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Wykaz skrotow

PCDs - dyskrazje plazmocytowe (Plasma Cell Disorders)

PCM - szpiczak plazmocytowy (Plasma Cell Myeloma)

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

MGRS - gammapatia monoklonalna o nerkowym znaczeniu (monoclonal gammopathy of renal
significance)

MGCS - gammapatia monoklonalna o klinicznym znaczeniu (monoclonal gammopathy of
clinical significance)

SMM - szpiczak bezobjawowy (smouldering multiple myeloma)

AL - amyloidoza tancuchow lekkich (light chain amyloidosis)

LCDD - choroba depozytowa tancuchow lekkich (light chain deposition disease)

HCDD - choroba depozytowa fancuchow cigzkich (heavy chain deposition disease)

WM - makroglobulinemia Waldenstroma

HVS - zespot nadlepkosci (hyperviscosity syndrome)

ISS - migdzynarodowa klasyfikacja prognostyczna szpiczaka plazmocytowego (International
Staging System for plasma cell myeloma)

R-ISS - zmodyfikowana mi¢dzynarodowa klasyfikacja prognostyczna szpiczaka
plazmocytowego (Revised International Staging Sytem for plasma cell myeloma)

Bialko M - biatko monoklonalne

SMC - stezenie biatka monoklonalnego (serum monoclonal concentration)

SPE - rozdziat elektroforetyczny biatek surowicy (serum protein electrophoresis)

UPE - rozdziat elektroforetyczny biatek moczu (urine protein electrophoresis)

IFE - immunofiksacja (immunofixation electrophoresis)

CE - elektroforeza kapilarna (capillary electrophoresis)

LC - tancuchy lekkie immunoglobulin (light chains)

TLC - catkowite tancuchy lekkie immunoglobulin (total light chains)

FLC - wolne tancuchy lekkie immunoglobulin (free light chains)

FLCr - stosunek stezenia wolnych tancuchoéw lekkich kappa do lambda (FLC ratio)

IMWG - Miedzynarodowa Grupa Robocza ds. Szpiczaka Mnogiego (International Myeloma
Working Group)



IPSSWM - Migdzynarodowy Indeks Prognostyczny dla makroglobulinemii Waldenstroma
(International Prognostic Staging System for Waldenstrom's Makroglobulinemia)
WBLDCT - niskodawkowa tomografia komputerowa catego ciata (Whole-Body Low-Dose
Computer Tomography)

PMR - ptyn mézgowo — rdzeniowy

OUN - o$rodkowy uktad nerwowy

WABC - leukocyty (white blood cells)

RBC - erytrocyty (red blood cells)

HGB - hemoglobina (hemoglobin)

HCT - hematokryt (hematocrit)

PLT - ptytki krwi (platelets)

CR - remisja catkowita (complete remission)

VGPR - bardzo dobra remisja czg¢$ciowa (very good partial remission)

PR - remisja cz¢$ciowa (partial remission)

OS - catkowity czas przezycia (overall survival)

PFS - czas wolny od progresji (progression — free survival )

HDT - terapia wysokodawkowana (high dose teraphy)

autoHSCT - autologiczne przeszczepienie komorek krwiotworczych (autologous
hematopoietic stem cell transplant)

Dara - daratumumab

Whbrane protokoty leczenia szpiczaka plazmocytowego:

TAL-DEX - talidomid i deksametazon

CTX+VEP - cyklofosfamid z etopozydem

VTD - bortezomib, talidomid, deksametazon

CyBorD - cyklofosfamid, bortezomib, deksametazon

DVd - daratumumab, bortezomib, deksametazon



1. Wstep
1.1 Klasyfikacja i charakterystyka dyskrazji plazmocytowych

Dyskrazje plazmocytowe (Plasma Cell Disorders - PCDs) to grupa chorob,
charakteryzujgca si¢ nowotworowym rozrostem plazmocytow, ktéremu w wielu przypadkach
towarzyszy wytwarzanie jednorodnego biatka - monoklonalnej immunoglobuliny (biatka M)
oraz/lub jej podjednostek: monoklonalnych wolnych tancuchow lekkich lub cigzkich.

Rozrosty plazmatyczne stanowia 1 % wszystkich nowotworoéw oraz 15 % nowotworow
krwi. Obejmuja trzy grupy chordb: szpiczak plazmocytowy (dawniej zwany mnogim),
plazmocytoma (guz plazmatyczno-komorkowy kos$ci oraz postaé pozakostna) oraz choroby
depozytowe z odktadania immunoglobulin, tzn: pierwotna uktadowa amyloidoza tancuchow
lekkich (light-chain amyloidosis - AL), choroba depozytowa tancuchow lekkich (light-chain
deposition disease - LCDD) oraz choroba depozytowa tancuchéow cigzkich (heavy-chain
deposition disease — HCDD) (1) (2). Sam szpiczak plazmocytowy (Plasma Cell Myeloma -
PCM) jest zlosliwg choroba nowotworowsg, ktora charakteryzuje si¢ klonalng proliferacjg
atypowych plazmocytéw w szpiku kostnym. Przyktadowy obraz szpiku kostnego (z licznymi

plazmocytami) w przebiegu szpiczaka przedstawia Ryc. 1.

Ryc. 1 Rozmaz aspiratu szpiku kostnego u pacjenta ze szpiczakiem plazmocytowym. Widoczne skupiska
plazmocytéw i rulonizacja erytrocytéw. Fot. dr Marta Szostek, Katedra i Klinika Hematologii Collegium
Medicum Uniwersytet Jagiellonski.



PCM jest najczesciej wystepujacym nowotworem wywodzacym si¢ z komorek
plazmatycznych. Zachorowalno$¢ na ta chorob¢ w Europie wynosi 4,5 do 6 na 100 000
mieszkancoOw na rok. W Polsce jest druga pod wzgledem liczby nowych przypadkéw chorobag
nowotworowg uktadu limfoidalnego u oso6b dorostych. Chorzy to przewaznie osoby po 50 rz.,
nieco czgéciej megzezyzni (M/K = 1,21), mediana wieku w momencie rozpoznania wynosi 72
lata. (1), (3).

Szpiczak plazmocytowy pod wzgledem klinicznym jest chorobg bardzo niejednorodng
- moze dawaé zrdéznicowane objawy kliniczne. Zwykle opieka nad pacjentem jest
interdyscyplinarna - angazuje lekarzy takich specjalnosci jak: hematologia, immunologia,
ortopedia, nefrologia, neurologia i inne. Szpiczak plazmocytowy moze mie¢ bardzo rézng
dynamike rozwoju. Prawie zawsze poprzedzony jest wystapieniem gammapatii o nieustalonym
znaczeniu (Monoclonal Gammopathy of Unknown Significance - MGUS), ktdra okreslana jest
jako stan przednowotworowy, a jedyna nieprawidtowoscig Stwierdzong w badaniach
laboratoryjnych jest obecnos¢ piku biatka monoklonalnego w rozdziale elektroforetycznym
surowicy krwi. Pomimo wystepowania biatka monoklonalnego w surowicy pacjentow (W ilosci
nie wigkszej niz 30 g/l), nie obserwuje si¢ uszkodzenia narzadowego, ktore wynika z rozrostu
plazmocytow. MGUS wystepuje u 3% oséb w wieku powyzej 50 lat i u 5% os6b w wieku
ponad 70 lat. Ryzyko progresji MGUS w kierunku szpiczaka wynosi 1% na rok.

Obok pelnoobjawowego szpiczaka plazmocytowego, zgodnie z Klinicznie
wykorzystywana klasyfikacja WHO, ws$réd nowotworéw wywodzacych si¢ z komorek
plazmatycznych mozna wyodrebni¢ takze szpiczaka bezobjawowego, Szpiczaka
niewydzielajgcego oraz biataczke plazmatyczno-komorkows.

Szpiczak bezobjawowy, tlacy (Smoldering Multiple Myeloma — SMM) jest stanem
posrednim migdzy MGUS a szpiczakiem plazmocytowym. Diagnoza SMM dotyczy pacjentow,
ktérzy nie spetniajg kryteridow diagnostycznych szpiczaka plazmocytowego, m.in. zawarto$¢
plazmocytow w szpiku kostnym lokuje si¢ w przedziale 10-60%, a stezenie biatka M w ich
surowicy jest rowne lub wigksze niz 30 g/l. W takich przypadkach ryzyko progresji do
szpiczaka objawowego to ok. 10% na rok.

