji. Autorzy sugerujg destabilizujgcy wptyw takiego mostka disiarczkowego na

czasteczke dimeru FLC [**]

. Mutacje punktowe, ktére mogg doprowadzi¢ do zmian
konformacyjnych w czasteczkach tancuchéw lekkich sg kolejnym znanym czynnikiem
prowadzacym do zapoczgtkowania procesu tworzenia agregatéw ztfancuchéw lekkich.
Czynnik ten moze takze spowodowa¢ zmiane charakteru wigzania disiarczkowego.
Stad pytanie o role dimerédw kowalencyjnych w patogenezie AL amyloidozy.

Tworzenie wigzan disiarczkowych ma miejsce wewngtrzkomdrkowo przy udziale
oksydoreduktaz, ktdrych aktywnos¢ zalezy od wewngtrzkomoérkowego potencjatu redoks.
W chorobach nalezgcych do grupy gammapatii monoklonalnych markery stresu

oksydacyjnego sg podwyzszone [1°

]. W warunkach stresu oksydacyjnego rownowaga miedzy
tworzeniem wigzania S-S azredukowanym resztami SH jest zachwiana, co moze by¢
przyczyng zwiekszonej tendencji FLC do dimeryzacji. Gdy zaburzenie komdrkowego
potencjatu redoks wspdtistnieje z nieprawidlowg degradacjg i wewnatrzkomorkowg

kumulacjg nieprawidtowo sfatdowanych biatek oraz produktow ich czesciowej proteolizy,
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utworzenie wigzan disiarczkowych moze utrwali¢ strukture czesciowo sfatdowanego biatka
oraz umozliwi¢ wydalenie takiego biatka na zewnatrz komaérek plazmatycznych. U pacjentow
z AL amyloidozg zaobserwowano podwyziszony poziom kowalencyjnych dimeréw FLC
w stosunku do grupy chorych na chorobe depozytéw biatkowych z faricuchéw lekkich [7*].
Stad przypuszczenie, ze tworzenie kowalencyjnych dimeréw moze byé jednym z czynnikéw
przyczyniajacych sie do powstawania ztogdw biatkowych o uporzgdkowanej strukturze.
By¢ moze tworzenie kowalencyjnego, spietego wigzaniem disiarczkowym dimeru,
w sprzyjajacych warunkach jest wstepnym etapem tworzenia wtékien fibrylarnych.

Analiza sekwencji aminokwasowe] tancuchéw lekkich immunoglobulin tworzacych
ztogi biatkowe oraz lokalizacji narzgdowej tych ztogéw, wykazata istnienie pewnych
zaleznosci miedzy podtypem fancuchéw lekkich wywotujgcych chorobe oraz rodzajem
zajetego organu. | tak np. amyloidoza z zajeciem nerek jest czesto zwigzana z podgrupg VAVI,
podczas gdy w ztogach wyizolowanych z serca czy tkanek miekkich zidentyfikowano
podgrupe VAIl oraz VA [*°]. Wiadomo, ze forma dimeryczna faricuchéw lekkich moze
oddziatywa¢ z antygenami. Badania nad krystaliczng strukturg dimerow FLC (badaniami
objeto 2 klony FLC typu kappa od pacjentéw z AL amyloidozg oraz 1 klon FLC typu kappa od
pacjenta z zespotem Fanconiego) wskazujg, ze sita wigzania monomer FLC - monomer FLC
jest podobna do sity wigzania monomeru FLC z monomerem tancucha ciezkiego (HLC — ang.

heavy light chain) [**°

]. Stad hipoteza, ze formy dimeryczne FLC dziatajg jak miniprzeciwciata
i odktadajg sie w narzgdach posiadajgcych epitopy, z ktorymi mogg wchodzi¢ w interakcje.
Dziatajac jak miniprzeciwciato dimer FLC moze wigza¢ sie z biatkami macierzy
zewnatrzkomédrkowej iinicjowa¢ proces tworzenia wtdkien amyloidowych. Dodatkowo
wykazano, ze wolne tancuchy lekkie immunoglobulin wyizolowane z moczu chorego
ze szpiczakiem mnogim wchodzg w interakcje z limfocytami B. Tego typu interakcja moze
dziata¢ immunosupresyjnie pogarszajac stan i rokowanie pacjenta [*®]. Cytowane wyniki
z pismiennictwa stanowig kolejny argument przemawiajacy za hipotezg o znaczeniu procesu
dimeryzacji tancuchéw lekkich dla formowania ztogdw biatkowych w tkankach. Badanie
procesu dimeryzacji moze staé sie punktem wyjscia do wyjasnienia, dlaczego taricuchy lekkie
lambda trzy razy czesciej w stosunku do tancuchdw kappa tworzg widkna fibrylarne
w populacji chorych z amyloidoza AL [*®]. Okazuje sie, ze jeéli zawezi sie badana grupe
pacjentéw ze ztogami narzgdowymi utworzonymi przez FLC do chorych, u ktérych ztogi
amyloidowe odktadajg sie w nerkach, przypadki depozytéw z tancuchéw lambda sg jeszcze
czestsze. Stosunek liczby przypadkéw amyloidozy z tancuchéw lambda do liczby przypadkéw
amyloidozy z tancuchéw lekkich kappa wynosi 12:1. Dimer tancuchdéw lekkich, ktéry jest
biatkiem o masie czasteczkowej ok. 44 kDa, jest wolniej usuwany z krwi niz monomer
(22 kDa). Biorgc pod uwage powyzisze informacje, sformutowano hipoteze, ze wolniejsze
usuwanie przez nerki form multimerycznych tancuchéw lekkich moze prowadzi¢ do ich
akumulacji oraz odktadania w tkankach.

Wczesne badania nad znaczeniem dimeryzacji wolnych fancuchow lekkich wykazaty,
iz we krwi chorych ze szpiczakiem mnogim obserwuje sie wyzszy indeks dimer/monomer
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w poréwnaniu do krwi oséb zdrowych (poliklonalne FLC). Jak dotad nie prowadzono badan,
w ktdérych obok analizy wptywu typu tancuchdéw lekkich na czas przezycia pacjentéw
i wystepowanie powiktan w przebiegu gammapatii monoklonalnych, badano by odsetek
dimeru FLC jako czynnik prognostyczny. Ogdlnie wiadomo, ze wystepowanie tancuchéw
lekkich kappa jest lepszym czynnikiem rokowniczym dla pacjentéw. W niniejszej pracy
zaobserwowano krétszy czas pomiedzy pierwszym i ostatnim pomiarem odsetka dimeru dla
FLC lambda w odniesieniu do FLC kappa (mediany wynoszg odpowiednio: 50 vs 525 dni),
co jest by¢ moze zwigzane z krotszym czasem przezycia pacjentdw z FLC lambda. Zgodnie
z wynikami przedstawionymi w niniejszej pracy odsetek dimeru w grupie faricuchdéw lekkich
kappa miesci sie w bardzo szerokich granicach (0-100%). Jak dotad nie ma
przeprowadzonych na szeroky skale badan, ktére okreslatyby czy choroby zgrupy
gammapatii monoklonalnych przebiegajg inaczej wsrdd pacjentdw z niskim odsetkiem
dimeru i pacjentéw, u ktorych FLC wystepujg przede wszystkim w formie dimerycznej.
Merlini i wsp. na niewielkiej grupie pacjentéw (n=5) badali przypadki amyloidozy AL
zwiazanej z wystepowanie faricuchéw lekkich typu kappa [**°]. U pacjentéw z amyloidoza AL
typu kappa wykazano, ze wolne faicuchy lekkie wystepowaty gtéwnie w formie dimerycznej.
Wystepowaniem wolnych taricuchdéw lekkich typu lambda gtéwnie w formie dimeru
atancuchdéw lekkich kappa w formie monomeru ttumaczy sie rézne wartosci klirensu
nerkowego obu typow fancuchéw, a co za tym idzie odmienne zakresy wartosci
referencyjnych dla testu Freelite w surowicy oraz moczu [%].
Odsetek dimeru FLC moze mie¢ réwniez wptyw na wynik ilosciowego oznaczenia

117 . .. ;.
] odnotowali rozbieznosci

taricuchéw lekkich metoda nefelometryczng. Zhong i wsp. [
w wynikach ilosciowego oznaczania faricuchéw zwigzane z wystepowaniem FLC w formie
dimerycznej. U czesci pacjentow z formg dimeryczng FLC zaobserwowano zanizenie wyniku
oznaczenia po redukcji z uzyciem B-merkaptoetanolu w odniesieniu do wynikéw z proébki
wyjsciowej. Autorzy zaistniate zjawisko ttumaczyli silniejszg reakcjg z odczynnikiem anty—FLC
oraz tworzeniem wiekszych, silniej rozpraszajgcych wigzke $wiatta, kompleksow
antygen-przeciwciato w przypadku formy dimerycznej tancuchdw. Réwniez grupa Merliniego
zasugerowata, ze produkowane przez firme Binding Site poliklonalne przeciwciata
anty-k i anty-A, wykorzystywane w nefelometrycznym oznaczeniu wolnych tancuchéw
lekkich w surowicy oraz moczu, maja wieksze powinowactwo do dimerycznej formy FLC [**°].
Przeciwciata anty-k oraz anty-A firmy Binding Site wykorzystano do izolacji FLC z surowicy
pacjentéw z amyloidozg. Zaobserwowano mniejszg wydajnos¢ izolacji w przypadku
FLC kappa w stosunku do FLC lambda. Dodatkowo analiza profilu form molekularnych obu
typu taincuchéw ujawnita przewage formy dimerycznej nad monomeryczng dla obu typéw
FLC. Autorzy pracy zasugerowali, ze uzyte do izolacji poliklonalne przeciwciata tgczyty sie
przede wszystkim z formg dimeryczng monoklonalnych FLC. Jednak wobec doniesien
o znaczeniu procesu dimeryzacji dla tworzenia wtdkien fibrylarnych, nie mozna wykluczyg,
ze przewaga formy dimerycznej nad monomeryczng w przypadku tancuchow kappa jest

nastepstwem prowadzenia eksperymentu na materiale od pacjentéw z AL amyloidoza.
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Analiza amyloidogennych fancuchdow lekkich immunoglobulin wykazata obecnos¢
mutacji w rejonie tworzagcym powierzchnie oddziatywania monomer - monomer. Uwaza sie,
Zze tego typu mutacje mogg wptywaé na oddziatywania miedzy monomerycznymi
czasteczkami tancuchéw lekkich, prowadzgc do nieprawidtowego formowania dimerdw,
a w konsekwencji przyczyniajg sie do tworzenie ztogéw amyloidowych [H18119)

Okazuje sie, ze dimery tancuchéw lekkich rowniez odgrywajg pewng role w patologii
chordéb innych niz gammapatie monoklonalne. W ptynie mdzgowo-rdzeniowym pacjentow
ze stwardnieniem rozsianym odnotowano zaburzony stosunek dimeru do monomeru
tancuchow lekkich lambda w odniesieniu do o0séb z innymi chorobami uktadu
nerwowego[38].

By¢ moze analiza stosunku dimer/monomer FLC stanie sie nowym parametrem
prognostycznym dla rozwoju amyloidozy oraz dysfunkcji nerek w przebiegu gammapatii
monoklonalnych oraz znajdzie zastosowanie w diagnostyce rdinicowej chordb
przebiegajacych z wewnatrzoponowg syntezg immunoglobulin. Dalsza analiza stosunku
dimeru i monomeru tancuchdéw lekkich w materiatach innych niz surowica oraz mocz moze
doprowadzi¢ do powstania nowego parametru diagnostycznego, przydatnego w diagnostyce

pacjentéw cierpigcych na schorzenia inne niz gammapatie monoklonalne.
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5.2 Niekowalencyjne, oligomeryczne formy taricuchdw lekkich.

Wczesne badania nad réznymi formami molekularnymi obecnymi w moczu chorych
ze szpiczakiem mnogim oraz w moczu o0sob zdrowych, ujawnity obecnos$é¢ form
monomerycznych, dimerycznych oraz wyzszych polimeréw utworzonych przez tancuchy
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lekkie w obu grupach badanych [*°]. Réwniez we krwi chorych na szpiczaka mnogiego, obok

form dimerycznych wykazano takze obecnos¢ form tetramerycznych i wyzszych polimeréw

1200 Nowsze

z tancuchdéw lekkich powstatych na skutek asocjacji form dimerycznych |
doniesienia na temat wystepowania FLC w postaci form o masie czgsteczkowe] wyzszej niz
dimer, sugerujg wiekszg nefrotoksycznos¢ oligomerycznych form FLC oraz wptyw obecnosci
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polimerédw FLC na zmniejszong skutecznos$¢ hemodializy [*“7]. Uposledzenie czynnosci nerek

jest czestym powiktaniem gammapatii monoklonalnych. W badaniach Leung i wsp. [*#]
udowodniono, ze poprawa funkcji nerek u pacjentdw z nefropatig wateczkowa wigze sie
ze spadkiem stezenia FLC w surowicy o >50%. Obecnos¢ wyzszych polimeréw FLC moze by¢
niekorzystnym czynnikiem rokowniczym w przebiegu gammapatii monoklonalnych.
Obecnos¢ polimerycznych form taricuchéw lekkich immunoglobulin w surowicy lub moczu
pacjentéw z gammapatia monoklonalng do tej pory byta badana u pojedynczych chorych
lub na grupach o niewielkich liczebnosciach. Dlatego brak jest jednoznacznych danych
na temat czestosci wystepowania zjawiska oligomeryzacji FLC.

W pismiennictwie mozna znalezé doniesienia na temat réznych form wystepowania
polimerdw FLC. Najczesciej powstajg one na skutek asocjacji dimeréw FLC, chociaz znany jest
przypadek tetrameru FLC zbudowanego z czterech niekowalencyjnie potgczonych
monomerdéw [*%]. W jednej z prac powstatych w czotowe] placdwce zajmujacej sie leczeniem
szpiczaka mnogiego w Stanach Zjednoczonych (Mayo Clinic), opisano przypadek pacjenta,
w ktérego surowicy metodami chromatografii kolumnowej wykazano istnienie homogennej
frakcji o masie czasteczkowej 140 kDa sktadajacej sie z faricuchéw lekkich typu lambda [*%].
W chromatogramie nie wida¢ byto natomiast frakcji, ktérych masy czgsteczkowe (ok. 50 kDa
lub ok. 25 kDa) mogtyby sugerowaé obecnos¢ dimeru lub monomeru FLC. tancuchy lekkie
lambda we krwi badanego pacjenta wystepowaty wytgcznie w postaci homogennego
heksameru zbudowanego z potaczonych oddziatywaniami niekowalencyjnymi trzech
kowalencyjnych dimeréw (3x2). Stezenie wolnych tancuchéw lambda byto bardzo wysokie.
W analizie chromatograficznej pik pochodzacy od FLC byt bardziej intensywny od piku
albuminy. W moczu pacjenta stezenie FLC byto niewielkie (rzedu kilkunastu miligramow
na dobe), co ttumaczono ograniczong filtracja ktebuszkowgq agregatéw FLC.