Szpiczak niewydzielajacy, charakteryzujacy si¢ brakiem biatka M pomimo zwigkszone;j
zawarto$ci komorek plazmatycznych w szpiku kostnym (> 10 %), stanowi natomiast blisko 2%
przypadkow szpiczaka (4).

Biataczka plazmatycznokomorkowa jest najbardziej agresywng formga szpiczaka |

wystepuje w 2-5% jego przypadkow. Warunkiem rozpoznania jest stwierdzenie co najmniej



5% klonalnych plazmocytow w rozmazie krwi obwodowej ze wspotistniejacym szpiczakiem
plazmocytowym (5), (6).

W grupie dyskrazji plazmocytowych mozna wyodrebni¢ takze makroglobulinemie
Waldenstroma. W  tym  przypadku rozrost nowotworowy dotyczy komorek
limfoplazmocytowych, natomiast biatko monoklonalne wytwarzane jest w klasie IgM.
Dodatkowo choroba ma nieco odmienny przebieg kliniczny niz szpiczak plazmocytowy, a
nowotworowo zmienione komorki lokalizujg si¢ nie tylko w szpiku kostnym, ale takze w np.
weztach chtonnych.

Obok przedstawionej powyzej klasyfikacji (1) w piSmiennictwie mozna spotkac
réwniez innego typu klasyfikacje, stworzong w oparciu o objawy Kliniczne.

W 2012 wyodrebniono grupe gammapatii monoklonalnych o nerkowym znaczeniu
(monoclonal gammopathy of renal significance -MGRS) (7). Zespot ekspertéw zebranych w
ramach dziatan grupy International Kidney and Monoclonal Gammopathy Research
zaproponowat ten termin dla opisania choréb nerek spowodowanych obecnoscig biatka
monoklonalnego, natomiast ich kryteria diagnostyczne zostaty zaktualizowane w 2019 roku
(8). Pod wzgledem hematologicznym pacjenci z MGRS spetniajg kryteria MGUS.

W przypadku MGRS do uszkodzenia nerek dochodzi na drodze mechanizmu
bezposredniego (kumulacja biatka monoklonalnego w nerkach prowadzaca do dysfunkc;i
narzadu) lub mechanizmu posredniego (uposledzenie kaskady dopetniacza przez monoklonalne
immunoglobuliny) (9).

MGRS zostat dobrze opisany 1 przez jakis czas budzil duze zainteresowanie klinicystow
1 naukowcoéw zajmujacych si¢ tematyka dyskrazji plazmocytowych. Zauwazono rowniez, ze
samo wydzielanie oraz odkladanie si¢ w tkankach biatka M moze sta¢ si¢ przyczyna
uszkodzenia wielu narzadow. W ten sposob, w roku 2018 powstato pojecie MGCS -
monoclonal gammopathy of clinical significance, ktore uzywane jest do opisania nieztosliwych
gammapatii monoklonalnych powodujacych powazne uszkodzenie narzaddéw (najczescie]
nerek, nerwow obwodowych, skory) (10). Najszerzej opisanym, znanym juz od dawna
zespotem klinicznym klasyfikowanym jako MGCS jest zespot POEMS charakteryzujacy si¢
wspotistnieniem: polineuropatii (P), powickszenia organow: watroby, $ledziony i weztow
chtonnych (O - organomegalia), endokrynopatii (E), gammapatii monoklonalnej (M) oraz
zmian skornych (S) (11) (12).
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1.2 Oznaczanie biatek w dyskrazjach plazmocytowych

Jednym z najbardziej charakterystycznych objawdw chorobowych w przebiegu
szpiczaka plazmocytowego, a takze w gammapatiach poprzedzajacych pelnoobjawowego
szpiczaka, jest obecnos¢ biatka monoklonalnego (biatka M). Najczesciej jest to
immunoglobulina klasy 1gG (56 %), w dalszej kolejnosci immunoglobulina klasy IgA (27%)
oraz tancuchy lekkie immunoglobulin (0k.13%). Rzadziej spotykanymi formami rozrostu
komorek plazmatycznych sg plazmocyty produkujace immunoglobuliny klasy IgD (ok 2%).
Dyskrazje, w ktorych nie mamy do czynienia z wydzielaniem biatka monoklonalnego (szpiczak
niewydzielajacy) stanowig ok. 2% przypadkow choroby (13). Natomiast wytwarzanie biatka
monoklonalnego w klasie IgE jest niezwykle rzadkie - opisano jedynie nieco ponad 60 takich
przypadkoéw na swiecie (14).

Chociaz, zgodnie z nowymi wytycznymi diagnozowania petnoobjawowego szpiczaka
plazmocytowego, oznaczenie st¢zenia immunoglobuliny monoklonalnej nie jest juz niezbedne,
lekarze-praktycy wecigz zlecaja to oznaczenie, zaréwno podczas diagnozowania, jak
I monitorowania choroby (15). Jednym z badan wykonywanych zwykle w przebiegu
diagnozowania dyskrazji plazmocytowych jest oznaczenie stgzenia calkowitych czasteczek
immunoglobulin (Intact Ig): IgG, IgA, IgM, IgE, IgD. Metodami referencyjnymi sa tu metody
immunochemiczne (metoda nefelometryczna lub turbidymetryczna). U chorych stezenie
immunoglobuliny monoklonalnej jest zwykle podwyzszone, natomiast pozostatych klas
pozostaje w granicach referencyjnych, badz jest obnizone w wyniku supresji prawidlowych
plazmocytoéw przez klon nowotworowy (16). Jednak uzywajac metod immunochemicznych nie
uzyskujemy odpowiedzi na pytanie, czy dane biatko jest monoklonalne (a tylko takie jest
oznaka rozrostu nowotworowego). W zwiazku z tym istnieje koniecznos$¢ uzupetnienia
0 badanie elektroforetyczne surowicy, w ktorym mozna zobaczyé, Czy wystepuje
immunoglobulina monoklonalna, ktéra ze wzgledu na jednolity sktad aminokwasowy, a wiec
| tadunek, migruje jako jeden prazek i przybiera zwykle charakterystyczny wyglad ostrego,
dobrze zdefiniowanego piku.

Obok informacji o obecnosci/braku biatka M, metoda elektroforetyczna (Serum Protein
Electrophoresis - SPE) moze shuizy¢ réwniez do iloSciowego oznaczania biatka

monoklonalnego w surowicy (Ryc. 2).
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Ryc. 2 Wynik rozdziatu elektroforetycznego biatek surowicy: prawidtowy (A) oraz z widoczna strefg
biatka monoklonalnego we frakcji gamma-globulin (B). Na rycinie podkreslono réznice w sposobie
migracji frakcji gamma. W prawidtowej surowicy réznorodnos$¢ tadunku immunoglobulin powoduje
powstanie ,rozciggnietej” frakcji biatkowej. Immunoglobulina monoklonalne jest produktem jednego
klonu plazmocytéw, a wiec biatkiem o jednorodnym tadunku - stad charakterystyczny wzdr migracji w
postaci ostrego, odgraniczonego piku. Czerwong ramka zaznaczono parametr SMC (Serum Monoclonal
Concentration) -wyliczone na podstawie intensywno$ci piku elektroforetycznego stezenie biatka
monoklonalnego.

Rzadziej zdarza si¢, ze nowotworowe biatko M umiejscowione jest we frakcji beta-
globulin, frakcji alfa-2 (Ryc. 3) lub pomigdzy tymi frakcjami. Zjawisko migracji biatka
monoklonalnego wraz z innymi biatkami nazywamy komigracja. W takich przypadkach

ilosciowe oznaczenie biatka M w oparciu o rozdzial elektroforetyczny jest utrudnione,
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poniewaz niemozliwe jest odseparowanie monoklonalnego piku od prawidtowych biatek

frakcji beta czy alfa 2.
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Ryec. 3 Elektroforegram ze strefg biatka monoklonalnego we frakcji beta (A) i w pa$mie alfa-2 (B).
Zawarto$¢ biatka monoklonalnego wyliczone tacznie z frakcjg odpowiednio: beta i alfa-2.