W niniejszej pracy nie badano obecnosci form molekularnych FLC we krwi. Badanym
materiatem byty tancuchy lekkie immunoglobulin wyizolowane z moczu chorych
z gammapatiag monoklonalng. Badajgc wystepowanie wyzszych oligomerow FLC postuzono
sie technikg chromatografii kolumnowe] stosujgc warunki buforowe (pH, sita jonowa)
zblizone do warunkéw fizjologicznych. W 50% badanej grupy (20/40), dla ktérej mozliwe byto
jednoznaczne rozstrzygniecie problemu obecnosci oligomerycznych form FLC, wykryto formy

fanncuchéw lekkich o masie czgsteczkowej wyiszej niz masa dimeru. Frakcje
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chromatograficzne pochodzgce od form oligomerycznych miaty niewielkg intensywnos¢
i zawsze towarzyszyty dominujgcym frakcjom dimeru i (lub) monomeru. Nie natrafiono na
ani jeden przypadek, w ktérym udziat form oligomerycznych bytby tak wysoki (w odniesieniu
do pozostatych pikéw biatkowych obecnych w materiale badanym) jak w pracy Kyle’a i wsp.

['°%]. Spostrzezenie to jest spdjne z wynikami badar Bergen i wsp. [**]

, gdzie tetrameryczna
forma tancuchdéw lekkich lambda z moczu chorego ze szpiczakiem mnogim wspdtistniata
z dimerem oraz fragmentem monomeru lambda i stanowita niewielki odsetek wszystkich
form czasteczkowych FLC wykrytych w materiale. By¢ moze przyczyng rozbieznosci miedzy
przytoczonymi wynikami jest odmienny materiat biologiczny (surowica/mocz) uzyty
w eksperymentach. Byloby to spdjne z teorig o ograniczonej filtracji nerkowej form
oligomerycznych. Doswiadczenie wtasne z rutynowego laboratorium diagnostycznego
wykonujgcego badania diagnostyczne w podejrzeniu  gammapatii  monoklonalnej
u pacjentéw z rejonu Matopolski wskazuje jednak, ze bardzo intensywne frakcje biatkowe
ztozone wytacznie z wolnych faincuchéw lekkich w surowicy obserwuje sie rzadko. Wskazuje
to na niewielkg czestos¢ wystepowania form oligomerycznych we krwi pacjentow
z gammapatig monoklonalna.

W grupie pacjentéow, u ktérych wykryto formy tancuchéw lekkich o masach
czgsteczkowych wiekszych niz dimer, stosunek taricuchdw lekkich kappa do lambda wynosit
1:1. Informacja ta stoi w opozycji do danych z piSmiennictwa o wiekszej tendencji tanicuchéw
lekkich lambda do tworzenia form oligomerycznych. W pismiennictwie mozna réwniez
znalez¢ informacje o roli dimeréw i wyzszych form oligomerycznych faricuchéw lekkich
w patogenezie choréb zwiazanych z tworzeniem agregatéw z taricuchéw lekkich [>>193118],
Jednak w niniejszej pracy nie wykazano statystycznie istotnej réznicy pomiedzy odsetkami
kowalencyjnych dimeréw FLC w grupach tancuchéw tworzacych formy oligomeryczne oraz ni
wykazujgcych tendencji do oligomeryzacji. Nie wykazano takze statystycznie istotnych rdznic,
gdy poréwnywano odsetki dimeru taiicuchéw lekkich kappa lub lambda tworzacych formy
oligomeryczne oraz nietworzacych form oligomerycznych. Mozna wywnioskowad,
ze stosunek formy dimerycznej do formy monomerycznej tancuchéw lekkich nie wptywa na
tworzenie niekowalencyjnych oligomerdw, co réwniez jest informacjg sprzeczng z danymi

pi$miennictwa [124125

]. Nalezy jednak podkredli¢, ze badania nad formami oligomerycznymi
FLC wyzszymi niz dimery dotyczyty niewielkich grup pacjentéw. W wiekszosci eksperymenty
prowadzone byty na prébkach materiatu pochodzgcych od pojedynczych chorych. Jest to
czesciowo uzasadnione faktem, ze odpowiedni materiat biologiczny jest trudnodostepny.
Zachorowalno$¢ na szpiczaka mnogiego w populacji Swiatowej jest rzedu
50 zachorowan/rok/milion. Dlatego wyniki eksperymentéw w cytowanych pracach opisujg
raczej whasciwosci FLC u indywidualnych chorych. Stad przeprowadzona w niniejszej pracy
analiza obecnosci form oligomerycznych u pacjentéw z gammapatig monoklonalng na grupie
40 osob moze stanowi¢ cenne uzupetnienie istniejgcej wiedzy na temat oligomerycznych

form tancuchéw lekkich obecnych w moczu pacjentéw z gammapatig monoklonalna.
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W niniejszej pracy wykazano brak zaleznosci miedzy typem tancucha lekkiego
a tendencjg do tworzenia form oligomerycznych. Nie wykryto takze zaleznosci pomiedzy
odsetkiem dimeru tancuchéw lekkich a tendencjg do tworzenia form oligomerycznych, co
moze sugerowac nieprawdziwos¢ tezy o udziale polimeréw FLC w patomechanizmie chordéb
zwigzanych z tworzeniem depozytéw biatkowych. W ekstraktach z tkanek zajetych procesem
chorobowym w przebiegu amyloidozy AL wykazano wystepowanie faficuchdéw lekkich
w formie dimerycznej oraz oligomerycznej [**]. Prawdopodobnie oligomery FLC tworzg sie
bezposrednio w tkankach, a krgzgce we krwi lub tworzgce sie w moczu formy multimeryczne
majg niewielkie znaczenie dla odktadania sie ztogéw fibrylarnych. Jednak wcigz obecnos¢
form multimerycznych moze by¢ niezaleznym czynnikiem zwigzanym z wiekszym
prawdopodobieristwem uszkodzenia nerek.

Opisujac formy czgsteczkowe, ktére mogg tworzy¢ faricuchy lekkie immunoglobulin,
nalezy jeszcze wspomnie¢ o kowalencyjnych oligomerach. W pracy Bergen i wsp [***]
w moczu pacjenta z biatkomoczem Bence-Jonesa wykryto obecno$¢ tetrameru FLC
zbudowanego z dwodch czgsteczek kowalencyjnego dimeru. Redukcja z uzyciem DTT
przeksztatcata tetramer w monomer FLC oraz dimer FLC. Mozna wiec wywnioskowac,
ze czasteczki dimeru tworzace tetramer byty potaczone wigzaniem kowalencyjnym innym niz
wigzanie disiarczkowe. Autorzy nie prébowali wyjasni¢ charakteru wigzania. Zauwazyli
natomiast, ze wykryty kowalencyjny tetramer nie tworzyt sie spontanicznie z dimeréw
podczas przechowywania materiatu oraz nie ulegat spontanicznemu rozpadowi na dimer
i monomer. Tak wiec w warunkach eksperymentu (50mM octan amonu; pH 6.8) zaréwno
wigzanie disiarczkowe jak i kowalencyjne wigzanie o innym charakterze byto stabilne.
Wiadomo, ze powstawanie wigzan disiarczkowych miedzy czgsteczkami monomeréw FLC
jest procesem zachodzagcym wewnatrzkoméwkowo przy udziale komérkowych
oksydoreduktaz. Najprawdopodobniej powstawanie kowalencyjnego wigzania miedzy
czgsteczkami dimeréw FLC o charakterze innym niz wigzanie disiarczkowe jest rowniez
procesem zwigzanym z aktywnoscig enzymatyczng. Interesujace bytoby poznanie
mechanizmow tworzenia, czynnikdw sprzyjajacych powstawaniu tego typu struktur
oraz charakteru wigzan kowalencyjnych tgczacych czasteczki dimeréw. W cytowanej pracy
nie ma informacji na temat typu fancuchéw lekkich tworzgcych kowalencyjny tetramer.
Biorgc pod uwage fakt, ze sktadowymi tetrameru byty czasteczki dimeru, mozna
domniemywag, ze byty to tancuchy typu lambda.

W niniejszej pracy nie udokumentowano obecnosci form oligomerycznych
potaczonych wigzaniem kowalencyjnym. Kowalencyjne formy oligomeryczne utworzone
przez tancuchy lekkie powinny zostaé uwidocznione zaréwno w rozdziatach
chromatograficznych jak i w elektroforezie SDS-PAGE. Dlatego nie mozna wykluczyé ich
obecnosci w materiatach zaklasyfikowanych do grupy C, w ktérych zaréwno na Zzelach
SDS - PAGE jak i w rozdziatach chromatograficznych odnotowano obecnos¢ biatek o wyzszych
masach czgsteczkowych. Jednak w tej pracy nie prowadzono badan z uzyciem przeciwciat
anty FLC, ktére pozwolityby na jednoznaczne okreslenie pochodzenia pikdw czy prazkow
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o MW > 44kDa. Dlatego z badania zaleznosci tendencji do tworzenia oligomeréw od typu FLC
i wystepowania tancuchéw w formie dimeru wykluczono 13 pacjentéw zaklasyfikowanych do
grupy C. Wyniki badan przedstawione w niniejszej pracy mozna by rozwing¢ o zagadnienie,
czy i w jaki sposdb tworzenie niekowalencyjnych i kowalencyjnych oligomeréw FLC wptywa
na przebieg choroby i stan pacjentéw oraz w jakich jednostkach chorobowych z grupy
gammapatii monoklonalnych oligomery pojawiajg sie najczesciej.

Wystepowanie FLC w formie niekowalencyjnych oligomeréw moze mie¢ rowniez
znaczenie w codziennej pracy laboratoriéw diagnostycznych. Stuzgcy do wykrywania
wolnych tancuchéw lekkich immunoglobulin w surowicy czy moczu, oparty o technologie
lateksowg, test FREELITE, jest bardzo kaprysny. Istniejg doniesienia o znacznych (siegajacych

kilkuset procent) btedach w iloéciowym oznaczaniu FLC [*%%%

]. Te niespdjnosci analityczne
ttumaczone sg przez wiekszos¢ autorow jako zaburzenia reakcji antygen przeciwciato
spowodowane agregacjg tanicuchéw lekkich (wystepowaniem oligomeréw). W pracy

1931 4 pacjenta, u ktérego FLC wystepowaty w formie heksameréw

autorstwa Kyle’a i wsp. [
zauwazono zawyzenie wynikéw nefelometrycznego oznaczenia stezenia FLC. Siegajgce
kilkuset procent btedy w oznaczeniu autorzy ttumaczyli silniejszym oddziatywaniem
wykorzystywanych w tescie poliklonalnych przeciwciat anty FLC z heksamerami wolnych
tancuchow lekkich, w stosunku do oddziatywan z tancuchami nietworzacymi oligomerdéw.
lloSciowe oznaczanie FLC jest uznanym parametrem stuzagcym do wykrywania,
128,129]' stad

badania nad wystepowaniem oligomeréw FLC w materiatach biologicznych mogg mieé

prognozowania i monitorowania choréb z grupy gammapatii monoklonalnych [

konkretne zastosowanie diagnostyczne. Mogg by¢ pomocne w ocenie wiarygodnosci testu
FREELITE u konkretnego pacjenta. Jednak doswiadczenia zwigzane ze wspotpracg z Zaktadem
Diagnostyki Szpitala Uniwersyteckiego w Krakowie sugerujg, ze nie zawsze niespdjnosci
analityczne w oznaczeniach stezenia wolnych taiicuchéw lekkich metodg nefelometryczng sg
zwigzane z oligomeryzacja FLC. Obserwowano kilkukrotne zawyzenia wynikédw oznaczania
FLC w prdébkach, w ktérych nie udawato sie wykryé obecnosci oligomeréw metodami
chromatografii cieczowej (wyniki nieopublikowane). By¢ moze wspomniane przypadki sg
zwigzane z faktem, ze poliklonalne anty FLC stosowane w testach nefelometrycznych

oddziatywuja silniej takze z forma dimeryczng FLC [*°]. Dlatego wyznaczenie odsetka dimeru
razem z badaniem oligomeryzacji FLC moze wnie$s¢ nowe informacje do oceny stanu

pacjenta i prognozowania przebiegu choroby.
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5.3 Zrdznicowanie mas czgsteczkowych taricuchdw lekkich immunoglobulin.

Klinicysci zajmujgcy sie problemem chordéb z grupy gammapatii monoklonalnych
zwracajg uwage na ogromne zréznicowanie choréb z tej grupy. Wspomniana réznorodnos¢
obejmuje réznice w objawach miedzy indywidualnymi chorymi, odmienny przebieg choroby
i koniecznos¢ zindywidualizowania leczenia. Mozna spotkac sie z opinig, ze kazdy pacjent
cierpi na nieco inng chorobe. Ogromne zrdznicowanie symptomoéw oraz przebiegu choroby
ma m. in. zwigzek z heterogennoscig monoklonalnych immunoglobulin lub ich fragmentow,
ktore biorg udziat w patogenezie choroby. Wtasciwosci fizykochemiczne takie jak: struktura
pierwszorzedowa biatka, punkt izoelektryczny, stabilno$¢ termodynamiczna (a wiec
sktonno$é do agregacji) monoklonalnych immunoglobulin czy wolnych faricuchéw lekkich
747580100 \wedtug autorki

niniejszej pracy kolejnym istotnym parametrem moggcym miec¢ wptyw na przebieg choroby

wptywajg na czas przezycia chorego oraz przebieg choroby [

jest odsetek dimeru lub monomeru wolnych taicuchdéw lekkich immunoglobulin.

Masa czasteczkowa dimeru oraz monomeru tancuchéw lekkich wg danych
z piSmiennictwa naukowego wynosi odpowiednio ok. 44 kDa oraz ok. 22 kDa. W niniejszej
pracy analizowano mase czgsteczkowg faricuchow lekkich z uzyciem elektroforezy SDS-PAGE.
Srednie masy czasteczkowej formy dimerycznej oraz monomerycznej FLC w analizowanej
grupie wynosity odpowiednio: 51.59 (+/- 3.94) kDa oraz 24.33 (+/- 1.49) kDa. Wartosci mas
czgsteczkowych miescity sie w szerokich granicach: 43.36 — 63.78 kDa dla dimeru oraz
21.23 - 28.74 kDa dla monomeru.