W jeszcze rzadszych przypadkach biatko M moze by¢ wytwarzane przez dwa

niezalezne klony komorek plazmatycznych. Na proteinogramie uzyskamy wowczas dwa piki

biatka monoklonalnego (Ryc. 4).
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Ryc. 4 Wynik elektroforezy biatek surowicy przedstawiajacy biatko biklonalne. Obie frakcje
monoklonalne migruja jako dwa dobrze odgraniczone piki, co umozliwia niezalezne oznaczenie kazdego
z nich w sposéb ilosciowy.

Badaniem pozwalajagcym na okre$lenie rodzaju biatka monoklonalnego jest technika
elektroforetyczna zwana immunofiksacja (Immunofixation Electrophoresis - IFE). Metoda
badania polega na rownoleglym rozdziale probki surowicy na szesciu $ciezkach, a nastgpnie
selektywnym utrwaleniu przy pomocy odpowiednich przeciwcial immunoglobulin klasy IgG,

IgA, IgM oraz tancuchow kappa i lambda (Ryc. 5).
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Ryc. 5 Immunofiksacja biatek surowicy: ujemna tzn. bez obecno$ci monoklonalnej immunoglobuliny (A)
iz obecnos$cia biatka monoklonalnego: klasy IgG typu kappa (B). Na $cieZzce G oraz k widoczny
charakterystyczny wzdér migracji biatka monoklonalnego - jako ostry odgraniczony pik. Dodatkowo

o nieprawidtowej klonalno$ci §wiadcza zaburzone proporcje intensywnosci prazkéw kappa oraz lambda
(Sciezka ki A).

14



Niejednokrotnie ilo§¢ biatka monoklonalnego jest niewielka, a calkowite stezenie
immunoglobulin  nie  przekracza zakreséw referencyjnych i  wynik rozdziatu

elektroforetycznego biatek surowicy moze stwarza¢ problemy interpretacyjne lub nawet moze

zosta¢ uznany za prawidtowy (Ryc. 6).
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Ryc. 6 Proteinogram z niewielkim pikiem biatka monoklonalnego w strefie gamma.

Opierajac si¢ jedynie na rozdziale elektroforetycznym biatek surowicy mozna
przeoczy¢ przypadki z niewielkim stgzeniem biatka monoklonalnego, dlatego w trakcie
diagnostyki i podczas monitorowania leczenia zalecane jest wykonanie IFE, ktora jest metoda
o wiekszej czutosci. Uzywajac metody SPE mozna wykry¢ biatko monoklonalne przy stgzeniu
co najmniej 500 mg/l, natomiast IFE ujawnia obecnos¢ biatka M juz przy stezeniu 100 mg/I
(17). W przypadku przedstawionym na powyzszej rycinie (Ryc. 6), immunofiksacja surowicy

pacjenta ukazata obecnos¢ wolnych tancuchow lekkich typu kappa (Ryc. 7).
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Ryc. 7 Imunofiksacja surowicy z widocznym prazkiem odpowiadajacym wolnym tanicuchom lekkim
kappa.

Przy pomocy elektroforezy mozemy rowniez wykluczy¢ obecno$¢ biatka

monoklonalnego, mimo podwyzszonego catkowitego stezenia immunoglobulin (Ryc. 8).

i\

|
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Ryc. 8 Proteinogram przedstawiajacy wzrost stezenia immunoglobulin poliklonalnych
(hypergammaglobulinemia polikonalna), brak biatka monoklonalnego. Pomimo, ze frakcja gamma jest
podwyzszona, rozlany sposob migracji wskazuje na immunoglobuliny poliklonalne, ktérych obecnosé
towarzyszy przewleklym stanom zapalnym.

Tak jak w kazde badanie laboratoryjne, rowniez elektroforeza moze by¢ obcigzona
bledem zwigzanym z faza przedanalityczng. Materialem do badania jest surowica. Obecny
w osoczu fibrynogen migruje we frakcji gamma-globulin i moze imitowaé prazek

monoklonalny (Ryc. 9).
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Ryc. 9 Elektroforeza biatek wykonana w osoczu. Widoczny pik pochodzacy od fibrynogenu w pasmie
gamma-globulin - komponenta pseudomonoklonalna.

Nalezy rowniez pamigtac, ze znaczna hemoliza dyskwalifikuje probke. W przypadku
zignorowania obu tych zalecen, osoba interpretujgca badanie napotyka problemy, ktore
Zwigzane s3 z potencjalng obecnos$cig piku przypominajacego biatko monoklonalne (tzw.
komponenta pseudomonoklonalna). Obecnos¢ wolnej hemoglobiny w zhemolizowanej probce
powoduje pojawienie si¢ prazka we frakcji alfa-2 lub beta (Ryc. 10), ktory moze zosta¢ uznany

za biatko M.

|
A Edited =

Ryc. 10 Elektroforeza biatek w surowicy ze znaczna hemoliza. Na rycinie widoczna jest podwojna frakcja
beta. W tym przypadku wolna hemoglobina migruje we frakcji beta dajac dodatkowy prazek, ktéry moze
by¢ mylnie uznany za biatko M. U pacjenta nie stwierdzono obecnosci biatka monoklonalnego.
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W razie watpliwo$ci 1 uzyskania niejednoznacznych proteinograméw nalezy zawsze
wykona¢ badanie immunofiksacji surowicy.

Z powyzszych informacji wynika, ze badanie SPE mimo, ze niezbedne 1 wykonywane
jako badanie ,,pierwszego rzutu” w diagnostyce dyskrazji plazmocytowych, obarczone jest
ograniczeniami: niska czuto$cig i koniecznosciag wykonania z surowicy bez oznak hemolizy.

Innym badaniem rutynowo zlecanym przy podejrzeniu gammapatii monoklonalnych
jest elektroforeza biatek moczu (Urine Protein Electrophoresis - UPE), ktérg mozna
wykonywa¢ na zelach poliakrylamidowych z dodatkiem siarczanu dodecylu sodu (Sodium

Dodecyl Sulphate - SDS) (Ryc. 11). Glowng zaleta tego systemu jest rozdziat zgodnie z masg

] Tt 1Tt l

FLC mon. FLCdim. Alb. TRF Imm.

czasteczkowg bialek.

Ryc. 11 Badanie elektroforetyczne biatkomoczu pacjenta z gammapatia monoklonalng. Widoczna
intensywna, podwojna strefa monomeru i dimeru wolnych tancuchéw lekkich (FLC mon. /dim.) oraz
obecno$¢ prazkoéow biatkowych w strefach migracji: albuminy (Alb.), transferyny (TRF.) oraz
immunoglobulin (Imm). Obraz jest charakterystyczny dla biatkomoczu nieselektywnego. W moczu
widoczne sg réwniez prazki w strefie biatek drobnoczgsteczkowych. Dwa z nich maja charakterystyczng
dla wolnych tancuchéw lekkich immunoglobulin lokalizacje.

Wada tej metody jest brak pewnosci czy biatka migrujace w strefie bialek
drobnoczasteczkowych to rzeczywiscie wolne tancuchy lekkie immunoglobulin (FLCs — free
light chains) i czy one sag monoklonalne. Stad nastgpnym krokiem w diagnostyce laboratoryjnej
powinna by¢ immunofiksacja moczu.

Jednym z kryteriow catkowitej remisji choroby (Complete Remission - CR) jest brak
obecnosci biatka monoklonalnego w wynikach immunofiksacji surowicy i moczu (1).
W zwigzku z tym coraz wigcej o$rodkow zajmujgcych sie diagnozowaniem dyskrazji
plazmocytowych, w tym Zaktad Diagnostyki Szpitala Uniwersyteckiego w Krakowie,

wprowadzit badanie immunofiksacji moczu do panelu badan rutynowych (Ryc. 12).
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Ryc. 12 Imunofiksacja biatek moczu - widoczne wolne tancuchy lekkie lambda ($ciezka A oraz free A).

Kolejnym badaniem laboratoryjnym o duzym znaczeniu W diagnostyce dyskrazji
plazmocytowych jest iloSciowe 0znaczenie stezenia wolnych tancuchow lekkich w surowicy
(Free Light Chains - FLC). Parametr FLC pierwszy raz zostal wprowadzony do rutynowej
diagnostyki dyskrazji plazmocytowych w USA w roku 2001 (18). Jest czutym i uznanym
testem do monitorowania przebiegu choroby i okres$lenia odpowiedzi na leczenie. Oznaczenie
FLC jest niezbedne, szczegdlnie w przypadku chordb, w ktorych badania elektroforetyczne
daja wynik ujemny (szpiczak niewydzielajacy, choroba tfancuchow lekkich) (15). Oznaczanie
wykonuje si¢ technikg nefelometryczng lub turbidymetryczng. W tescie uzyte sa poliklonalne
lub monoklonalne przeciwciata swoiste dla epitopéw znajdujacych si¢ tylko na niezwigzanych
z tancuchem cigzkim tancuchach lekkich, zatem oznaczane sg wylacznie wolne tancuchy
lekkie. Badanie to cechuje wysoka czuto$¢ (3—4 mg/l) w poréwnaniu z immunofiksacjg, gdzie
(17). Ze wzgledu na krotki okres poéitrwania (2-6 godzin) stezenie FLC w surowicy
dynamicznie si¢ zmienia, wigc badanie to uzywane jest jako wczesny marker odpowiedzi na
terapig.

Najnowszym testem diagnostycznym w ocenie klonalnosci immunoglobulin
w dyskrazjach plazmocytowych jest test stuzacy do oznaczania tancuchéw cigzkich (Heavy
Chain/Light Chain immunoassays - “Hevylite” - HLC)(19). Wykorzystane w nim zostaly
przeciwciala rozpoznajace wigzanie pomigdzy tancuchem cigezkim i lekkim konkretnej klasy
i typu immunoglobuliny. Pomiaru dokonuje si¢ parami dla kazdej z trzech gtownych klas
immunoglobulin. Test HLC obejmuje 6 parametrow: IgGk, IgGA, IgAxk, IgAX, IgMxk, IgMA.
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W kolejnym kroku oblicza si¢ wspotczynnik stosunku stezen tych czasteczek w kazdej klasie
(Heavy/Light Chain ratio - HLCr) i odnosi si¢ do zakresu wartosci referencyjnych. HLCr
stanowi wskaznik klonalno$ci immunoglobulin. Testy HLC dostarczajg zatem ilosciowe;j
informacji o stezeniu monoklonalnego izotypu immunoglobuliny oraz o immunosupresji
nienowotworowego izotypu (20). Dla przyktadu pacjent z monoklonalnym biatkiem IgA
lambda bedzie miat zwigkszone stezenie izotypu IgAA, supresj¢ izotypu IgAxk i obnizony
wspotczynnik IgAk/IgAA.

HLC maja szczegdlne zastosowanie w szpiczakach niewydzielajacych, w ktorych
0znaczenia biatka monoklonalnego za pomocg elektroforezy i nefelometrii nie jest mozliwe,
oraz w szpiczakach IgA, w ktorych obecno$¢ dimeréw IgA oraz zjawisko komigracji z innymi
biatkami surowicy moga utrudnia¢ dokladng kwantyfikacje¢ densytometryczng biatka
monoklonalnego (21).

Kolejnymi biatkami uzytecznymi w diagnostyce dyskrazji plazmocytowych sg 2-
mikroglobulina oraz albumina, ktoérych stgzenia sa uwzgledniane w migdzynarodowe;j
Klasyfikacji prognostycznej szpiczaka plazmocytowego (22). B2-mikroglobulina (f2-M) jest
biatkiem o niskiej masie czgsteczkowej, obecnym na powierzchni komorek jadrzastych. Biatko
to jest uznawane za wskaznik masy nowotworowego klonu komorek plazmatycznych.
Podwyzszone stezenie 2-M wskazuje na duzg agresywnos$¢ choroby (23). Obnizone stezenie
albuminy z kolei moze $wiadczy¢ o zajeciu nerek przez proces chorobowy, co zawsze jest
czynnikiem niekorzystnym rokowniczo. Niskie stezenie albuminy jest takze symptomem
uogolnionego wyniszczenia organizmu.

Zmiany biatkowe towarzyszace szpiczakowi sg charakterystyczne dla tej choroby.
Jednak uzycie rutynowych testow laboratoryjnych wymaga szczegodlnej uwagi, gdyz zwykle
zaprojektowane sg do innych celéw diagnostycznych niz diagnostyka stosunkowo rzadkiego
szpiczaka plazmocytowego. Niewlasciwa interpretacja wynikéw lub uzycie niewtasciwych
metod moze zaowocowaé powaznymi bledami opdzniajacymi rozpoznanie choroby, lub

dajacymi btedne informacje w procesie leczenia/monitorowania.

1.3 Problemy w oznaczaniu biatka monoklonalnego metoda
elektroforetyczna

Elektroforeza biatek surowicy (SPE) jest jednym z podstawowych narzedzi w
diagnostyce chorych z dyskrazjami plazmocytowymi. Jest badaniem szeroko dostepnym i

stosunkowo (w poréwnaniu z innymi testami stosowanymi w diagnozowaniu chorych z
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gammapatiami monoklonalnymi) niedrogim. W znaczacym odsetku chorych w rozdziatach
elektroforetycznych bialek surowicy wykrywa si¢ obecno$¢ dodatkowego piku. Czulos¢
diagnostyczna SPE dla szpiczaka mnogiego wynosi 87,6 % (24). Najcze$ciej wykorzystywang
technikg jest elektroforeza na podtozach agarozowych, ktora rozdziela biatka surowicy na pi¢c¢
podstawowych frakcji - albuminy, alfa-1, alfa-2, beta i gamma-globuliny. Coraz bardziej
popularny w laboratoriach diagnostycznych staje si¢ system elektroforetyczny, w ktorym biatka
rozdzielane sg na sze$¢ frakcji — zamiast jednorodnej frakcji beta, uzyskuje sie frakcje beta 1
oraz beta 2 (Ryc. 13). Ten system jest szczegolnie pomocny w przypadku migracji biatka M
we frakcji beta — rozbicie jej na dwie frakcje ulatwia wychwycenie probek z ewentualng
obecnos$cig biatka M. Istniejg zalecania sugerujace, aby kazdy przypadek podwyzszonej frakcji
betal lub beta 2 sprawdzi¢ przy pomocy immunofiksacji na obecnos¢ biatka monoklonalnego.
Tego typu diagnostyka powinny by¢ réwniez objete probki, gdzie prazek frakcji beta 2 jest
bardziej intensywny od frakcji beta 1 (typowe dla biatka M klasy IgA) (25).

A Albumina «l o2 B1 1 B2 \4 ]

Ryc. 13 Elektroforeza biatek surowicy na zelu agarozowym-rozdziat na 6 frakcji.

Rozdziaty na 6 frakc;ji jest typowy dla elektroforezy kapilarnej (CE), gdzie tradycyjny
zel agarozowy zostal zastapiony cienkg kapilarg. Pomimo wielu zalet, system CE posiada
jednak pewne ograniczenia, gdzie nawazniejszym dla diagnostyki dyskrazji plazmocytowych

jest mniejsza czuto$¢ detekcji biatka M i1 wiekszy odsetek wynikow fatszywie ujemnych dla
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niskich stezen biatka M. Podczas wykonywania tego rodzaju elektroforezy stosuje si¢ tzw.
immunosubtrakcje. Wstepna inkubacja surowicy z odpowiednim przeciwcialem skutkuje
»zniknieciem” piku biatka monoklonalnego z rozdziatu. Porownujac tak zmodyfikowany
rozdziat z rozdzialem oryginalnym, uzyskujemy informacje o klasie tancucha cigzkiego 1 typie
fancucha lekkiego biatka M danego pacjenta. Metod¢ immunosubtrakcji mozna réwniez
wykorzystywa¢ w celu doktadniejszego oszacowanie biatka M migrujagcego w regionie 1 Iub
B2 (Ryc. 14). CE niweluje btagd szacowania spowodowany wigczeniem do pomiaru biatka M

prawidtowych biatek frakcji B1 lub B2 takich jak transferyna lub biatko dopetniacza C3.
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Ryc. 14 Oznaczenie biatka M technika elektroforezy kapilarnej - u pacjenta wykryto immunoglobuline
monoklonalng IgA kappa.
Opracowano na podstawie: (26).