Zagadnieniem mas czasteczkowych wolnych fancuchéw lekkich immunoglobulin
zajmowali sie takze inni badacze. W pracy Bergen i wsp. 4 metodg spektrometrii masowej
dokonano analizy masy czgsteczkowej wolnych taincuchéw lekkich kappa oraz lambda
wyizolowanych z surowicy pacjentéw z AL amyloidozg. W prébkach od pacjentéw
ztancuchami kappa gtoéwny pik odpowiadat masie czgsteczkowej monomeru FLC
(Srednia = 23.55 kDa). Masy czasteczkowe analizowanych FLC réznity sie miedzy sobg w dosé
waskich granicach: 23.45 — 23.62 kDa dla monomeru kappa (A = 175 Da). Zmiennos¢
podobnego rzedu charakteryzowata takie fanicuchy lekkie lambda, ktére wystepowaty
gtownie w postaci dimeru. Duze rozbieznosci miedzy danymi z pi$miennictwa,
a otrzymanymi w niniejszej pracy mozna ttumaczy¢ przede wszystkim réoznymi metodami
uzytymi do pomiaru. Siarczan dodecylu sodu jest anionowym detergentem, ktoéry tgczac sie
z czgsteczkg biatka powoduje utrate drugorzedowej, trzeciorzedowej i czwartorzedowej
struktury tego biatka. Jest to warunkiem wymaganym do uzyskania liniowe] zaleznosci
wzglednej ruchliwosci elektroforetycznej od logarytmu masy czgsteczkowej analizowanej
czasteczki. Doktadno$é wyznaczenia masy czgsteczkowej za pomocga tej metody zalezy takze

1301 Charakter aminokwaséw tworzacych strukture pierwszorzedowa,

od samego biatka [
punkt izoelektryczny, obecnos$¢ i charakter bocznych taricuchédw aminokwasowych majg
wplyw na wigzanie sie detergentu z biatkiem. Dlatego technika elektroforezy SDS-PAGE nie
umozliwia wyznaczenia mas czgsteczkowych biatek z duzg precyzjg. Wyznaczona zmiennos$é
1391 ahata
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sie w granicach 1.6-3.9%, w zaleznosci od biatka. Wyniki te sg spdjne z otrzymanymi
W niniejszej pracy, gdzie wspdétczynnik zmiennosci masy czasteczkowej albuminy wynoszacy
2.45% potraktowano jako wyznacznik zmiennosci metody wyznaczania masy czgsteczkowe;j.
Wyzsze wspoétczynniki zmiennosci dla faricuchow lekkich (7.64% dla formy dimerycznej oraz
6.14% dla formy monomerycznej), S$Swiadcza o rzeczywistym zrdéznicowaniu mas
czgsteczkowych. Statystyczna analiza testem Kruskala-Wallisa oraz odpowiednim testem
post-hoc wykazata istotne rdznice miedzy zmiennoscia mas czgsteczkowych dimeru FLC
i albuminy (uktad referencyjny) oraz monomeru FLC i albuminy. Przedstawiona w pracy
zmiennos$¢ mas czasteczkowych FLC jest zwigzana przede wszystkim z witasciwosciami
samego biatka. Mozna stwierdzi¢, ze istniejg dwie gtdwne przyczyny duzej zmiennosci MW
dimeru i monomeru FLC uzyskanych w niniejszej pracy. Z jednej strony jest to struktura
pierwszorzedowa, ktdra na skutek obecnosci regiondw zmiennych i hipermiennych generuje
réznice mas czasteczkowych tancuchéw pochodzacych od réinych klonéw komodrek
plazmatycznych. Z drugiej zas strony, rdinice w strukturze pierwszorzedowej oraz
posttranslacyjne modyfikacje wptywaja na réine oddziatywanie czgstek SDS z FLC
o odmiennym sktadzie aminokwasowym. Zjawisko to zwieksza zmiennos¢ otrzymanych
wynikéw poprzez wptyw na tadunek czgstki migrujacej w zelu i jej wzgledng ruchliwosé.
Jedng z mozliwych przyczyn odmiennej zmiennosci mas czgsteczkowych zmierzonych

1241 oraz wynikéw uzyskanych

przy uzyciu spektrometrii masowej przez Bergen i wsp. [
W niniejszej pracy sg rdznice w grupach badanych. Bergen i wsp. bazowali na grupie
pacjentéw z amyloidozg AL. Wobec doniesien o istnieniu charakterystycznych fragmentow
struktury pierwszorzedowej amyloidogennych taricuchow lekkich [’°], mozna przypuszczac,
ze FLC obecne u chorych na amyloidoze AL stanowig do$¢ jednorodng pod wzgledem
wiasciwosci fizykochemicznych grupe biatek. W niniejszej pracy doswiadczenia prowadzone
byty na faincuchach lekkich uzyskanych od pacjentéw z réznymi typami schorzen z grupy
gammapatii monoklonalnych, stagd wieksza zmiennos¢ wynikédw oznaczen mas
czasteczkowych.

Analizujgc wartosci mas czgsteczkowych formy dimerycznej i monomerycznej FLC
mozna zauwazy¢, ze przewazajaca liczba wynikow miescita sie w przedziatach o wyzszych
wartosciach od najczesciej spotykanej w pismiennictwie wartosci 22 kDa dla monomeru
oraz 44 kDa dla dimeru Najwiecej obserwacji miescito sie w zakresach: 24-25 kDa (monomer)
oraz 52-54 kDa (dimer). Pojedyncze przypadki o masach czasteczkowych z zakresow:
21-22 kDa (monomer; n=1) oraz 42-44 kDa (dimer; n=3) mozna wyttumaczy¢ proteolityczng
fragmentacjg czasteczek taricuchow. W pismiennictwie spotyka sie doniesienia o obecnosci
fragmentow FLC powstajgcych na skutek proteolitycznej fragmentacji natywnej czasteczki
uchorych z gammapatia monoklonalng. Przypuszcza sie réwniez, ze proteolityczna
fragmentacja fancuchow lekkich przyczynia sie do utraty stabilnosci tego biatka,

12 .
*] masa czasteczkowa dimeru

a w konsekwencji do agregacji [*°]. W pracy Bergen i wsp. [
lambda oznaczona technikg spektrometrii masowej byfa mniejsza od teoretycznej,

stanowigcej dwukrotng wartos¢ masy czgsteczkowej monomeru. Autorzy zasugerowali,
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ze jednostka strukturalng dimeréw FLC w materiatach pochodzacych od pacjentéow z AL
amyloidozg moze by¢ fragment monomeru powstaty na skutek proteolizy czgstki natywnej.

Obecnosc¢ fragmentdéw natywnych czgsteczek faricuchéw lekkich immunoglobulin moze
takze mie¢ odzwierciedlenie w niespdjnosciach wynikéw ilosciowych zwigzanych
z nefelometrycznym oznaczaniem wolnych tancuchéw lekkich w surowicy lub moczu
pacjentéw z gammapatia monoklonalng. Proteolityczna fragmentacja czasteczek wolnych
taricuchéw lekkich moze prowadzi¢ do uzyskania przez biatko réznej od natywnej struktury
trzeciorzedowej. W konsekwencji moze dojs¢ do utraty dostepnosci pewnych epitopdéw dla
poliklonalnych taricuchdw anty-k oraz anty-A [*®]. Analiza wzglednej ruchliwoséci FLC na
zelach SDS-PAGE moze by¢ pomocna w interpretacji niespdjnych wynikéw oznaczania FLC
testem FREELITE.

Czynnikami wptywajacymi na zmiennos¢ mas czgsteczkowych FLC mogg by¢ rowniez
inne niz fragmentacja proteolityczna modyfikacje posttranslacyjne. W pracy Merliniego

iwsp. ['°

] zauwazono, ze elektroforetyczna ruchliwosé¢ wolnych tancuchdéw lekkich
uzyskanych z surowicy pacjentéw z AL amyloidozg (n=15; typ: lambda, n=5; typ: kappa)
oraz pacjenta ze szpiczakiem mnogim (n=1; typ kappa) rdini sie nieznacznie miedzy
pacjentami. Z wykorzystaniem tandemowego spektrometru mas wykonano analize
posttranslacyjnych modyfikacji. W regionie zmiennym FLC wykryto obecnos$¢ rézinych
pochodnych tryptofanu, powstatych na skutek jego oksydacji (hydroksytryptofan,
N-formylkinurenina, kinurenina). Wykazano réwniez modyfikacje cysteiny w pozycji 214
poprzez przytaczenie drobnoczgsteczkowej cysteiny oraz proteolityczg modyfikacje N-korica

faficuchéw. Zaobserwowano réwniez glikozylacja czgsteczek FLC [+

]. Utlenienie tryptofanu
w tancuchu polipeptydowym czesci zmiennej tfancuchow lekkich, S-cysteinylacja
czy glikozylacja nie wptywajg znaczaco na teoretycznie wyznaczong wartos¢ masy
czgsteczkowej tancuchéw. Mogg jednak wptyngé na taczenie sie anionowego detergentu
z biatkiem, a zatem na warto$¢ MW uzyskang empirycznie za pomocg elektroforezy
SDS-PAGE. Wiadomo takze, ze czesciowo sfatdowane czgsteczki w elektroforezie SDS-PAGE

migrujg nieco wolniej od ich form natywnych [+

]. Wyznaczona na podstawie rozdziatéw
w systemie SDS-PAGE masa czgsteczkowa dla czesciowo sfatdowanych struktur jest wieksza
od spodziewanej. Zaréwno modyfikacje posttranslacyjne [**)] jak i nieprawidtowy proces

fatdowania czasteczek taricuchéw lekkich immunoglobulin [**®]

mogg powodowacd
destabilizacje czgsteczek FLC i zapoczgtkowaé proces amyloidogenezy. Byé moze analiza
wzglednej ruchliwosci taincuchéw lekkich w elektroforezie SDS-PAGE, ze szczegdlnym
zwréceniem uwagi na przypadki tancuchdw o ruchliwosci znacznie odbiegajgcej
od spodziewanej, mogtaby sta¢ sie wstepnym etapem do wytypowania klonu tancuchdow
potencjalnie amyloidogennych. Potwierdzenie tej hipotezy wymagajgce poszerzenia analizy
mas czgsteczkowych FLC o badania nad ich strukturg trzeciorzedowg oraz analize jednostek
chorobowych pacjentéw, od ktérych uzyskano preparaty tancuchéw lekkich, wykraczato

poza zatozony zakres niniejszej pracy.
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5.4 Zwiqzki tiolowe sprzezone z taricuchami lekkimi immunoglobulin.

W pierwszorzedowej strukturze tancuchéw lekkich immunoglobulin (kappa
oraz lambda) znajduje sie 5 reszt cysteinylowych — w pozycjach: 23, 88, 134, 194 oraz 214.
Miedzy Cys23—Cys88 oraz Cys134-Cys194 utworzone s3 dwa wewnatrzczasteczkowe
wiagzania disiarczkowe stabilizujgce strukture biatka [“’]. Cys214 taricuchéw lekkich
w kompletnej czasteczce immunoglobuliny zaangazowana jest w tworzenie wigzania
disiarczkowego z tancuchem ciezkim. W przypadku wolnej czasteczki taricucha lekkiego,
Cys214 moze byé zaangazowana w tworzeniu dimeréw FLC. Gdy czasteczka pozostaje
w formie monomerycznej, do Cys214 zostaje przytgczona reszta cysteinylowa lub reszta
innego  drobnoczasteczkowego  zwiazku tiolowego [*°]. Informacje na temat
posttranslacyjnych modyfikacji Cys214 nie sg liczne. Istniejg pojedyncze doniesienia,
w ktérych udokumentowana zostata obecnos¢ zwigzku tiolowego sprzezonego z Cys214
[2L133134123] '\ dostepnych pracach dotyczacych modyfikacji cysteiny 214 taricuchéw lekkich
badania prowadzone byty na pojedynczych klonach tancuchéw, w wiekszosci przypadkow
nalezgcych do typu kappa. W niniejszej pracy po raz pierwszy podjeto badania S-tiolacji na
grupie o liczebnosci n=42. Do badan witgczono FLC zaréwno typu kappa jak i lambda
wyizolowane z moczu pacjentéw z gammapatig monoklonalng. Zgodnie z wiedzg autorki, sg
to pierwsze badania nad zagadnieniem zwigzkéw tiolowych sprzezonych z faricuchami
lekkimi immunoglobulin, prowadzone na grupie o takiej liczebnosci oraz obejmujace oba
typy tanncuchow lekkich.

Wyniki badan przedstawione w pracy wskazujg, ze taricuchy lekkie immunoglobulin s3
intensywnie tiolowane. Kofcowa reszta Cys214 jest catkowicie zablokowana. Za pomocg
reakcji z DTNB nie udato sie wykryé obecnosci wolnych grup sulfhydrylowych (badania
wtasne, nieprzedstawione). Catkowite stezenie reszt tiolowych w badanej grupie miescito sie
w zakresie: 0.45-26.4 nM/mg biatka. Wyniki oznaczania stezen reszt tiolowych sprzezonych
z czgsteczkami taricuchdéw lekkich immunoglobulin, zgodnie z wiedzg autorki, sg pierwszymi
doniesieniami na ten temat. Jak dotad prace nad post-translacyjng modyfikacjg wolnej reszty
SH w czgsteczkach FLC miaty charakter jedynie jako$ciowy. Wskazywaty na obecnos¢ tioli
sprzezonych z czgsteczkami FLC oraz definiowaty miejsce przytgczenia reszty tiolowe;j.

W niniejszej pracy opisywano obecnos¢ reszt tiolowych sprzezonych z czgsteczkami
FLC zarowno w przypadku tanncuchéw typu kappa jak i lambda, cho¢ stezenia w obu tych
grupach réznity sie znamiennie. Mediana catkowitego stezenia reszt tiolowych w grupie
tancuchdow lekkich kappa wynosita 10.74 nM/mg biatka. Wartosci stezen miescity sie
w zakresie: 2.53 — 26.4 nM/mg biatka. Dla fancuchéw lekkich lambda mediana wynosita
3.43 nM/mg biatka, natomiast zakres stezen catkowitych reszt tiolowych wynosit:
0.45 - 12.41 nM/mg biatka. Szeroki zakres stezen catkowitych reszt tiolowych sprzezonych
z czgsteczkami FLC typu kappa mozna ttumaczyé szerokim zakresem odsetka monomeru, jaki
charakteryzowat podgrupe z faicuchami typu kappa. Odsetek monomeru, wsrdd 25 FLC typu
kappa poddanych analizie stezen reszt tiolowych sprzezonych z tancuchami, wahat sie
w granicach: 0-100%. Jednak dla 80% badanej podgrupy (n=20) odsetek monomeru
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przyjmowat wartosci > 50%. Wykazano korelacje pomiedzy stezeniem catkowitym reszt
tiolowych sprzezonych z czasteczkami FLC a odsetkiem monomeru FLC. W ten sposéb
potwierdzono hipoteze, ze gtéwnym miejscem przytaczenia zwigzkéow tiolowych jest
koricowa reszta Cys214.

Jak do tej pory nie do konca poznane sg przyczyny modyfikacji wolnych reszt
cysteinowych w czasteczkach faricuchow lekkich. Jedng z niezwykle istotnych funkgcji
cysteiny214 jest udziat w procesie wydzielania wolnych faricuchéw lekkich poza komérke
plazmatyczng. Nowo zsyntetyzowana czasteczka tancucha lekkiego wigze sie przejsciowo
z biatkami macierzy retikulum endoplazmatycznego. Mechanizm ten ma na celu zatrzymanie
we wnetrzu komoérki niekompletnego biatka. Tylko biatko, w ktéorym Cys214 jest
zaangazowana w tworzenie wigzania disiarczkowego moze zosta¢ wydzielone poza komdrke
plazmatyczng. Dla faicuchow lekkich istniejg trzy mozliwosci — przytaczenie do tancucha
ciezkiego, utworzenie dimeru lub potgczenie grupy sulfhydrylowej Cys214 z czasteczka
wolnego zwigzku tiolowego. Okazuje sie, ze mutacja w genie kodujacym sekwencje
aminokwasowq tancuchéw lekkich, prowadzgca do utraty fragmentu biatka zawierajacego
reszty cysteinylowe w pozycji 196 oraz 214, moze sta¢ u podstaw patogenezy szpiczaka

niewydzielniczego [**°

]. W tym przypadku czasteczki wolnych fancuchoéw lekkich nie s3
wydzielane na zewnatrz, zostajg natomiast skierowanie na droge proteolizy. Wyjasnienie
szczegdtowego mechanizmu modyfikacji Cys214 oraz ustalenie czy proces ten ma znaczenie
w patogenezie chordb z grupy gammapatii monoklonalnych wymaga przeprowadzenia
dalszych badan.