Doswiadczenia kliniczne oraz nowe mozliwosci metodyczne sprawiaja, ze Kryteria

rozpoznawania gammapatii monoklonalnych, w tym szczegdlnie najczgstszej z nich - Szpiczaka
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plazmocytowego, ulegaja ciagglym zmianom. W 2014 r. Migdzynarodowa Grupa Robocza ds.
Szpiczaka Mnogiego (International Myeloma Working Group — IMWG) ogtosita nowe
wytyczne ktadace mniejszy nacisk na pézne zmiany narzagdowe, ale wiaczajgce wczesniejsze
patologiczne zmiany, takie jak odsetek klonalnych plazmocytéw w szpiku kostnym >60% oraz
wartos¢ surowiczego stosunku zaangazowanych/niezaangazowanych w proces nowotworowy
wolnych tancuchow lekkich co najmniej 100 (22). Pomimo wspomnianych zmian oraz postepu
technicznego elektroforeza biatek surowicy jest nadal bardzo waznym badaniem
diagnostycznym i wykorzystywana jest razem z oznaczeniem wolnych tancuchéw lekkich jako
badanie pierwszego rzutu.

Ocena proteinogramu moze dostarczy¢ cennych informacji dotyczacych przyczyny
zaburzen poziomu immunoglobulin. Dodatkowo rozdziat elektroforetyczny pozwala na
okreslenie ilosci biatka monoklonalnego poprzez odczytanie na densytogramie wysokosci piku,
ktory jest proporcjonalny do stezenia biatka monoklonalnego. Oszacowanie stezenia biatka
monoklonalnego ma kluczowe znaczenie w monitorowaniu i leczeniu chorych z gammapatiami
monoklonalnymi. Niestety jest obarczone znacznym bigdem oraz charakteryzuje si¢ duza
zmienno$cig miedzylaboratoryjng. Jest to zwigzane z m.in. niemozliwos$cia oddzielenia biatka
monoklonalnego od innych biatek migrujacych w tej samej frakcji, a takze z dostepnoscia
r6znych metod opracowywania wyniku proteinogramu.

Nie ma jednoznacznych wytycznych, ktore zalecatyby stosowanie konkretnej metody,
dlatego moga pojawic si¢ rozbieznoS$ci interpretacyjne i istotne jest, aby wiedzie¢ w jaki sposob
stezenie biatka monoklonalnego zostato oszacowane. Niedopuszczalne jest porownywanie
dwoch wynikow, w ktérych wykorzystano odmienne metody szacowania stezenia biatka M.
Najczgsciej stosowang metoda elektroforetycznego opracowania ilosci biatka monoklonalnego
jest metoda odcigcia na osi densytogramu piku we frakcji immunoglobulin zawierajacego
zar6wno monoklonalne biatko jak i tto poliklonalnych immumoglobulin (tzw. metoda rzutu
prostopadtego — perpendicular drop method - PD) (Ryc.15 A). Stosowanie tej metody moze
skutkowa¢ fatszywym zawyzaniem ilosci biatka monoklonalnego, szczeg6lnie przy stezeniu
biatka monoklonalnego ponizej 15g/1 (27). Metoda alternatywna jest odciecie tylko piku biatka
monoklonalnego na proteinogramie odpowiednio ustawiajac znaczniki frakcji oddzielajace
immunoglobuling monoklonalng od poliklonalnego tta (metoda stycznej z odcigeciem tla
poliklonalnego - tangent skimming method - TS) (26) (Ryc. 15 B).

Metoda TS moze by¢ takze obarczona bledem, z uwagi na brak mozliwos$ci
precyzyjnego odciecia tta poliklonalnego od monoklonalnej komponenty. Zwykle obserwuje

si¢ niedoszacowanie st¢zenia biatka monoklonalnego.
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Ryc. 15 Pordwnanie metod iloSciowego oznaczania biatka monoklonalnego metodg elektroforetyczna.
A- metoda rzutu prostopadiego; B - metoda stycznej z odcieciem tta poliklonalnego.
Zrédto: (27).
Wspotczesne poglady na diagnostyke dyskrazji plazmocytowych wskazuja na
chromatografi¢ cieczowg sprz¢zong z tandemowsa spektrometrig mas (LC-MS/MS) jako

rozwigzanie dla przedstawionych powyzej problemow i wyzwan w diagnostyce dyskrazji

plazmocytowych (26), (28).

1.4 Mozliwe nieprawidlowosci, interferencje oraz problemy
metodyczne w badaniach laboratoryjnych u pacjentow z dyskrazjami
plazmocytowymi

Rozpoznanie szpiczaka plazmocytowego nie jest fatwym zadaniem. U wigkszosci
pacjentow objawy kliniczne choroby sg bardzo nieswoiste, a u 20-30% chorych nieobecne,
nawet w momencie postawienia diagnozy (29), (30). Z drugiej strony wczesne wykrycie
choroby wigze si¢ z dluzszym przezyciem 1 lepsza jakoscig zycia pacjenta. Werytfikacja
objawow klinicznych jest wazna, jednak najczgéciej pierwsze nieprawidlowo$ci zwigzane z
chorobg sg widoczne w podstawowych badaniach laboratoryjnych. Zanim pacjent zostanie
skierowany na specyficzne dla diagnostyki szpiczaka badania takie jak, np. immunofiksacja
surowicy, czy oznaczenie wolnych tancuchow lekkich, wykonywane sg liczne badania
rutynowe, jak np. badania biochemiczne, oznaczenie morfologii krwi, OB, czy badanie ogdlne
moczu. Dlatego niezwykle istotne jest, aby lekarz pierwszego kontaktu potrafit zauwazy¢
typowe dla pacjentow z dyskrazjami plazmocytowymi nieprawidlowosci w podstawowych

badaniach laboratoryjnych. W takich sytuacjach w pierwszej kolejnosci jego rolg jest zlecenie
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wykonania elektroforezy biatek surowicy oraz jej interpretacja pod katem obecnosci
immunoglobuliny M oraz skierowanie ,,podejrzanych” pacjentow do lekarza hematologa. Takie
postepowanie znacznie przyspiesza postawienie prawidlowej diagnozy 1 wdrozenie

odpowiedniego leczenia (30).

1.4.1 Najczestsze nieprawidlowosci w wynikach podstawowych badan
laboratoryjnych

W morfologii krwi obwodowej u 20-60 % chorych juz przy rozpoznaniu wykrywa si¢
tagodng lub umiarkowang posta¢ niedokrwistosci, przewaznie normocytowej (31) (32).

Badanie OB (odczyn Biernackiego, szybko$¢ opadania erytrocytow) jest u tych chorych
przedhuzone, mediana to okoto 80 mm/godzing (33). W jednym z badan wykazano, ze na rok
przed postawieniem rozpoznania, az 85% chorych miato podwyzszone OB, w poréwnaniu z
46% os6b w grupie kontrolnej. W tym miejscu warto podkresli¢, ze wbrew obiegowym
opiniom wynik trzycyfrowy wcale nie jest tak czgsto spotykany (34).

Znaczenie badan biochemicznych w diagnostyce szeregu chordob jest nie do
przecenienia. Wsérdéd badan, ktorych nieprawidtowe wyniki mogg nasung¢ podejrzenie
szpiczaka plazmocytowego mozemy wymieni¢: podwyzszone stezenie Kreatyniny wraz z
obnizonym wspoétczynnikiem przesaczania klgbuszkowego GFR (markery uszkodzenia nerek),
podwyzszona aktywnos¢ dehydrogenazy mleczanowej - LDH (element klasyfikacji
rokowniczej R-ISS ), podwyzszony poziom st¢zenia wapnia - Ca (hiperkalcemia jest jednym z
objawOw szpiczaka) (1) oraz nieprawidtowe stgzenie elektrolitow (moze wystapic

pseudohiponatremia) (35).

1.4.2 Oznaczanie stezenia albuminy u chorych z dyskrazjami
plazmocytowymi

Albumina jest uzytecznym parametrem bialkowym w diagnostyce gammapatii
monoklonalnych. Stgzenie albuminy jest jednym z elementow stosowanych w
miedzynarodowej klasyfikacji prognostycznej ISS (International Staging System) szpiczaka
plazmocytowego (Tab. 1).
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Tab. 1 Miedzynarodowa klasyfikacja prognostyczna szpiczaka plazmocytowego
b2-M - beta-2-mikroglobulina.

Zrédto: (1)
_ Mediana czasu
Stadium Parametr '
przezycia
albumina > 3,5 g/dl
ISS 1 62 miesigce

b2-M < 3,5 mg/l

albumina < 3,5 g/dI
ISS 2 b2-M < 3,5 mg/l 44 miesigce
lub b2-M: 3,5-55 mg/I

ISS 3 b2-M > 5,5 mg/I 29 miesigce

Stezenie albuminy jest mierzone w medycznych laboratoriach diagnostycznych
najczesciej metoda kolorymetryczng z zastosowaniem zieleni bromokrezolowej lub czerwieni
pirogalolowej. Sa to barwniki selektywnie wigzane przez albuming. Parametr ten mozna
réwniez oznaczy¢ metodg elektroforetyczng za pomacg pomiaréw densytometrycznych frakcji
biatkowych i1 stgzenia biatka catkowitego. Zauwazono, ze st¢zenie albuminy oznaczane
kolorymetrycznie i elektroforetycznie moze znamiennie rézni¢ si¢ miedzy soba, szczegdlnie
u chorych z gammapatiami monoklonalnymi (36). Problem rozbiezno$ci w oznaczaniu stezenia
albuminy w surowicy chorych na szpiczaka plazmocytowego jest niezwykle istotny. Bledne
oznaczenie albuminy, zwigzane z niedoskonalo$ciami metodycznymi, moze skutkowac
nieprawidtowym przypisaniem danego pacjenta do odpowiedniej grupy klasyfikacji

prognostycznej, a co za tym idzie wdrozeniem nieodpowiedniej farmakoterapii.

1.4.3 Charakterystyczne wlasciwosci materiatu biologicznego
uzyskiwanego od pacjentow z dyskrazjami plazmocytowymi -
interferencje w badania laboratoryjne

Nalezy takze pamietac, ze z uwagi na specyfike choroby, a potem wdrozone leczenie,
U rozwazanej grupy chorych istnieje wiele czynnikow mogacych interferowa¢ w metody

oznaczania powyzszych badan laboratoryjnych.
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a) wysokie stgzenia biatka monoklonalnego, szczegdlnie klasy IgM oraz zespot nadlepkosci
moga uniemozliwi¢ oznaczenie liczby leukocytow i ptytek krwi przez analizatory
hematologiczne (37). Moga réwniez zaburza¢ prace aparatow oznaczajacych parametry
hemostazy wpltywajac na falszywe przedtuzanie czaséw krzepnigcia (38). U o0sob
z wysokim stezeniem paraprotein mozna czasem zaobserwowaé rzekoma hiponatremie
w surowicy (35), (39).

b) krioglobuliny (immunoglobuliny, ktore wytracajg si¢ w niskiej temperaturze) wystepujace
niekiedy u chorych z dyskrazjami plazmocytowymi mogg precypitowac in vitro po
pobraniu krwi i ekspozycji na obnizong temperaturg, zaburzajac rozdziaty elektroforetyczne
(40).

c) Stosowane w leczeniu szpiczaka nowoczesne leki terapeutyczne bedace przeciwciatami
(np. daratumumab - monoklonalne przeciwcialo anty-CD38) w badaniach
elektroforetycznych imituja biatko monoklonalne utrudniajac prawidlowa ocene
odpowiedzi pacjenta na leczenie (41).

Trudno$ci w interpretacji badan laboratoryjnych u chorych z dyskrazjami
plazmocytowymi moze przysporzy¢ réwniez sama aparatura badawcza, mnogo$¢ metod
I dostgpnych analizatoréw na rynku diagnostycznym.

Niniejsza praca rozwija powyzsze zagadnienia i analizuje wspomniane rozbieznosci

w celu optymalizacji procesu diagnostyki pacjentow z dyskrazjami plazmocytowymi.

1.5 Trudnosci metodyczne oznaczania tancuchow lekkich
immunoglobulin

W diagnostyce i monitorowaniu chorych z dyskrazjami plazmocytowymi szczegolnie
istotna role odgrywa oznaczenie tancuchow lekkich immunoglobulin (szczego6lnie ich wolnej
frakcji). Moga one by¢ obecne zar6wno w surowicy jak 1 moczu, a ich obecnos¢ jest wykrywana
zarowno metodami elektroforetycznymi, jak i metodami opartymi o tworzenie kompleksoéw
immunologicznych wywolujacych zmgtnienie probki. Jednoczes$nie niewielka masa
czasteczkowa oraz podyktowana zmiennoscig przeciwcial, ogromna réznorodnos¢ budowy
pierwszorzedowej tego biatka powoduje, ze badanie tancuchow lekkich immunoglobulin jest
obarczone wieloma trudnosciami metodycznymi. Dlatego problemom zwigzanym

Z oznaczeniem fancuchow lekkich immunoglobulin po§wigcono oddzielny rozdziat.
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1.5.1 Testy stuzace do potilosciowego oznaczania biatka w moczu - czy
mierzg biatko ,Bence-Jonesa”?

U pacjentéw z gammapatig monoklonalng powaznym problemem sg zaburzenia funkcji
nerek, a jednym z pierwszych objawow jest pojawienie si¢ biatka w moczu. U cze¢sci pacjentow
W poczatkowym okresie choroby obserwuje si¢ biatkomocz nadmiarowy — W moczu pojawia
si¢ tylko biatko Bence-Jonesa, czyli wolne tancuchy lekkie immunoglobulin (FLCs). Taka
sytuacja dotyczy zwykle pacjentow ze stosunkowo wysokim stezeniem biatka M, gdzie dobowe
wytwarzanie monoklonalnych FLCs przewyzsza zdolno$ci cewek nerkowych do reabsorpcji
I wewnatrzkomorkowej proteolizy. Poniewaz wolne tancuchy lekkie wykazujg dziatanie
nefrotoksyczne, rozpoczyna si¢ kaskada zdarzen, ktéra moze prowadzi¢ do postepujacego
uszkodzenia nerek. Warto zauwazy¢, ze niejednokrotnie pojawienie si¢ biatka Bence-Jonesa
W moczu jest pierwszym objawem choroby. W pismiennictwie dotyczacym badania ogdlnego
moczu za pomocg testow paskowych pojawiaja si¢ informacje o problemach zwigzanych
z oznaczeniami biatka Bence-Jonesa przy uzyciu potilosSciowych testow opartych o metodg
Sorensona (42). Testy te najczesciej majg zdefiniowang czutos¢ w stosunku do albuminy — 150
mg, natomiast sag mniej czule dla innych biatek np. drobnoczgsteczkowych (43). Zgodnie
z naszymi obserwacjami, nawet probki moczu z obecnym jedynie biatkiem Bence-Jonesa, w
teScie paskowym na obecno$¢ biatka réwniez moga dawaé¢ wynik dodatni. Jednak czuto$¢
testow paskowych dla biatka Bence-Jonesa jak dotad nie zostata zdefiniowana. Jest to jeden z

celow niniejszej rozprawy doktorskie;.

1.5.2 Oznaczanie wolnych tancuchow lekkich immunoglobulin (FLC) w
surowicy

W 2001 roku wprowadzono nowy test immunochemiczny umozliwiajacy ilosciowe
oznaczanie stezenia wolnych tancuchow lekkich immunoglobulin w surowicy 1 w moczu -
Freelite® Binding Site (18). Test oparty na technologii lateksowej wyrdzniat si¢ duza czutoscia
- pozwalal na oznaczanie st¢zenia wolnych tancuchéw rzedu kilku mg/l: 5,9 mg/l dla FLC
kappa oraz 5,0 mg/l dla FLC lambda. Obecnie uzywane testy laboratoryjne wykrywajg jeszcze
nizsze stezenia FLC: 0,17 mg/1 dla FLC kappa i 0.47 mg/l dla FLC lambda (N Latex FLC assay,
Siemens). Wkrotce po wprowadzeniu testu FreeLite®, ukazalo si¢ wiele publikacji
podkreslajacych uzyteczno$¢ tego badania (44) (45) (46). Test FreeLite®, stosowany do

oznaczenia wolnych tancuchow lekkich w surowicy, wykorzystuje poliklonalne przeciwciata
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skierowane przeciwko ukrytym epitopom, znajdujacym si¢ w miejscu potaczenia tancuchow
lekkich z tancuchem cigzkim. Te epitopy sa odstonigte (a wigc dostepne dla odczynnika) tylko
wtedy, gdy czasteczki tancucha lekkiego nie s3 zwigzane z tancuchem cigzkim

immunoglobuliny (13) ( Ryc. 16).

wolne lekkie tancuchy k

tancuch lekki—— I \

" Jl / epitop
epitop e — dostepny dla testow

ukryty dla testow IL_,.//’ .
F I
Freelite ///_— / reelite

tancuch ciezki \
/ epitop
wolne lekkie tancuchy A dostepny dla testow
Freelite

Ryc. 16 Czasteczka przeciwciata z widoczna strukturg tancucha ciezkiego i lekkiego immunoglobuliny
wraz z epitopami, FLC kappa i lambda.
Opracowano na podstawie: (13).