Wsrdod otrzymanych w niniejszej pracy wynikdw zwigzanych z iloSciowym
oznaczaniem reszt tiolowych sprzezonych z FLC bardzo wazna i zaskakujaca jest informacja
na temat reszt tiolowych sprzezonych z tancuchami lekkimi typu lambda. Mediana stezen
catkowitych reszt tiolowych zwigzanych z tancuchami typu lambda jest trzykrotnie nizsza od
analogicznej wartosci dla faricuchow lekkich kappa. Uwzgledniajgc zaangazowanie Cys 214
(najbardziej prawdopodobnego miejsca tiolacji w czasteczce FLC) w tworzenie formy
dimerycznej, ktéra dla tancuchéw lekkich typu lambda jest podstawowg formg molekularng,
spodziewano sie uzyska¢ stezenia tioli bliskie zeru. Réwniez dane z pismiennictwa
podkreslajg brak udokumentowanych przypadkdéw cysteinylacji tancuchéw lekkich lambda

w pozycji 214 [

]. Cze$é wysokich wynikdw stezen reszt tiolowych w podgrupie tancuchéw
lekkich lambda mozna wyttumaczy¢ wysokim odsetkiem monomeru. Dla 60% (3/5) wysokich
(lezgcych powyzej wartosci gérnego kwartyla) wynikéw stezen reszt tiolowych zwigzanych
z taicuchami lekkimi lambda odsetek formy monomerycznej byt znaczacy. Stezenia reszt
tiolowych: 12.41; 7.93 oraz 7.54 nM/mg biatka byty zwigzane z wartosciami monomeru
odpowiednio: 41; 47; 28%. Stezenia reszt tiolowych w przytoczonych przypadkach sg
analogiczne dla wynikéw uzyskanych w grupie taicuchéw kappa, gdzie 50% obserwac;ji
miescito sie w przedziale: 7.54-14.52 nM/mg biatka. Uzasadnienie wysokich stezen reszt
tiolowych dla pozostatych 40% (2/5) przypadkdéw lezgcych w przedziale powyzej wartosci

gornego kwartyla dla catkowitego stezenia reszt tiolowych sprzezonych z FLC jest trudne.
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Dwa przypadki spektakularnych rozbieznosci miedzy wartoscia odsetka monomeru
a catkowitym stezeniem reszt tiolowych dotyczyty czasteczek wystepujgcych jedynie
w formie kowalencyjnego dimeru (odsetek monomeru = 0%). Catkowite stezenie reszt
tiolowych w tych przypadkach wynosito: 7,9 oraz 6,9 nM/mg biatka, a wiec znaczne powyzej
mediany w tej grupie wynikow (3,43 nM/mg biatka).

W pismiennictwie znaleziono tylko jedno doniesienie, w ktérym opisywano wykrycie

reszty tiolowej sprzezonej z czasteczka FLC lambda. Merliniego i wsp. [**°]

, dziatajacy
w jednym z najprezniejszych osrodkéw zajmujacych sie badaniami nad mechanizmem
powstawania amyloidozy, wykorzystujagc tandemowy spektrometr mas  wykryli
S-cysteinylacje w pozycji 194 w tancuchach lekkich lambda. tarncuchy lambda wyizolowane
byty z surowicy pacjentéw z amyloidozg AL. Eksperyment prowadzony byt w warunkach
nieredukujacych, S-cysteinylacja dotyczyta czgsteczki dimerycznej. W przytoczonej pracy
wykazano, ze tego typu modyfikacja nie jest rzadka dla amyloidogennych FLC. Zostata
udokumentowana w 26,6% badanej grupy (4/15). Wykrycie S-cysteinylacji dimerycznej
formy FLC lambda wydaje sie by¢ informacjg zaskakujgca. Cysteina w pozycji 194 w natywnej
czasteczce faiicuchéw lekkich nie jest tatwo dostepna dla ataku nukleofilowego przez wolng
grupe sulfhydrylowg drobnoczgsteczkowego zwigzku tiolowego. Zaangazowana jest
w tworzenie wewnatrzczasteczkowej petli zlokalizowanej w czesci statej tancuchéw lekkich
immunoglobulin (ryc. 4). Cysteinylacja w tej pozycji $wiadczy wiec o rozerwaniu mostka
disiarczkowego tworzgcego wspomniang petle i wyeksponowaniu cysteiny w pozycji 194,
co z pewnoscig powoduje zmiany konformacyjne catego biatka. Byé moze wysokie stezenia
reszt tiolowych w czgsteczkach FLC lambda badanej grupy, w ktérych udziat formy
monomerycznej jest niewielki, s3 zwigzane z rozerwaniem wewnetrznej petli w czasteczce
FLC i wyeksponowaniem grupy SH jednej z cystein, ktére w natywnej czasteczce tworza
wigzania disiarczkowe. Zbadanie miejsca przytaczenia reszty tiolowej w dimerycznych
czasteczkach FLC lambda badanej grupy pacjentéw moze stac sie kolejnych krokiem do
wyjasnienia tego zjawiska.

Znaleziona w piSmiennictwie naukowym informacja na temat rozerwania
wewnatrzczasteczkowego wigzania disiarczkowego w czesci statej fancucha lekkiego

dotyczyta FLC typu lambda €]

. Istnieje mozliwo$é, ze tego typu modyfikacja moze mieé
rowniez miejsce w czasteczce fancuchéw typu kappa. W niniejszej pracy zaobserwowano
rozbieznosci miedzy catkowitym stezeniem reszt tiolowych oraz odsetkiem monomeru FLC
takze dla tancuchéw typu kappa. Sg to przypadki pojedyncze. W pierwszym z nich odsetek
monomeru przyjmowat wartos¢ 9.2%, podczas gdy dla tancuchéw kappa odsetek monomeru
z przedziatu 0-10% charakteryzuje jedynie 5.38% przypadkdw (5/93). Tak niewielkiej wartosci
odsetka monomeru odpowiadato catkowite stezenie reszt tiolowych réwne 10.8 nM/mg
biatka, a wiec wartos¢ niemal rdwna medianie stezenia tioli w tej grupie tancuchodw.
Drugi przypadek zwigzany jest z tancuchami kappa wystepujgcymi jedynie w formie dimeru

(odsetek monomeru = 0%), dla ktérych catkowite stezenie reszt tiolowych wynosito
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9.5 nM/mg biatka. Warto nadmieni¢, ze w przedziale catkowitych stezen reszt tiolowych
o wartosciach 5-15 nM/mg biatka lokuje sie az 68% wynikéw dla taricuchéw typu kappa.

W pismiennictwie mozna znalez¢ informacje o kluczowym znaczeniu czesci statej
taricucha lekkiego dla stabilnoéci termodynamicznej catej czasteczki FLC [”®]. Doniesienia
te pozwalajg przypuszczaé, ze wszelkie modyfikacje powodujgce utrate natywnej struktury
czesci statej tancuchéw lekkich, mogga przyczyni¢ sie do utraty termodynamicznej stabilnosci
catej czasteczki, a w konsekwencji tworzenia wtékien amyloidowych. Merlini i wsp. ['*°],
ktorzy opublikowali informacje o cysteinylacji amyloidogennych tancuchow lekkich lambda
w pozycji 194 nie zajmowali sie wyjasnieniem przyczyn rozerwania wewnatrzczasteczkowej
petli spietej kowalencyjnym wigzaniem disiarczkowym. By¢é moze we wnetrzu komorek
plazmatycznych, ktére ulegty transformacji nowotworowej, doszto do zachwiania
wewnatrzkomorkowej réwnowagi redoks oraz wzrostu wewngtrzkomérkowego stezenia
drobnoczgsteczkowych zwigzkéw tiolowych. Skutkiem tego kowalencyjne wigzanie
disiarczkowe ulegto rozerwaniu, a do wyeksponowanej wolnej grupy sulfhydrylowej zostat
przytaczony tiolowy zwigzek drobnoczasteczkowy. Nie mozna jednak wykluczyg,
ze u poczatku opisanej zmiany konformacyjnej amyloidowych tancuchdéw lekkich lezaty
mutacje punktowe uniemozliwiajgce utworzenie wigzania disiarczkowego miedzy Cys134—

3% nawet niewielkie

Cys194, nie zas zmiany w $rodowisku zewnetrznym. Wg. Gilberta [
naruszenie natywnej struktury biatka, jak np. rozerwanie jednego z wigzan disiarczkowych
tworzacych trzeciorzedowa strukture, moze prowadzi¢ do utraty termodynamicznej
stabilnosci biatka i zapoczatkowac proces amyloidogenezy. Mozna wnioskowaé, ze obecnosc
reszt tiolowych sprzezonych z FLC lambda, u ktérych odsetek dimeru bliski jest 100%, jest
jednym ze wskaznikdw zmienionej konformacji czasteczek tancuchéw lekkich lambda.
Potwierdzenie tego przypuszczenia wymaga jednak dalszych badan.

W procesie dojrzewania fancuchdow lekkich immunoglobulin czesciowo sfatdowana
czasteczka wchodzi w interakcje z biatkiem chaperonowym BiP poprzez wyeksponowane
fragmenty hydrofobowe ['°]. Rozerwanie tego typu potaczenia jest Sciéle zwiazane
z ksztattowaniem sie trzeciorzedowej struktury biatka i tworzeniem kowalencyjnych wigzan
disiarczkowych. Okres poéttrwania kompleksu dojrzewajgcej czasteczki FLC z biatkiem BiP
odpowiada czasowi tworzenia wewnatrzczasteczkowych petli stabilizowanych przez wigzania
disiarczkowe [*']. Utworzenie wewnetrznych wigzan disiarczkowych generuje zmiany
konformacyjne czgsteczki, ktore powodujg ukrycie hydrofobowych fragmentéw tancucha
polipeptydowego we wnetrzu struktury FLC. Jedna z teorii dotyczacych patogenezy chordb
zwigzanych z odktadaniem sie depozytow biatkowych zwraca uwage na role eksponowanych
hydrofobowych reszt aminokwasowych w tworzeniu interakcji miedzy czesciowo
sfatdowanymi biatkami bedacymi prekursorami ztogéw amyloidowych [**]. Mozna stwierdzi¢,
ze czynniki uposledzajgce tworzenie wewnetrznych mostkow disiarczkowych mogg
przyczyni¢ sie do nabrania przez czgsteczke FLC cech amyloidogennych. Na podstawie
powyzszych informacji mozina rdéwniez zasugerowaé¢ podjecie badan dotyczacych
potencjalnych korzysci badania procesu tiolacji wolnych tancuchéw w diagnostyce pacjentow
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z gammapatia monoklonalng. Wt3gczenie oznaczenia reszt tiolowych sprzezonych
z czgsteczkami FLC do panelu badan u oséb z gammapatia monoklonalng mogtoby by¢
pomocne w wytypowaniu czgsteczek o zmienionej konformacji, w tym czasteczek
potencjalnie amyloidogennych.

Proces modyfikacji C-koncowej reszty cysteinylowe] jest najprawdopodobniej scisle
potaczony z tworzeniem wigzan disiarczkowych. Utrzymanie wtasciwego potencjatu redoks
w Swietle RE jest kluczowe dla poprawnego wydzielania biatek. Wysoki potencjat redoks
we wnetrzu RE zachowany jest dzieki stosunkowo wysokiemu stezeniu utlenionej formy
glutationu [GSSG] - stosunek stezen formy zredukowanej do formy utlenionej [GSH] : [GSSG]
wynosi od 1:1 do 3:1. Tego typu srodowisko zapewnia takze optymalne warunki do dziatania
dla enzymoéw komodrkowych biorgcych udziat w procesie fatdowania biatek, wsréd ktorych
najlepiej poznana i opisana jest izomeraza disiarczkowa biatek (PDI - protein disulphide
isomerase) oraz biatko Ero 1 (ER oxidoreductin) [**"*8].

Zgodnie z wynikami badan Winther i wsp. catkowity bilans biatkowych disiarczkow
ulega pewny zmianom podczas réznicowania limfocyta B do komodrki plazmatycznej —
komorki majacej zdolnos¢ syntezy przeciwciat. Znamienny wzrost wewnatrzkomaérkowego
potencjatu redox, zwigzanego ze wzrostem iloSci wigzan disiarczkowych, mozna
zaobserwowac w koricowych stadiach réznicowania limfocyta B, gdy sg produkowane duze
ilosci IgM. Podczas syntezy jednego pentameru/heksameru IgM jest wytwarzanych ok. 100

wigzan disiarczkowych [138

]. Tworzenie wigzan disiarczkowych podczas syntezy kompletnych
czgsteczek przeciwciat lub wolnych taincuchdéw lekkich generuje powstawanie stosunkowo
duzych ilosci wolnych rodnikéw tlenowych (ROS - reactive oxygen species). Aby zachowana
zostata réwnowaga redoks, istnieje koniecznos¢ uruchomienia komodrkowych systemow
antyoksydacyjnych, w ktérych kluczowa role petni glutation. Istniejg doniesienia mowigce
o zachwianiu réwnowagi redoks w przebiegu szpiczaka mnogiego, co manifestuje sie
wzrostem surowiczych markerdw stresu oksydacyjnego (produkty oksydacji biatek np. AOPP,

1391, Odsetek dimer/monomer FLC moze w sposéb posredni

S-nitrozylowane biatka) [
odzwierciedla¢ warunki oksydacyjne we wnetrzu RE komérek plazmatycznych — zwiekszony
potencjat redoks we wnetrzu RE sprzyja tworzeniu disiarczkéw, a wiec tworzeniu dimerow
FLC. Na podstawie wynikdbw badaid niniejszej pracy wskazujgcych, Zze stosunek
dimer/monomer FLC jest wartos$cig charakterystyczng dla danego pacjenta (a wiec i klonu
komodrek plazmatycznych) i nie zmienia sie w przebiegu choroby, mozina wnioskowaé
o ustaleniu sie pewnej réwnowagi redoks wewnatrz RE charakterystycznej dla konkretnego
klonu komodrek plazmatycznych. Ustalenie, czy i w jaki sposdb mechanizm ten wptywa na
naturalny przebieg choroby lub powodzenie terapii wymaga bardziej ztozonych badan.
Istniejg przestanki méwigce, ze procesy redoks sg zaangazowane w tworzenie wtékien
amyloidowych. W ekstraktach z tkanek zajetych przez proces amyloidogenezy w przebiegu
AL amyloidozy, obok wolnych tarnicuchow lekkich wykryto surowiczy amyloid P. Surowiczy
amyloid P (SAP) jest biatkiem, ktore w swojej strukturze posiada fragmenty o konformac;ji
beta z wigzaniami disiarczkowymi pomiedzy cysteinami sgsiednich zwojow beta kartki.
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Tego typu wigzania nie petnig roli strukturalnej i nie stabilizujg czasteczki biatka, natomiast

wykazano ich udziat w procesach redoks [**

]. Doswiadczenia, w ktérych po podaniu myszom
tancuchow lekkich wyizolowanych z surowicy chorych z amyloidozg zaobserwowano
tworzenie ztogéw biatkowych sktadajgcych sie z ludzkich faicuchédw oraz mysiego SAP,
sugeruja udziat tego biatka w amyloidogenezie [*’]. Uwaza sie, ze aktywno$¢ redoks
disiarczkdw moze powodowac zmiany struktury przestrzennej biatka i wyeksponowanie
w biatkach bedacych prekursorami widkien amyloidowych miejsc podatnych na dziatanie
enzymow proteolitycznych. Proces ten moze mieé istotne znaczenie w molekularnym
mechanizmie tworzenia amyloidu. Warto nadmienié, ze SAP jest réwniez sktadowa
biatkowych depozytéw w innych niz AL amyloidoza chorobach z tej grupy.