Lancuchy lekkie immunoglobulin wytwarzane sg przez limfocyty B/plazmocyty w
pewnym nadmiarze w stosunku do tancuchéw ciezkich (ok. 40%) 1 jako wolne tancuchy lekkie
(FLC) sg wydzielane do krwi. U zdrowych os6b wytwarzanie dobowa FLC to ok. 500 mg.
Lancuchy typu kappa wystepuja zazwyczaj jako monomery, natomiast tancuchy lambda
zwykle w postaci dimeru, aczkolwiek zdarzajg si¢ rowniez formy polimeryczne. Lancuchy

kappa wytwarzane sa w dwukrotnie wigkszej ilosci niz lambda (Ryc. 17).
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FLC kappa - FLC lambda -
monomer dimer

Ryc. 17 Diagram przedstawiajacy plazmocyty produkujace czasteczki immunoglobulin, monomery
taficuchéw lekkich kappa oraz dimery lambda.
Opracowano na podstawie: (13).

W dyskrazjach plazmocytowych zmieniony nowotworowo klon komorek zaczyna
wytwarzaé jeden typ tancucha w nadmiarze (klonalne/involved FLC), co skutkuje zmiang
prawidlowego stosunku wolnych tancuchéw lekkich kappa do lambda (FLCr). Warto
zaznaczy¢ réwniez, ze wolne tancuchy lekkie moga by¢ wytwarzane jednocze$nie z kompletna
czasteczka monoklonalnego przeciwciala lub jako jedyny produkt zmienionego nowotworowo
klonu plazmocytow.

Pomiar stgzenia FLC w surowicy juz od kilkunastu lat jest niezbednym badaniem
biochemicznym w diagnostyce, prognozowaniu i monitorowaniu chorych z gammapatiami
monoklonalnymi (47), (48). W 2014 roku, zgodnie z rekomendacjami Miedzynarodowej Grupy
Roboczej ds. Szpiczaka Mnogiego, oznaczanie FLC zostalo wlaczone w kryteria
rozpoznawania gammapatii monoklonalnych oraz uszkodzenia narzadowego w szpiczaku
plazmocytowym (SLiM CRAB) (22). W akronimie tym Li (Light Chains) to wolne tancuchy
lekkie. Kryteria zostaty ujete w tabeli (Tab. 2).
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Tab. 2 Zmodyfikowane kryteria narzagdowego uszkodzenia zwigzanego ze szpiczakiem plazmocytowym

(SliM CRAB).
Zrédto: (22).

C (Calcium — wapn)

Skorygowane st¢zenie wapnia w surowicy
>0.25mmol/l (>1mg/dl) powyzej gornej granicy
wartosci referencyjnej lub >2.75mmol/l (>11mg/dl)

R ( Renal Insufficiency —
niewydolno$¢ nerek)

Stezenie kreatyniny w
(>2mg/dl) lub klirens
(mierzony lub wyliczony)

surowicy >177umol/l
kreatyniny  <40ml/min

A (Anemia—niedokrwisto$¢)

Stezenie hemoglobiny 2g/dl ponizej dolnej warto$ci
referencyjnej lub <10g/dl

B (Bones — kosci)

Jedno lub wigcej oginisko osteolityczne w
klasycznym badaniu radiologicznym, tomografii

A komputerowej (CT) Ilub badaniu pozytronowej
tomografii emisyjnej (PET-CT)
S (Sixty — 60) Odsetek klonalnych plazmocytow w szpiku lub

biopsji tkankowej co najmniej 60%

Li (Light Chains — tancuchy lekkie)

Stosunek stezenia klonalnych do nieklonalnych (ang.
involved/uninvolved) wolnych tancuchow lekkich w
surowicy ocenianego przy pomocy metody opartej o
przeciwciata poliklonalne (Binding Site, UK) co
najmniej 100, przy czym stezenie tancucha
klonalnego w surowicy (ang. involved) wynosi co
najmniej 100 mg/I

M (Magnetic Resonanse —
tomografia rezonansu
magnetycznego)

Obecno$¢ co najmniej dwoch ogniskowych
naciekéw w badaniu rezonansu kos¢ca (Whole Body
STIR) o wymiarze co najmniej 5 mm kazdy

W przypadku stwierdzenia obecnosci co najmniej jednego z wymienionych kryteriow,
ktory jest skutkiem klonalnego rozrostu plazmocytow i tym samym nie moze by¢ thtumaczony
inng chorobg, rozpoznaje si¢ szpiczaka plazmocytowego.

Najnowsze rekomendacje IMWG oraz Polskiej Grupy Szpiczakowej wprowadzaja
rowniez oznaczanie FLC do panelu oceny odpowiedzi na leczenie postaci wydzielajacych

szpiczaka oraz choroby tancuchow lekkich (15), (49).
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1.5.3 Niespojnosci dotyczace oznaczania wolnych tancuchow lekkich
immunoglobulin w surowicy testem Freelite®

Rekomendacje IMWG oparte sg na oznaczaniu FLC pierwszym dostepnym
komercyjnie testem wykorzystujagcym przeciwciata poliklonalne Freelite® (The Binding Site,
United Kingdom). Wiele autoréw tematycznych publikacji podkresla kliniczng przydatnosc
testu Freelite® w szerokim zakresie dyskrazji komoérek B. Jednak w literaturze naukowe;
pojawiajg si¢ takze coraz liczniejsze krytyczne publikacje zwracajace uwage na problemy
w oznaczaniu FLCs tym testem. Dotyczg one przede wszystkim:

v" braku liniowo$ci metody przy stosowaniu réznych zakreséw rozcienczen — problem ten
dotyczy przede wszystkim probek z wysokimi stgzeniami FLCs (50);

zawyzania lub zanizania stezen FLCS;

efektu nadmiaru antygenu (efektu Hooka) (51),(52),(53),(54);

reaktywnosci krzyzowej (55);

AN NN

wysokiej zmiennosci typu ,,lot-to-lot” (migdzy seriami odczynnikow) (56).

1.5.4 Testy FLC oparte o przeciwciata monoklonalne

W ciggu ostatnich lat na rynku diagnostycznym pojawily si¢ testy oparte na
wykorzystaniu przeciwcial monoklonalnych: N Latex FLC assay (Siemens) 1 Seralite®
(Abingdon Health) (57).

Test N Latex FLC wprowadzono do uzycia w 2011. Oparty zostat o wykorzystanie
przeciwcial monoklonalnych skierowanych przeciwko FLC kappa 1 FLC lambda i1 dodatkowo
kowalencyjnie zwigzanych z czasteczkami polisterynowymi (58). Przeciwciala te rozpoznaja
jeden charakterystyczny epitop w regionie statym (C — constant) tancuchow FLC. Powstajg
male rozpuszczalne kompleksy immunologiczne, dobrze mierzalne metoda nefelometryczna.

Stwierdzono dobrg korelacje testu N Latex FLC z testem Freelite®: 87% dla FLC
kappa, 73% dla FLC lambda i 76% dla FLC ratio (59). Wedtug innych doniesien ta korelacja
jest jeszcze lepsza, odpowiednio: 91 % dla FLC «, 85 % dla FLC A oraz 95% dla FLC ratio
(58). Opisywane testy nie sg jednak ekwiwalentne i nie powinno si¢ ich stosowaé zamiennie
w monitorowaniu choroby. Kazdy pacjent powinien by¢ monitorowany jednym wybranym
testem.