Zjawiska dojrzewania biatek zachodzace w obrebie RE s3 stosunkowo dobrze
poznane. Jednak informacje na temat mediowanego tiolami zatrzymywania prekursordéw
biatek we wnetrzu RE oraz modyfikacji C-koricowej reszty cysteinylowej biatek sg niepetne.
Zgodnie z wynikami uzyskanymi w pracy, zwigzkiem tiolowym sprzezonym z czgsteczkami
tancuchow lekkich o najwyzszym stezeniu byfa cysteina. Mediana stezenia cysteiny wynosita
9.72 oraz 2.81 nM/mg biatka odpowiednio dla FLC typu kappa oraz lambda. Stezenia
homocysteiny oraz cysteinyloglicyny byty zblizone do siebie, ich mediany wynosity
odpowiednio: 0.71 i 1.01 nM/mg biatka dla FLC kappa oraz 0.24 i 0.27 nM/mg biatka dla FLC
lambda. Stezenie glutationu byto najnizsze, z mediang 0.07 oraz 0.05 nM/ mg biatka dla
odpowiednio FLC kappa i lambda (wyniki zebrano w tabeli 8). Wyniki niniejszej pracy
wskazujg na cysteine jako gtowny zwigzek tiolowy sprzezony z FLC. Jest to zgodne z danymi
z pismiennictwa, w ktérych autorzy informujg o obecnosci cysteiny zwigzanej z C-koricowa

reszta cysteinylowg FLC [*713*13

]. W analizowanym pismiennictwie nie znaleziono informacji
na temat innych niz cysteina reszt tiolowych zwigzanych z czgsteczkami wolnych faficuchow
lekkich. W swietle wynikéw otrzymanych w niniejszej pracy nasuwa sie szereg pytan o udziat
glutationu, cysteinyloglicyny czy innych drobnoczasteczkowych zwigzkéw tiolowych
w wydzielanie poza komdrke plazmatyczng wolnych taricuchéw lekkich.
Drobnoczasteczkowym zwigzkiem tiolowym o najwyzszym stezeniu we wnetrzu RE
jest GSSG [*]. Jednak w wiekszosci zbadanych przypadkéw wolnych taficuchéw lekkich
Cys214 zwigzana jest gtéwnie z czgsteczkg cysteiny. Pojawia sie pytanie o mechanizmy
zwigzane z procesem maskowania Cys214 we wnetrzu RE. Sitia i wsp. zaproponowali
hipoteze, ze to glutation wigze sie z Cys 214 tancuchéw lekkich, umozliwiajgc uwolnienie FLC
z kompleksu z biatkami macierzy RE i uwolnienie poza komdérke plazmatyczna [*]. Wymiana
glutationu na cysteine w czgsteczce FLC zachodzi natomiast pozakomoérkowo. Tego typu
hipoteza budzi jednak mndstwo zastrzezen. Przeciw niej przemawiajg nowsze doniesienia,
w ktorych rola glutationu sprowadzana jest przede wszystkim do reduktora nieprawidtowo
utworzonych wigzan disiarczkowych w biatkach oraz reduktora motywu CysX-XCys
znajdujgcego sie w centrum aktywnym oksydoreduktaz takich jak PDI czy ERp57 (enzymy te

140

w stanie spoczynku wystepujg gtéwnie w zredukowanej formie) ["]. Najnowsze badania

dowodzg réowniez, ze udziat glutationu w procesie modyfikacji wolnych reszt cysteinylowych
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w czasteczkach biatek produkowanych przez komoérki plazmatyczne jest niewielki. Okazuje
sie, ze poziom glutationylowanych biatek nie zmienia sie w trakcie dojrzewania limfocyta B.
Nawet w korncowy etapie dojrzewania, gdy czasteczki IgM sg produkowane i wydzielane poza

138]. Tego

komodrke, mniej niz 0.3% biatkowych cystein jest zmodyfikowana przez glutation [
typu informacja pozostaje w zgodzie w wynikami niniejszej pracy, w ktérych stezenia
glutationu sg najnizsze. Mediana wzglednego stezenia glutationu dla taficuchéw lekkich
wynosita 0.88%. Najprawdopodobniej cysteinylacja Cys 214 w czasteczkach wolnych
tancuchow lekkich zachodzi wewnatrzkomérkowo i witasnie cysteina jest gtownym
drobnoczgsteczkowym zwigzkiem tiolowym, ktéry maskujac wolng grupe SH w pozycji 214
przyczynia sie do uwalniania FLC poza komodrke plazmatyczng. Wyniki niniejszej pracy,
w ktérych 100% badanych klondw FLC byto zwigzane przede wszystkim z cysteing,
potwierdzajg takg hipoteze. Nie jest jasne pochodzenie homocysteiny oraz cysteinyloglicyny,
z ktére zostaty réwniez wykryte w preparatach tarnicuchdw lekkich.

Innym zagadnieniem dotyczgcym modyfikacji posttranslacyjnych faricuchéw lekkich
przez drobnoczasteczkowe tiole jest profil stezen zwigzkéw tiolowych sprzezonych
z taicuchami lekkimi. W celu analizy profilu zwigzkow tiolowych u poszczegdlnych pacjentéw
z gammapatia monoklonalng stezenia cysteiny, homocysteiny, cysteinyloglicyny
oraz glutationu zostaty przedstawione w postaci wartosci procentowej catkowitego stezenia
zwigzkow tiolowych sprzezonych z FLC u danego pacjenta i nazwane wzglednymi stezeniami.
Stwierdzono, ze profile stezen wymienionych zwigzkéw tiolowych w materiale pochodzgcym
od pacjentdw z réznymi postaciami gammapatii monoklonalnej sg bardzo zblizone. Nie ma
statystycznie istotnych réznic w wartos$ciach wzglednych stezen poszczegdlnych zwigzkéw
tiolowych miedzy faricuchami lekkimi typu kappa oraz lambda, co potwierdzono
nieparametrycznym testem Manna-Whitney’a. Najwyzszy procentowy udziat zwigzkéw
tiolowych sprzezonych z FLC odpowiada cysteinie (mediana: 84.43%). Udziat
cysteinyloglicyny oraz homocysteiny w modyfikowaniu grupy sulfhydrylowej biatkowej
cysteiny jest zblizony (mediany odpowiednio: 6.85% oraz 6.74%), a glutationu najmniejszy
(mediana: 0.88%). Roznice w profilu stezen zwigzkdéw tiolowych sprzezonych z réznymi
klonami FLC dotyczg przede wszystkim cysteinyloglicyny oraz homocysteiny. U czesci
pacjentéw (n=6) wzgledne stezenia tych zwigzkéw sg bardzo zblizone, u pozostatych
wzgledne stezenie cysteinyloglicyny przewyzsza (n=18) lub jest nizsze (n=18) od wzglednego
stezenia homocysteiny.

Analiza porownawcza wzglednych stezen zwigzkéw tiolowych sprzezonych
z czgsteczkami FLC (%) oraz bezwzglednych wartosci tych stezern (nM/mg biatka) wykazata,
ze najwiekszg zmiennoscig cechuje sie procentowa zawartosé cysteinyloglicyny. Aktualnie
niewiele wiadomo na temat roli tego zwigzku w procesach komdrkowych. Cysteinyloglicyna
jest dipeptydem, ktéry powstaje w procesie hydrolizy glutationu katalizowanym przez
zlokalizowany na zewnetrznej stronie bton komdérkowych enzym y-glutamylotranspeptydaze
(y—GT). Cysteinyloglicyna w kolejnym etapie moze by¢ hydrolizowana przez zwigzang z btong
komérkowg dipeptydaze. Cysteinyloglicyna jest réwniez transportowana do wnetrza
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komoérek (najprawdopodobniej przy pomocy transportera Pept2). Dipeptyd ten jest
wewnatrzkomérkowo rozktadany przez rozpuszczalng dipeptydaze, w wyniku czego
powstaje cysteina oraz glicyna, ktéore mogg zosta¢ uzyte do odtworzenia

wewnatrzkomorkowej puli  glutationu. Wedtug De Donatis [**]

proces hydrolizy
cysteinyloglicyny w komodrkach wotowej soczewki oka zachodzi przede wszystkim
wewnatrzkomdrkowo, a aktywnos¢ btonowej dipeptydazy w tych komérkach jest znikoma.
Nie znaleziono informacji na temat aktywnosci dipeptydazy rozktadajgcej cysteinyloglicyne
oraz metabolizmu tego dipeptydu we wnetrzu komdrek plazmatycznych. Jednak profil
zwigzkéw tiolowych sprzezonych z Cys214 tancuchdéw lekkich, w ktérym cysteinyloglicyna
zajmuje znaczgce miejsce, moze sugerowac, ze dipeptyd ten poprzez tiolacje C-koricowej
cysteiny tancuchdéw lekkich, bierze udziat w procesie uwalniania tego biatka poza komadrke
plazmatyczng. Z aktywnoscia enzymatyczng y-GT, w wyniku ktdrej powstaje
cysteinyloglicyna, wigze sie réwniez powstawanie niewielkich ilosci nadtlenku wodoru [**].
W badaniach na komdérkach biataczki limfatycznej udowodniono, ze ekspozycja na
powstajgce w reakcji katalizowanej przez y—GT reaktywne formy tlenu stymuluje proliferacje
komodrek biataczkowych. Zaobserwowano réwniez anty-apoptotyczne dziatanie niewielkich
ilosci H,0, powstajgcych w reakcji hydrolizy glutationu. Proces ten przyczynia sie do
podtrzymania nieSmiertelnosci komaorek, ktdra jest jedng z cech charakteryzujgcych komorki
nowotworowe. Zastosowanie inhibitoréw dziatania y-GT, poprzez wiele réznych
mechanizméw (m. in. na drodze zahamowania aktywnosci polimerazy poli[ADP-rybozy] -
PARP) prowadzi do $mierci komérki nowotworowej [**?]. Interesujace bytoby zbadanie
zwigzku pomiedzy procentowym udziatem zwigzkdéw tiolowych innych niz cysteina (przede
wszystkim cysteinyloglicyny) w tiolacji C-koricowe] cysteiny FLC, a tempem proliferacji
nowotworu oraz jego opornoscig na leczenie.

Wydaje sie, ze profil zwigzkéw tiolowych sprzezonych z C-koncowg cysteing
monoklonalnych tancuchdéw lekkich jest ich cechg charakterystyczng i rézni sie od profilu
tiolacji tancuchéw poliklonalnych [obserwacje wtasne nieopublikowane]. Chociaz stezenia
zwigzkdéw tiolowych (nM/mg biatka) w grupie monoklonalnych FLC sg rézne dla obu typow
faicuchéw, zawartos¢ procentowa analizowanych drobnoczgsteczkowych zwigzkdéw
tiolowych sprzezonych z monoklonalnymi tancuchami lekkimi immunoglobulin jest dla FLC
typu kappa oraz typu lambda taka sama. Dla poliklonalnych tancuchéw lekkich natomiast
profil zwigzkdw tiolowych jest odmienny. Dla tanicuchdw monoklonalnych i poliklonalnych
zblizone byty procentowe zawartosci cysteiny, homocysteiny - odpowiednio 84.5% vs 90.29%
dla cysteiny oraz 6.52% vs 7.66% dla homocysteiny. W obydwu grupach tancuchéw udziat
procentowy glutationu byt niski (0.87% vs 0.5%), a stezenia (nM/mg biatka) w oznaczanych
materiatach byty zblizone do granicy oznaczalno$ci metody. Rdéznice miedzy profilem
zwigzkdw tiolowych tanicuchdéw poliklonalnych i monoklonalnych dotyczyty cysteinyloglicyny.
W pordownaniu do faricuchéw poliklonalnych, monoklonalne FLC zawieraty ok. 4 razy wiecej
cysteinyloglicyny (odpowiednio 6.8% vs 1.53%). Wzgledne stezenie cysteinyloglicyny wydaje
sie by¢ zwigzane z zaburzeniem rownowagi redoks w zmienionych nowotworowo komérkach
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plazmatycznych. Trzeba jednak zaznaczy¢, ze oznaczanie zwigzkdw tiolowych w tancuchach
poliklonalnych wykonywano tylko na jednym preparacie. Wyniki nalezatoby potwierdzi¢ na
wiekszej grupie materiatow. Jednak ze wzgledu na duzg zdolnos¢ nieuszkodzonych cewek
nerkowych do resorpcji wolnych tancuchéw lekkich, stezenie poliklonalnych FLC w moczu
pacjentéw ze schorzeniami innymi niz gammapatie monoklonalnej jest niewielkie.
Jednoczesne wystepowanie u pacjenta wzrostu stezenia poliklonalnych FLC we krwi
(np. w przebiegu chordb zapalnych) oraz uszkodzenia cewek nerkowych nie jest czeste.
Dlatego mocze ze zwiekszong iloscig poliklonalnych FLC s materiatem trudnodostepnym.

Zaprezentowane wyniki sg kolejnym sygnatem, ze metabolizm zwigzkéw tiolowych
w komédrkach nowotworowych jest zaburzony. W pismiennictwie dostepne sg badania
statusu tiolowego oparte na pomiarach stezern glutationu, cysteiny i homocysteiny.
Przedstawione dane s3 pierwszymi dotyczacymi stezen cysteinyloglicyny w przebiegu
gammapatii monoklonalnych.
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5.5 Zjawisko drabin taricuchow lekkich immunoglobulin.

Zjawisko drabin tancuchdéw lekkich, ktore wigze sie z wystepowaniem w rozdziatach
elektroforetycznych charakterystycznego uktadu kilku prazkéw, byto opisywane przez
niewielu autoréw. Interpretowano je zwykle jako wynik elektroforetycznego rozdziatu
poliklonalnych tancuchéw lekkich immunoglobulin. Poliklonalne wolne tancuchy lekkie,
zazwyczaj niewidoczne na zelach, zostajg uwidocznione na skutek zwiekszonej produkcji
w przebiegu przewlektych choréb zakaznych Iub upodledzenia resorpcji biatek
drobnoczgsteczkowych przez uszkodzone cewki nerkowe albo wreszcie jako artefakty
powstate na skutek procedury zageszczania moczu poprzedzajgcej aplikacje materiatu na zel.
Opisany w niniejszej pracy typowy wzér migracji monoklonalnych tancuchéw lekkich, zwany
zjawiskiem drabin FLC, sktada sie z kilku prazkéw (zwykle trzech), wyraznie odgraniczonych
i migrujgcych w réwnych odstepach. Dane z piSmiennictwa sugerujg, ze analizowane metoda
immunofiksacji biatka tworzace drabine zwykle sg poliklonalnymi tarnicuchami lekkimi kappa
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oraz rzadko taricuchami typu kappa oraz lambda rownoczesnie [*"~"]. Znaleziono tylko jedno

doniesienie na temat drabiny utworzonej przez wolne monoklonalne taricuchy lekkie [*].
Opisywano przypadek 62-letniego mezczyzny cierpigcego na chorobe taricuchéw lekkich,
w ktérego moczu, analizowanym na zZelu agarozowym w systemie elektroforezy
wysokorozdzielczej, zaobserwowano ponad 15 odgraniczonych i rédwno rozmieszczonych
prazkow zlokalizowanych we frakcji gamma oraz beta. Wspomniane prazki byty utworzone
przez tancuchy lekkie typu lambda, co stoi w opozycji do wczesdniej publikowanych informacji
na temat zjawiska drabin, ktéry taczono z tancuchami typu kappa lub z wystepowaniem
w moczu faricuchdw kappa oraz lambda réwnoczesénie [*].

Harrison i wsp. [*°] zaobserwowali zjawisko migrowania wolnych tancuchéw lekkich
immunoglobulin w postaci trzech wyraznie odgraniczonych prazkéw u pacjenta
z biatkomoczem Bence-Jonesa. W tym przypadku zasugerowano wystepowanie obok biatka
Bence-Jonesa znamiennej ilosci poliklonalnych wolnych tancuchéw lekkich, ktérych obecnosé
spowodowata wystgpienie na zelu dodatkowych prazkow. Jednak takie wyttumaczenie
sposobu migracji FLC u pacjenta z gammapatig monoklonalng wydaje sie by¢ watpliwe, gdyz
jedng z cech choréb z tej grupy jest immunosupresja i wyparcie prawidtowych komadrek
plazmatycznych przez klon, ktoéry ulegt transformacji nowotworowej.

W niniejszej pracy analizowano zjawisko migracji taricuchow lekkich w postaci drabiny
w grupie pacjentéw z rézinymi formami gammapatii monoklonalnych. Monoklonalne
tancuchy lekkie, jako produkt jednego klonu komdrek plazmatycznych, nie wykazujg
charakterystycznego dla poliklonalnych immunoglobulin zréznicowania w pierwszorzedowej
strukturze biatka spowodowanej zmiennoscig na ztgczach, zmiennoscig rekombinacyjng czy
mutacjami punktowymi. Dlatego mechanizm powstawania drabiny w tym przypadku musi
by¢ odmienny od mechanizmu zwigzanego z drabing z tancuchdw poliklonalnych. Podjete
W niniejszej pracy badania nad czynnikami wptywajgcymi na wzor migracji monoklonalnych
FLC oraz wyjasnieniem przyczyn powstania rozdzielanych elektroforetycznie réznych form
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monoklonalnych tancuchéw lekkich w systemie elektroforezy wysokorozdzielczej objety
najwiekszg dotad opisang grupe pacjentéw.

Zjawisko migracji monoklonalnych tancuchéw lekkich w postaci kilku prazkow
dotychczas obserwowane byto w technice ogniskowania izoelektrycznego (IEF).
Monoklonalne FLC w IEF migrujg zazwyczaj w postaci jednego prazka o najwiekszej
intensywnosci oraz dwodch stabszych prazkéw. Opisany wzdér migracji zwigzany jest
z réznicami w wartosciach punktéw izoelektrycznych pomiedzy czasteczkami FLC. Tego typu
réznice sg skutkiem modyfikacji eksponowanych na zewnatrz reszt aminokwasowych biatka,
ktore  najprawdopodobniej zachodzg posttranslacyjnie. W  innych  systemach
elektroforetycznych z uzyciem zeli agarozowych, poza wspomnianym opisem przypadku
pacjenta z chorobg faricuchéw lekkich z FLC typu lambda, sposéb migracji monoklonalnych
FLC opisywano jako wystepowanie jednego prazka, ktérego intensywnos¢ scisle zalezata
od ilosci biatka w moczu oraz czutosci barwienia. W niniejszej pracy po raz pierwszy zbadano
czesto$¢ wystepowania zjawiska drabin monoklonalnych FLC na zelach agarozowych
w systemie elektroforezy wysokorozdzielczej.

Najczestszym obrazem klasyfikowanym w pracy jako drabiny tancuchdéw lekkich byto
wystepowanie 3-4 wyraznie oddzielonych prazkéw biatkowych. Wsréd drabin
monoklonalnych nie odnotowano ani jednego przypadku, w ktérym liczba prazkédw bytaby
wieksza niz 4. Opisywany sposdb migracji monoklonalnych FLC jest analogiczny do wzoru
migracji  poliklonalnych fafcuchdow. Czesto$¢ wystepowania drabiny w grupie
monoklonalnych i poliklonalnych FLC jest odmienna. W grupie 54 pacjentéw z biatkomoczem
cewkowym, ktdrych mocze poddano immunofiksacji, MacNamara i wsp. zaobserwowali
wystepowanie drabin w 72% probek, do ktérych wizualizacji uzyto przeciwciat anty-k oraz
26% proébek, do ktérych wizualizacji uzyto przeciwciat anty-A [®°]. Dodatkowo zauwazono, ze
w przypadku biatkomoczu cewkowego oraz w prébkach pochodzgcych od oséb zdrowych,
odpowiednie zageszczenie lub rozcieficzenie moczu skutkowato pojawieniem sie efektu
drabin. Czestos¢ wystepowania drabin poliklonalnych taicuchéw lekkich bardzo zalezy od
czutosci metody elektroforetycznej uzytej w badaniu. W niniejszej pracy, sposréd 165
przeanalizowanych techniky elektroforezy wysokorozdzielczej prébek z biatkomoczem
Bence-Jonesa, zjawisko drabin zaobserwowano w 14.5% (n=24). Tylko w jednym przypadku
zageszczanie materiatu spowodowato uwidocznienie zjawiska drabin dla monoklonalnych
tanncuchéw lekkich migrujgcych wczesniej jako pojedynczy prazek. W pozostatych
przypadkach zageszczanie/rozciericzanie materiatu wptywato na poprawe jakosci obrazu
drabiny (uwidocznienie stabych prazkéw Iub lepsze rozdzielenia prazkéw, ktére
w zageszczonych materiatach migrowaty bardzo blisko siebie), natomiast nie wptywato na
podstawowy wzdr migracji.

Opisywane przez innych autoréw zjawisko drabin poliklonalnych tancuchdow lekkich

4 - 6 razy czesciej obserwowane byto dla FLC typu kappa [201

]. Zgodnie z wynikami niniejszej
pracy, informacja ta jest rowniez prawdziwa dla tanicuchdw monoklonalnych. Analizujac

wyniki rozdziatéw elektroforetycznych wykazano, ze 83.3% drabin (20/24) utworzone byto
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przez tancuchy lekkie typu kappa. Pozostate 16.7% drabin (4/24) reprezentowane byto przez
taiicuchy lekkie typu lambda. W chorobach z grupy gammapatii monoklonalnych obserwuje
sie wiekszg czestos¢ wystepowania taincuchow lekkich typu kappa - w postaci zwigzanej
z kompletng czgsteczkg immunoglobuliny lub w postaci wolnej czgsteczki, w stosunku do
tancuchow typu lambda. Proporcja k:A wynosi 1.75 i odpowiada stosunkowi taricuchéw
lekkich immunoglobulin produkowanych przez osobe zdrowa [®]. Jak widag, czestsze
wystepowanie drabiny utworzonej z FLC typu kappa nie jest prostym odzwierciedleniem
ogolnego stosunku produkcji taricuchéw obu typow. Przyczyna tego zjawiska musi lezeé
takze w réznicach miedzy tancuchami kappa oraz lambda.

Jedng z najbardziej znamiennych rdéznic miedzy FLC typu kappa oraz lambda jest
stosunek formy monomerycznej i dimerycznej charakteryzujgcy oba typy tancuchéw, szeroko
dyskutowany we wczesniejszych rozdziatach pracy. tancuchy lekkie kappa w wiekszosci
przypadkéw majg wyzszy odsetek monomeru.

W niniejszej pracy, w celu wyjasnienia mechanizmu powstawania zjawiska drabin
wykonano szereg eksperymentow. Eksperymenty byty wykonane na pojedynczym klonie
taricuchdéw lekkich (k_470AD). Metoda preparatywnej chromatografii na zelach sieciujgcych
(HP SEC), dokonano rozdziatu formy dimerycznej i monomerycznej wybranego preparatu FLC
typu kappa (ryc. 10). Wykazano, ze za tworzenie drabin odpowiedzialna jest przede
wszystkim forma monomeryczna FLC. Dla badanych tancuchdw kappa, ktére migrowaty
w systemie HRE w postaci czterech prazkéw, forma dimeryczna tworzyta jeden prazek
drabiny, natomiast pozostate trzy utworzone byty przez forme monomeryczng (ryc. 38).

Zgodnie z danymi z piSmiennictwa, forma monomeryczna FLC jest wydzielana przez
komodrke plazmatyczng dopiero wowczas, gdy do reszty sulfhydrylowej cysteiny w pozycji
214 zostanie przytgczona czgsteczka zwigzku tiolowego . w wyniku przeprowadzonych
eksperymentdéw wykazano, ze za tworzenie drabin FLC odpowiada, dyskutowany w niniejszej
pracy, ale wcigz mato poznany, proces tiolacji C-korcowej reszty cysteinylowej.
Zastosowanie zwigzku majgcego zdolnos$é redukcji wigzan disiarczkowych, jak np. DTT czy
TCEP powodowato zmiane sposobu migracji FLC — cztery prazki drabiny byly redukowane
do jednego prazka o wiekszej intensywnosci (ryc. 33). Potwierdza to hipoteze o udziale
zwigzkéw tiolowych w powstawaniu drabiny z uzytego w badaniach klonu tancuchéw
lekkich. Podobny eksperyment wykonano w pracy Vladutiu i wsp. [**] W wyniku redukcji
zaobserwowano zmniejszenie liczby prazkéw tworzgcych drabine z monoklonalnych FLC,
co sugeruje udziat wigzan disiarczkowych w tworzeniu drabiny. Jednak nie wszystkie prazki
drabiny ulegty przeksztatceniu pod dziataniem 2-merkaptoetanolu, inaczej niz w serii
eksperymentéw przeprowadzonych w niniejszej pracy. Mozna spekulowaé, ze
w opisywanym w pracy Vladutiu przypadku mechanizm powstawania drabin FLC byt
wieloczynnikowy. Oprécz wptywu zwigzkéw tiolowych sprzezonych z cysteing 214 wolnych
tancuchow lekkich na réznice w fadunkach czasteczek FLC (a wiec pojawienie kilku prgzkéw
w rozdziale elektroforetycznym), u podtoza zjawiska drabin w moczu pacjenta lezat jeszcze
inny, niewyjasniony mechanizm. We wspomnianym opisie przypadku autorzy jako pierwsi
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sugerujg udziat modyfikacji posttranslacyjnych w mechanizmie lezgcym u podstaw zjawiska
drabin FLC, jednak nie rozwijajg tej tezy. Nalezy wspomnie¢, ze w pismiennictwie istnieja
doniesienia na temat mozliwych modyfikacji wolnych tancuchéw lekkich, takich jak
np. fragmentacja proteolityczna, ktéra zmienia tadunek elektryczny czasteczki biatkowej 7.

Interpretujgc wyniki uzyskane w niniejszej pracy mozna wysung¢ hipoteze, ze
w kazdym z trzech pochodzacych of formy monomerycznej prazkéw drabiny FLC do reszty
sulfhydrylowej przytgczona jest czasteczka innego zwigzku tiolowego. Potwierdzaja
to eksperymenty, w ktérych inkubowanie tancuchdéw lekkich z czgsteczkami rdéznych
zwigzkéw tiolowych powodowato zmiane intensywnosci poszczegdlnych prazkéw drabiny
(tabela 11). Wykazano, ze reszty tiolowe mozna podmieniaé stosujgc wysokie stezenia
innego zwigzku tiolowego. Zamiana reszty tiolowej zwigzanej z C-koncowg cysteing
powodowata zmiane fadunku formy czasteczkowej tanicuchéw i zmiane lokalizacji danego
prazka na zelu, co manifestowato sie zmianami w intensywnosciach pragzkéw biatkowych
drabiny. Podmiana reszty tiolowej zmieniata punkt izoelektryczny biatka. Poniewaz grupy
karboksylowe i aminowe réznych zwigzkéw tiolowych majg rdéine state dysocjacji,
stad obserwowane na zelu wzajemne transformacje prazkéw. Zjawisko to najlepiej jest
widoczne w eksperymencie z uzyciem cysteaminy. Inkubacja w srodowisku 1mM cysteaminy
spowodowata wyrazne zmiany we wzorze migracji badanych FLC w systemie HRE.
Intensywnos¢ frakcji 1-4 ulegta znacznemu zmniejszeniu, natomiast pojawita sie dodatkowa
frakcja (oznaczona jako frakcja O; ryc. 34-5) obdarzona najsilniejszym fadunkiem dodatnim
i migrujgca w strone ujemnej katody.

Reaktywnosé¢ zwigzkéw tiolowych zalezy od pKa ich grupy sulfhydrylowej. Nizsze
wartosci pKa swiadczg o wiekszej reaktywnosci zwigzku. W pracy Di Simplicio i wsp. badano
substytucje zwigzkéw tiolowych na modelu albuminowym. Chromatograficzna analiza
wysokosci pikdw po inkubacji albuminy z mieszaning zwigzkéw tiolowych takich jak: cysteina,
homocysteina oraz glutation, wskazata, ze tiolacja wolnej reszty SH albuminy (pozycja 34)
najtatwiej zachodzi dla cysteiny, pdzniej homocysteiny, a na koricu glutationu [**].
Informacja ta jest spdjna z wartosciami pKa grup sulfhydrylowych tych zwigzkéw tiolowych.
W przypadku czasteczek fancuchow lekkich, obok wymienionych tioli, cysteina 214 byfa
jeszcze sprzezona z cysteinyloglicyng, dla ktérej wartos¢ pKa grupy sulfhydrylowej jest
najnizsza. Dlatego proces tiolacji biatek z udziatem cysteinyloglicyny powinien zachodzié
najtatwiej. Bardziej reaktywne drobnoczgsteczkowe zwigzki tiolowe (o nizszym pKa grupy
sulfhydrylowej) mogg wypiera¢ z potgczenia z siarkg biatkowej cysteiny reszty tiolowe
o mniejszej reaktywnosci. Zaleznos¢ ta doskonale jest widoczna dla cysteaminy, ktora jest
zwigzkiem bardzo reaktywnym. Reaktywnosé cysteaminy doskonale obrazuje zdolno$é tego
zwigzku do redukcji wigzania disiarczkowego w czgsteczce cystyny (dimeru cysteiny),
co wykorzystywane jest w leczeniu cystynozy i cystynurii [**].

pKa grupy sulfhydrylowej zwigzku tiolowego nie jest jedynym czynnikiem, ktéry
wptywa na jego zdolno$¢ do tworzenia disiarczkdw z czasteczkami biatek. Istotne jest
rowniez pKa grupy sulfhydrylowej biatkowej cysteiny zaangazowanej w tworzenie
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mieszanego disiarczku (w przypadku FLC cysteina w pozycji 214). O pKa grupy sulfhydrylowej
cysteiny w tancuchu polipeptydowym biatka decyduje m. in. sekwencja aminokwasowa
poprzedzajgca cysteine. Cysteina 214 w czasteczce tancuchdw lekkich znajduje sie
we fragmencie konserwatywnym. W wiekszosci dotychczas zbadanych przypadkéw,
C-konicowa cysteina poprzedzona byta aminokwasami o charakterze kwasnym. Wydaje sie
to kluczowe dla procesu faczenia tancucha lekkiego z tancuchem ciezkim oraz uwalniania FLC
poza komdrke plazmatyczna [*].

Jak wspomniano powyzej, o szybkosci reakcji substytucji zwigzku tiolowego,
sprzezonego z grupy SH biatkowej cysteiny decyduje pKa grupy sulfhydrylowej zwigzku
tiolowego biorgcego udziat w ataku nukleofilowym. Natomiast w warunkach dynamicznej
rownowagi na ostateczny wynik reakcji podstawienia wptywajg réwniez stezenia tioli
obecnych w ukfadzie. W eksperymentach wykonywanych w niniejszej pracy uzywano stezen
1mM, ktére byly wystarczajace, aby spowodowa¢ zmiany w intensywnosciach
poszczegdlnych frakcji drabiny, nawet w przypadku glutationu, ktérego wartosé pKa grupy
sulfhydrylowej jest najwyzsza. Stosujac wzrastajgce stezenia glutationu uzyskano wzajemng
konwersje frakcji stanowigcych prazki drabiny, a intensywnos¢ ,frakcji glutationowej”
wzrastata wraz ze wzrastajgcym stezeniem glutationu w roztworze (ryc. 37). Wyniki
konwersji prazkdw tworzacych drabine FLC sg spdjne z wynikami oznaczenia reszt tiolowych
sprzezonych z cysteing 214 metoda wysokosprawnej chromatografii cieczcowej. Dwa gtdwne
prazki drabiny — prazek 2 oraz 3 najprawdopodobniej powstajg na skutek sprzezenia
czgsteczek FLC z cysteing oraz cysteinyloglicyng - zwigzkami tiolowymi, ktdre zostaty wykryte
w tym preparacie. Dodanie cysteiny lub homocysteiny wzmacnia intensywnos$é prazka 2,
potwierdzajgc opisang wyzej teze. Natomiast dodanie glutationu wzmacnia intensywnos$é
prazka 3. Mozna przypuszczaé, ze ruchliwosci elektroforetyczne FLC podstawionych
cysteinyloglicyng oraz glutationem s3g zblizone, stagd obserwowany schemat konwers;ji
prazka 3. Intensywnos¢ prazka 4 nie zmienia sie w reakcji podstawiania cysteiny 214 przy
uzyciu cysteiny, homocysteiny oraz glutationu. Jednak na skutek redukcji drabiny za pomocg
silnych reduktoréw, takze prazek 4 ulega konwersji. By¢ moze zwigzane jest to z faktem, ze
grupa SH cysteiny 214 zostata utleniona do jednej z wielu mozliwych utlenionych form
cysteiny (np. kwasu sulfenowego lub kwasu sulfinowego).

Obok tancuchéw k470AD, reakcjom z mieszaning zwigzkéw tiolowych poddano
dodatkowo 3 klony faricuchow lekkich — 2 typu kappa, wystepujgce w postaci dimeru oraz
monomeru (przy czym monomer stanowit >50%) oraz 1 typu lambda, wystepujgcy jedynie
w postaci dimeru (ryc. 40). Elektroforetyczny wzér migracji klondw ze znacznym odsetkiem
monomeru ulegt zmianie pod wptywem inkubacji ze zwigzkami tiolowymi. W wyniku
inkubacji preparatu tacuchdéw lekkich z mieszaning réznych zwigzkéw tiolowych udato sie
uzyskaé drabine takze dla tancuchow typu kappa migrujgcego wczesniej w postaci jednego
prazka. Natomiast dimeryczna forma tancuchéw lekkich lambda nie ulegata tiolacji. Nawet
inkubacja z cysteaming nie powodowata zmiany wzoru migracji wystepujacych w postaci
dimeru tancuchow lekkich lambda. Wyniki otrzymane w niniejszej pracy oraz nieliczne dane
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z piSmiennictwa wskazujg, ze zjawisko drabin zwigzany jest przede wszystkim z tancuchami
lekkimi typu kappa. FLC typu lambda wystepujg gtéwnie w postaci dimeru (mediana
procentowego udziatu dimerycznej formy fancuchéw lekkich lambda wynosi 100%),
w ktérym koncowa cysteina jest zaangazowana w tworzenie wewnatrzczasteczkowego
mostka disiarczkowego. Mniejsza czesto$¢ wystepowania drabin z tafcuchéw lambda
potwierdza przedstawiong w pracy hipoteze, ze za zjawisko drabin odpowiada heterogenna
tiolacja monomeru tancucha lekkiego. Nieliczne przypadki wystepowania drabin dla
tancuchow lekkich typu lambda mogg byé zwigzane =z rzadkimi przypadkami
monomerycznych form faiicuchdéw tego typu lub tiolacjg w obrebie wewnatrztaricuchowych
cystein spinajacych dwie gtéwne domeny biatkowe taricuchéw [*°].

Eksperymenty dotyczace ilosciowego oznaczania zwigzkdw tiolowych sprzezonych
z FLC wykazaty, ze formy monomeryczne FLC zawsze s zwigzane ze zwigzkiem tiolowym.
W przypadku wiekszosci badanych w niniejszej pracy klonéw taricuchéw lekkich wykazano
obecnosé¢ czterech zwigzkéw tiolowych: cysteiny, homocysteiny, cysteinyloglicyny
oraz glutationu. Profil tiolacji dla badanych tarcuchdéw byt zblizony. Gtéwnym zwigzkiem
tiolowym byfa cysteina (mediana=84.51%); wzgledne stezenia cysteinyloglicyny
oraz homocysteiny byt zblizone (mediany odpowiednio: 6.80%, 6.52%); natomiast wzgledne
stezenie glutationu byto najnizsze (mediana = 0.87%). Nie zaobserwowano réznic w profilu
tiolowym pomiedzy tancuchami lekkimi kappa oraz lambda. Jednoczesnie wykazano,
ze dominujgcg forma czgsteczkowq FLC typu kappa jest forma monomeryczna. Mozna by sie
wiec spodziewaé, ze zjawisko drabin bedzie wystepowaé w wiekszosci rozdziatéw
elektroforetycznych monoklonalnych FLC typu kappa. Jednak analizujgc czestosc
wystepowania drabin stwierdzono, ze zjawisko to dotyczy 22% taricuchéw lekkich kappa.
Przyczyng tych rdéznic moze byé fakt, ze o rozdziale elektroforetycznym poszczegdinych
frakcji biatkowych na podtozach niesieciujgcych decyduje kilka czynnikdw, wsréd ktérych
najwazniejszy jest punkt izoelektryczny biatka (rézny dla réznych klonéw fancuchow lekkich)
oraz wtasnosci buforow separujgcych (pH). W niniejszej pracy, w przypadku najintensywniej
badanego klonu FLC kappa (k470AD), zjawisko drabin byto obserwowane na agarozowych
zelach wysokorozdzielczych firm Sebia oraz Ciba Corning. Réznice w pH buforu komorowego
w systemach obu firm (7.4 vs 8.7) spowodowaty nieco odmienny sposéb rozdziatu frakgcji
biatkowych. W systemie firmy Sebia obserwowano drabine sktadajgcg sie z 3 prazkow.
Frakcja 1 oraz 2, rozdzielane w systemie firmy Ciba Corning, migrowaty w postaci jednego
prazka. W standardowych (innych niz system elektroforezy wysokorozdzielczej) systemach
agarozowych klon k470AD migrowat w postaci jednego prazka. Prawdopodobnie stosujgc
inne warunki rozdziatu udatoby sie uzyska¢ drabine we wszystkich analizowanych
przypadkach FLC wystepujgcych w formie monomerycznej (w wiekszosci typu kappa).
Réznice w wartosciach punktu izoelektrycznego biatek majg rowniez wptyw na potozenie
biatka na zelach poliakrylamidowych w systemie elektroforezy natywnej. Analizowany klon
tancuchow lekkich w elektroforezie natywnej na podtozu sieciujgcym migruje w postaci
4 prazkéw, analogicznych do drabiny w systemie HRE (ryc. 36).
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Tiolacja cysteiny214 w czasteczkach FLC powoduje zmiany punktu izoelektrycznego
tych biatek. Punkt izoelektryczny tancuchdw lekkich moze miescié¢ sie w bardzo szerokich
granicach (3.5 — 9.5). Istnieje szereg doniesien, w ktérych szukano zaleznosci miedzy
charakterem biatka Bence-Jonesa (kwasne/zasadowe), a jego wiasnosciami fizjologicznymi.
W pisSmiennictwie tgczono wartos¢ punktu izoelektrycznego tancuchéw lekkich z ich
nefrotoksycznoscia. Pojawienie sie biatka Bence-Jonesa w moczu zwykle wigze sie
z uposledzeniem funkcji nerek. Jednak dynamika rozwoju uszkodzenia nerek jest trudna
do przewidzenia. W niektérych przypadkach proces ten postepuje bardzo szybko, a s3 tez
pacjenci, ktorzy przez wiele lat wydalajg znaczne ilosci wolnych tancuchéw lekkich z moczem,
lecz nie towarzyszy temu znaczne pogorszenie funkcji nerek. Chociaz przyczyna uposledzenia
tego narzadu jest ztozona — hiperkalcemia towarzyszagca gammapatiom monoklonalnym
oraz leki stosowane w tej grupie choréb przyczyniajg sie do uszkodzenia nerek, istnieje
szereg doniesien na temat nefrotoksycznoéci samych taricuchéw lekkich [*°%1%°].
Coward i wsp. wykazali silng korelacje pomiedzy wysokimi wartosciami pl biatka
Bence-Jonesa a zmniejszonym klirensem kreatyniny u pacjentéw, sugerujgc przydatnosc
oszacowania pl wolnych taricuchéw lekkich wydalanych do moczu w przewidywaniu postepu

uszkodzenia nerek ['* 146).

]. Spostrzezenie to zostato potwierdzone przez zespét Johnsa [
Uszkodzenie cewek nerkowych, za miare ktdérego przyjeto stezenie a-1 mikroglobuliny
w moczu, korelowato z wysokimi wartosciami pl wydalanego biatka Bence-Jonesa, chociaz
w tym przypadku nie zaobserwowano korelacji z klirensem kreatyniny. Odmienne wyniki
badan dotyczacych biologicznego znaczenia punktu izoelektrycznego FLC opublikowano
w pracy Richardsa, gdzie rowniez nie wykryto korelacji miedzy pl wolnych tancuchdw
a klirensem kreatyniny i zanegowano zwigzek pomiedzy pl biatka Bence-Jonesa oraz ich

147
I

nefrotoksycznoscig | Problem zwigzku pomiedzy punktem izoelektrycznym biatka

Bence-Jonesa i jego zdolnoscig do uposledzenia czynnosci nerek dyskutowano rdéwniez

w pracy Gallii i wsp. [t

]. Nie wykazano statystycznie znamiennej réznicy pomiedzy srednig
wartoscig pl faricuchéw lekkich izolowanych z moczu pacjentéw z uszkodzeniem nerek oraz
bez uszkodzenia nerek. Jednak wartosci pl biatka Bence-Jonesa znacznej grupy pacjentéw
z uszkodzeniem nerek byly > 6, co potwierdza teorie Cowarda oraz Jonesa o wiekszej
toksycznosci fancuchow, ktore charakteryzujg wyzsze wartosci pl. Badania nad
nefrotoksycznoscia biatka Bence-Jonesa w zaleznosci od jego wtasciwosci fizykochemicznych

prowadzono takze w zespole Sandersa [46:47.148

]. Chociaz na modelu szczurzym nie udato sie
potwierdzi¢ zwigzku pomiedzy punktem izoelektrycznym wolnych faricuchéw lekkich, a ich
toksycznym wptywem na komorki cewek proksymalnych, zauwazono, ze biatko Bence-Jonesa
o punkcie izoelektrycznym < 7.4 precypituje w czesci dystalnej nefronu tworzgc wateczki
szkliste. Z obecnoscia zwiekszonej ilosci wateczkédw wydalanych z moczem wigze sie
mozliwos¢ wystgpienia nefropatii wateczkowej. Na skutek uposledzenia przeptywu moczu,
dochodzi do pojawienia sie odczynu zapalnego w tkance okotocewkowej wokét wateczka
i nastepowej destrukcji cewki oraz jej otoczenia, co prowadzi do powstania tzw. nerki

szpiczakowej [*?].

129



Istniejg rowniez prace dotyczace zwigzku miedzy punktem izoelektrycznym biatka

Bence-Jonesa i jego amyloidogennoscia. W pracy Bellotiego [**°

] $redni punkt izoelektryczny
tancuchow amyloidogennych wynosit 4.8 i byt nizszy w poréwnaniu do tancuchéw
nie tworzacych ztogéw, ktérych sredni punkt izoelektryczny wynosit 6.2. Jednak Kaplan i wsp.
nie potwierdzili powyzszych spostrzezen. Otrzymane wartosci pl monoklonalnych FLC byty
specyficzne dla konkretnego klonu tancuchéw i wahaty sie w granicach 5.5 — 8.0 dla
pacjentéw z amyloidozg oraz 6.7 — 8.1 dla pacjentow ze szpiczakiem mnogim. Zakresy te
znacznie sie pokrywaty, dlatego na podstawie wynikdow powyzszej pracy nie mozna wysungé
whniosku o wptywie wartosci pl na tendencje do tworzenia ztogdéw biatkowych.

W pismiennictwie dotyczgcym zjawiska drabin tfancuchéw lekkich, zjawisko
to opisywane jest jedynie w konteks$cie analizy prébek moczu. W pracy Harrisa i wsp.
przebadano ok. 3000 surowic pod katem obecnosci drabiny i nie zaobserwowano
ani jednego przypadku wystepowania drabiny FLC. Ttumaczono to niewielkim stezeniem
wolnych tafncuchéw lekkich w surowicy, ktérych obecnos¢ jest maskowana
przez poliklonalne immunoglobuliny wystepujagce w znacznie wiekszym stezeniu .
W niniejszej pracy podstawowym badanym materiatem byt mocz. Jednak dla 2 przypadkéw
zebrano zaréwno mocz jak i surowice pacjentow. W pierwszym przypadku w rozdziatach
w systemie elektroforezy wysokorozdzielczej obserwowano drabine zarédwno w surowicy
jaki w moczu. W drugim przypadku zjawisko drabin widoczne byto jedynie w rozdziale
surowicy. Znamienne jest rowniez, ze drabiny z surowicy oraz moczu pierwszego pacjenta
roznity sie nieco lokalizacjg prazkdéw oraz ich intensywnoscia (ryc. 42). Jedng z mozliwych
interpretacji tego zjawiska jest wptyw srodowiska, jakim jest mocz, na zjawisko drabin,
chociaz dokfadne wyjasnienie przedstawionych niespdjnosci wymagatoby bardziej

whnikliwych badan.

Podsumowujac, zjawisko drabin wolnych tancuchéw lekkich spowodowane jest
heterogenng tiolacjg koncowej reszty cysteinylowej tancuchdow lekkich, ktéra w kompletnej
czgsteczce immunoglobuliny jest zaangazowana w tworzenie wigzania z faricuchem ciezkim.
Tiolacja wptywa na punkt izoelektryczny biatka, a zmodyfikowane tancuchy w niektérych
systemach elektroforetycznych dajg charakterystyczny uktad prazkéw zwanych drabinami.
W pracy badano mechanizm powstawania drabin i okreslono czesto$¢ wystepowania
tego zjawiska w systemie elektroforezy wysokorozdzielczej. Proces heterogennej tiolacji
biatek i zwigzane z nim zmiany punktu izoelektrycznego poszczegdlnych form faricuchéw
lekkich jest mato poznany. Okreslenie jego znaczenia fizjologicznego wymaga dalszych
obserwac;ji i badan.
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6 Whnioski

e Obecne w moczu pacjentéw z gammapatia monoklonalng wolne tancuchy lekkie
wystepuja w formie monomeru i kowalencyjnego dimeru. Badany metoda
SDS elektroforezy procentowy udziat kowalencyjnego dimeru wyraznie zalezy od typu
tancucha. Stosunek dimer/monomer dla FLC typu kappa waha sie w szerokich granicach,
jednak u 75% pacjentéw z tancuchami typu kappa monomer byt formg dominujaca.
FLC typu lambda najczesciej wystepuja jedynie w formie dimerycznej (mediana odsetka
dimeru 100%). Przypadki, gdzie odsetek dimeru stanowi < 50% sg bardzo rzadkie (2/70).

e Stosunek dimer/monomer jest cechg charakterystyczng dla chorego. Warto$¢ odsetka
dimeru FLC typu lambda oraz monomeru FLC typu kappa u konkretnego chorego nie
zmienia sie w czasie trwania choroby.

e W warunkach zblizonych do fizjologicznych taricuchy lekkie mogg wystepowaé w formie
niekowalencyjnych oligomeréw o masach czgsteczkowych wyzszych niz masa dimeru.
Przy uzyciu metod chromatograficznych zaobserwowano wystepowanie form
oligomerycznych w 50% badanych przypadkéw. We wszystkich analizowanych
przypadkach udziat form oligomerycznych byt niewielki. Nie zaobserwowano rdznic
w czestosci tworzenia niekowalencyjnych form oligomerycznych tancuchdow lekkich
pomiedzy FLC typu kappa oraz lambda.

e Masa czgsteczkowa monomeru tancuchow lekkich immunoglobulin  wyznaczona
za pomocg elektroforezy SDS-PAGE charakteryzuje sie zmiennoscig 6.14%. Zmiennos¢
ta moze by¢ zwigzana z fizjologiczng rdoznorodnoscig pierwszorzedowej struktury tego
biatka, fragmentacjg czasteczek FLC lub ich modyfikacjami posttranslacyjnymi.

e tancuchy lekkie immunoglobulin sg intensywnie tiolowane, przy czym tiolacja dotyczy
gtownie fancuchéw typu kappa. tancuchy lekkie mogg tworzyé mieszane disiarczki
z: cysteing, cysteinyloglicyng, homocysteing  oraz  glutationem. Gtéwnym
drobnoczgsteczkowym zwigzkiem tiolowym, z ktérym sg sprzegniete czgsteczki FLC, jest
cysteina. Miejscem przytaczenia drobnoczgsteczkowych zwigzkéw tiolowych jest
najprawdopodobniej cysteina w pozycji 214, na co wskazuje silna korelacja pomiedzy
odsetkiem monomeru a catkowitym stezeniem zwigzkow tiolowych. Profil zwigzkéw
tiolowych sprzezonych z faricuchami lekkimi jest taki sam dla FLC typu kappa oraz lambda
i rozni sie od profilu tiolacji tacuchéw poliklonalnych. Monoklonalne FLC w pordwnaniu
do tancuchow poliklonalnych zawierajg ok. 4 razy wiecej cysteinyloglicyny.

e Woystepowanie kilku form FLC, widocznych w wysokorozdzielczej elektroforezie
agarozowej jako tzw. drabiny, jest zwigzane z tiolacjg czgsteczek tancuchow. Proces
tiolacji zmienia wtasnosci fizykochemiczne czgsteczek FLC (punkt izoelektryczny).
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7 Streszczenie

W naukach medycznych badania nad faicuchami lekkimi majg charakter
interdyscyplinarny. Informacje na temat witasnosci fizykochemicznych, metabolizmu oraz
zakresow stezen wolnych faiicuchdow lekkich sg istotne dla postepu w zakresie diagnostyki
oraz monitorowania leczenia pacjentow z zaburzeniami hematologicznymi oraz
nefrologicznymi. Szczegdlne wiasnosci czasteczek FLC, s3 odpowiedzialne za tworzenie
agregatéw biatkowych w chorobach takich jak LCDD, amyloidoza AL, nefropatia wateczkowa,
dajagc u pacjentéw szerokie spektrum objawow: kardiologicznych, nefrologicznych,
neurologicznych i innych. Amyloidogenne faricuchy lekkie sg interesujgcym modelem do
badan nad procesami agregacji biatek — ich dynamikg oraz czynnikami wptywajacymi na
zdolnosc¢ czgsteczek do tworzenia biatkowych oligomerdéw.

W niniejszej pracy przedstawiono wyniki dotyczgce wystepowania rdznych form
molekularnych tancuchéw lekkich immunoglobulin wyekstrahowanych z moczu pacjentéw
z réznymi chorobami z grupy gammapatii monoklonalnych.

Posréd form, w jakich wystepujg FLC, przede wszystkim nalezy wymieni¢ forme
monomeryczng oraz kowalencyjny dimer. W niniejszej pracy po raz pierwszy zbadano profil
dimer/monomer dla obu typdw FLC na duzej grupie pacjentdow. Przebadano 163 pacjentéw -
93 z FLC typu kappa i 70 typu lambda. Odsetkowa zawartos¢ dimeru i monomeru byta
wyraznie rézna dla faricuchdéw typu kappa i lambda. Mediany odsetka dimeru dla FLC lambda
oraz kappa wynoszg odpowiednio: 100% oraz 33.22%. O ile FLC lambda wystepujg giéwnie
w formie dimerycznej to dla FLC kappa odsetek dimeru jest bardzo zréznicowany. W grupie
FLC lambda odsetek dimeru <50% zaobserwowano jedynie dla 2.86% przypadkdéw, natomiast
dla FLC kappa odsetek dimeru >50% wystepowat u 29% pacjentéw.

Przyczyny, dla ktérych FLC lambda wykazujg wiekszg zdolnos¢ do dimeryzacji w stosunku
do FLC kappa nie sg znane. Dane z pismiennictwa wskazujg, ze dimeryczna forma FLC bierze
udziat w patogenezie AL amyloidozy, jest zwigzana z wystepowaniem manifestac;ji
nerkowych w przebiegu szpiczaka mnogiego i gorszymi rokowaniami dla pacjenta.

W pracy wykazano takze, ze odsetek dimer/monomer FLC jest cechg charakterystyczng
dla pacjenta. Dokonano retrospektywnej analizy odsetka dimeru/monomeru tarcuchéw
lekkich immunoglobulin. Dowiedziono, ze u okreslonego pacjenta profil dimer/monomer jest
niezmienny w czasie. Wartos¢ odsetka dimeru dla FLC lambda oraz odsetka monomeru dla
FLC kappa oscyluje w waskich granicach wokot wartosci sredniej i nie zmienia sie w trakcie
przebiegu choroby.

Wykazano, ze masa czasteczkowa tancuchow lekkich immunoglobulin wyznaczona za
pomoca tej metody charakteryzuje sie zmiennos$cig wynoszacg 7.64% dla formy dimerycznej
oraz 6.14% dla formy monomerycznej. Zmiennos¢ ta moze by¢ zwigzana z fizjologiczna
zmiennoscig pierwszorzedowe] struktury tego biatka, fragmentacjg czgsteczek FLC lub ich
modyfikacjami posttranslacyjnymi.
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Za pomocg techniki chromatografii na zelach sieciujgcych badano takze obecnosc¢
niekowalencyjnych oligomeréow tancuchéw lekkich. Biatkowe czasteczki byty rozdzielane
woparciu o ich masy czgsteczkowe, warunki rozdziatu natomiast nie zaburzaty
hydrofobowych oddziatywan miedzy rozdzielanymi czgsteczkami. Obecnos¢ oligomerycznych
form FLC wykryto w 50% badanych przypadkéw. We wszystkich analizowanych przypadkach
udziat form oligomerycznych byt niewielki.

W pracy wykazano, ze taficuchy lekkie sg intensywnie tiolowane, chociaz tiolacja dotyczy
przede wszystkim FLC kappa. Metodg wysokosprawnej chromatografii cieczcowej wykazano,
ze z tancuchami lekkimi sg sprzezone czagsteczki: cysteiny, cysteinyloglicyny, homocysteiny
i glutationu. Gtéwnym drobnoczasteczkowym tiolem tworzagcym mieszane disiarczki
z czgsteczkg tancuchéw lekkich jest cysteina. Procentowy udziat cysteiny w tworzeniu
mieszanych disiarczkow z czgsteczkami FLC wynosit 84.5%. Silna korelacja pomiedzy
odsetkiem monomeru [%] a catkowitym stezeniem zwigzkéw tiolowych [nM/mg biatka]
wskazuje, ze miejscem przytaczenia zwigzku tiolowego do czasteczki FLC jest cysteina
w pozycji 214. Profil zwigzkdéw tiolowych sprzezonych z taricuchami lekkimi nie zalezy od typu
tancuchow, jest natomiast odmienny dla taicuchédw monoklonalnych i poliklonalnych.
Wzgledne stezenie cysteinyloglicyny (%, stosunek stezenia cysteinyloglicyny do catkowitego
stezenia zwigzkéw tiolowych sprzezonych z FLC) odrdznia taricuchy monoklonalne
od poliklonalnych. Monoklonalne FLC w poréwnaniu do tancuchéw poliklonalnych zawieraja
ok. 4 razy wiecej cysteinyloglicyny (odpowiednio 6.8% vs 1.53%).

W pracy wykazano, ze zjawisko drabin tancuchéw lekkich, ktére do tej pory wigzane byto
gtéwnie z poliklonalnymi FLC, dotyczy takze tancuchéw monoklonalnych, cho¢ nie jest
zjawiskiem czestym. Dowiedziono, ze wystepowanie kilku rozdzielanych za pomoca
wysokorozdzielczej elektroforezy agarozowej, form FLC jest zwigzane z tiolacjg czgsteczek
faricuchow. Poszczegdlne formy tworzgce drabine, poddane dziataniu
drobnoczgsteczkowych zwigzkéw tiolowych, mogg ulegaé wzajemnym przeksztatceniom.
Przedstawione wyniki dowodza, ze proces tiolacji zmienia wfasnosci fizykochemiczne
czgsteczek FLC (punkt izoelektryczny). Zjawisko to moze by¢ kolejnym elementem
wptywajgcym na procesy agregacji czasteczek monoklonalnych taricuchéw lekkich.

Monoklonalne wolne taricuchy lekkie immunoglobulin stanowig heterogenng grupe
biatek. Zmienne proporcje monomeru i dimeru wptywajg na proces S - tiolacji, ktéry zmienia
punkt izoelektryczny biatka. Kliniczne znaczenie opisanych w pracy wtasnosci wolnych
tanicuchéw lekkich wymaga dalszych badan.
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8 Summary

In medical sciences investigations of free light chains are interdisciplinary.
Information concerning physicochemical properties, metabolism and reference ranges of
free light chains are important for diagnostics and therapeutic monitoring of patients witch
hematological and nephrological disorders. Particular properties of FLC have influence on
the formation of protein aggregates in protein deposition diseases (LCDD, AL, cast
nephropathy and others) giving wide spectrum of symptoms: cardiological, nephrological,
neurological and others. Amyloidogenic free light chains are an interesting model to study
protein aggregation process, its dynamics and factors influencing the formation of protein
oligomers.

In this paper the basic study concerning molecular forms of immunoglobulin free
light chains isolated from the urine of patients with different presentations of monoclonal
gammapathy are presented.

Monomer and joined by disulphide bond dimer are most important forms of FLCs. In this
paper profile of dimer/monomer was investigated on numerous group of 163 patients — 93
FLCs kappa and 70 lambda. Percentage contributions of dimeric and monomeric forms are
different for both types of FLC. Median value of dimeric form for lambda and kappa are
respectively 100% and 33,22% . In a group of lambda FLCs percentage of dimers <50% was
observed only in 2.86% while in a group of kappa FLCs dimeric content >50% was observed
in 29% patients. FLC of lambda type exist mainly as dimers while a percentage value of
dimers for kappa light chains is widely distributed. The reasons while lambda FLCs display
higher tendency for dimerization are not known. Literature data indicate that dimeric form
of FLCs are involved in pathogenesis of amyloidosis and are considered as a worse
prognostic factor.

The data indicating that dimer/monomer ratio is characteristic for the patient and does not
change during progression of the disease was presented.

Molecular mass of FLCs determinated by SDS electrophoresis is characterized by
relative high variability of 7.64% and 6.14% - for dimeric and monomeric form respectively.
This variability may be a consequence of natural fluctuations in the primary structure of
polypeptide chain, their fragmentation or posttranslational modifications.

Occurrences of noncovalent oligomers of FLCs were investigated using size exclusion
chromatography in conditions not interfering with formation of hydrophobic interactions.
Occurrences of oligomeric forms of FLCs were detected in 50% of investigated samples
however their concentration was relatively low.

FLCs (predominantly kappa) are extensively thiolated. Using HPLC techniques
cysteine was proved to be a main low molecular thiole forming mixed disulphides with FLC
(84.5 % of total bound thiols). The hypothesis that low molecular thiols are bound to
C-terminal cysteine moiety was supported by strong correlation between FLC's monomer
percentage and total concentration of thiols bound to protein. Relative concentration of
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bound thiols is independent of FLC's type but differs between monoclonal and polyclonal
FLCs. Relative concentration of bound cysteinylglycine is four times higher for monoclonal
FLCs as compared to polyclonal (6.8 vs. 1.53 respectively).

FLCs ladder phenomenon is usually demonstrated in polyclonal samples. In this paper
presence of this phenomenon was demonstrated also for monoclonal FLCs. Existence of
uniformly separated protein bands on high resolution electrophoretic separations may be
explained by heterogeneous protein thiolation. Particular protein bands may be
interconverted by influence of low molecular weight thiols. Thiolation of the protein
particles changes their physicochemical properties (isoelectric point) possibly affecting
tendency to aggregation.

In conclusion - immunoglobulin free light chains comprise heterogeneous group of
proteins. Variable monomer/dimer ratio affects S-thiolation of terminal cysteine moiety
changing electric charge of protein. Clinical significance of this process requires further
investigation.
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