Zaobserwowano roznice pomiedzy testami N Latex 1 Freelite® przy wysokich

stezeniach FLC A lub FLC «. Stezenia FLC A s3 istotnie wyzsze mierzone testem N Latex niz
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testem Freelite®. Natomiast przy wysokich stezeniach FLC « test Freelite® podaje wyzsze
warto$ci. Pomimo braku btgdu systematycznego statego lub proporcjonalnego, roznica migdzy
metodami ros$nie wraz ze wzrostem st¢zenia A lub k sFLC (60).

Kazda z metod iloSciowego oznaczania wolnych tancuchéw ma swoje ograniczenia: N
Latex FLC charakteryzuje si¢ lepsza swoistoscig, a Freelite® lepsza czulo$cia (ustalone w
oparciu o metodg referencyjng -1FE) (58)

Test oparty o przeciwciala monoklonalne jest mniej podatny na blad zwigzany
Z rozcienczeniem, nie wykazuje tez trudnosci z oznaczeniem niskich st¢zen (FLC< 7 mg/l),
ktore czgsto zdarzaja si¢ w tescie Freelite® (57).

Inng zaleta testow opartych o przeciwciata monoklonalne jest brak reakcji krzyzowych
ze zwigzanymi tancuchami lekkimi (LC) i innymi biatkami osocza. Nie stwierdzono tez
przeszacowan oznaczanych stezen FLCs (61).

W tescie N Latex zniwelowano efekt nadmiaru antygenu wprowadzajac tzw. protokot
»pre-reakcji”. Prog detekceji dla pre-reakcji to najwyzsza warto$¢ sygnatu zdefiniowana przez
krzywa kalibracyjng. Gdy stezenie FLCs przekracza zakres (3,5-112 mg/l FLC « oraz 2,0-60
mg/l FLC 1) system pomiarowy automatycznie rozpoczyna oznaczenie z wyzszego zakresu
rozcienczen (61). Pomimo powyzszych zalet test N Latex nie zostal ujgty w rekomendacjach
IMWG, poniewaz istnieje obawa, ze ze wzgledu na duze zrdznicowanie patologicznych
monoklonalnych epitopéw w probkach pacjentéw, monoklonalna przeciwciala moga nie

wykrywac¢ wszystkich patologicznych klonéw FLC.

1.6 Zjawisko przemijajacych i wtérnych gammapatii monoklonalnych

Gammapatie monoklonalne, obok dyskrazji plazmocytowych, moga takze towarzyszy¢
innym chorobom np.: reumatycznym, neurologicznym, endokrynnym, chorobom tkanki
tacznej oraz innym chorobom nowotworowym (17). Wyrazny, odgraniczony prazek biatka
monoklonalnego mozna réwniez spotka¢ w surowicy w przypadku niektorych zakazen
wirusowych, grzybiczych lub bakteryjnych. Mowimy woéwczas o przejsciowej lub
przemijajacej gammapatii monoklonalnej (transient monoclonal gammopathy) (62).
Niezwykle istotne jest aby klinicysta byt §wiadomy tego faktu i umiat dokona¢ wilasciwej
interpretacji wyniku badania laboratoryjnego wraz ze zleceniem dodatkowej diagnostyki
réznicowe;.

Transplantacja autologicznych komorek krwiotworczych (autologous haematopoietic

stem cell transplantation - autoHSCT) poprzedzona terapiag micloablacyjng - terapia

33



wysokodawkowang (high dose therapy - HDT) pozostaje metoda leczenia z wyboru szpiczaka
plazmocytowego i innych ztosliwych dyskrazji plazmocytowych u chorych spetniajacych
ustalone kryteria kwalifikacji (1). Priorytetem leczenia pierwszoliniowego jest uzyskanie
zupelnej remisji choroby, a jesli nie jest to mozliwe, to uzyskanie cz¢sciowe] remisji oraz
zredukowanie biatka monoklonalnego w surowicy i w moczu 0 co najmniej 50 procent, przy
réwnoczesnym braku postepu degradacji tkanki kostnej (1). Doktadne monitorowanie poziomu
biatka monoklonalnego jest zatem niezmiernie istotne w przebiegu leczenia chorych.
Niejednokrotnie jest to wutrudnione np. pojawieniem si¢ nowych prazkow biatka
monoklonalnego w proteinogramie. Z taka sytuacja mamy do czynienia po transplantacjach
komorek krwiotworczych auto- lub allogenicznych. U czesci pacjentdw mozna obserwowaé
wtedy pojawienie si¢ nieprawidtowego prazka biatka monoklonalnego niezwigzanego
Z paraproteing wydzielang pierwotnie przez ztosliwy klon komorek plazmatycznych (63).
Cze$¢ badaczy okresla to zjawisko mianem wtornej gammapatii 0 nieustalonej istotnosci
(wtorna MGUS — secondary MGUS) (64), (65). Pojawienie si¢ nowego biatka monoklonalnego

moze niekiedy powodowac¢ niepewnos¢ w ocenie odpowiedzi na zastosowang terapie.

1.7 Gammapatie monoklonalne u pacjentow z zaburzeniami
neurologicznymi

Zaburzenia neurologiczne s3 czestym problemem w przebiegu szpiczaka
plazmocytowego (17). Moga by¢ spowodowane nadlepkoscig krwi, naciekami komorek
plazmatycznych lub krwawieniem do OUN (osrodkowego uktadu nerwowego). Moze wystapié
tez polineuropatia obwodowa.

Neurolog jest pierwszym lekarzem, do ktorego trafia pacjent cierpigcy na nietypowe
objawy neurologiczne niewiadomego pochodzenia, ktére moga okazac si¢ manifestacja chorob
zwigzanych z dyskrazja komorek plazmatycznych. Wykonanie u tych chorych badania
elektorforetycznego ptynu moézgowo-rdzeniowego (PMR) i surowicy metodg ogniskowania
izoelektrycznego w kierunku wewnatrzptynowej syntezy globulin jest nie do przecenienia i
moze wnies¢ wiele cennych informacji na temat stanu pacjenta. W metodzie tej
immunoglobuliny ulegaja rozdziatlowi w polu elektrycznym w zalezno$ci od ich punktéw
izoelektrycznych. Obecnos¢ tzw. prazkoéw oligoklonalnych w PMR z réwnoczesnym ich
brakiem w surowicy pacjenta $wiadczy o migracji plazmocytéw lub limfocytoéw B do PMR i
wewnatrzoponowej syntezie immunoglobulin. Prazki oligoklonalne sag wynikiem nadmiernego

wytwarzania przeciwcial w klasie G przeciwko biatkom mieliny oraz oligodendrocytow, takich
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jak: mielinowe biatko oligodendrocytéw (mielin oligodendrocyte protein - MOG); zasadowe
biatko mieliny (mielin basic protein - MBP); biatko proteolipidu (proteolipid protein - PLP),
glikoproteinie skojarzonej z mieling (myelinassociated glycoprotein - MAG) (66).

Natomiast obecno$¢ prazkéw monoklonalnych w PMR i identycznych prazkoéw
W surowicy §wiadczy o dysproteinemii z dyfuzja bierng immunoglobulin.

Ponizej umieszczono elektotroforegramy przedstawiajace wynik typowy dla
stwardnienia rozsianego (fac. sclerosis multiplex — SM) (A), wynik prawidtowy (B) oraz obraz
znamienny dla dysproteinemii np. MGUS, szpiczaka plazmocytowego czy tez

makroglobulinemii Waldenstroma (C) (Ryc. 18).

PMR SUR PMR SUR PMR SUR
J ‘
1
prazki
oligoklonalne —
monoklonalne
A B G

Ryc. 18 Badanie PMR i surowicy metoda ogniskowania izoelektrycznego: wynik typowy dla SM (A), wynik
prawidlowy (B) oraz charakterystyczny dla dysproteinemii (C).
SUR- surowica, PMR -ptyn mézgowo - rdzeniowy

1.8 Wplyw krioglobulin i zespotu nadlepkosci na wyniki laboratoryjne
Krioglobuliny sg immunoglobulinami, ktore wytracajg si¢ w niskich temperaturach.

Moga by¢ monoklonalne lub poliklonalne i precypitowa¢ zaréwno in vivo jak i in vitro po

ekspozycji na niska temperature krwi we wtosniczkach oraz w probdwkach po jej pobraniu.
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Brouet i wsp. sklasyfikowanali krioglobuliny w latach 70 i ten podziat oparty na klonalnosci
obowigzuje do dzis (67).

A) Typ | to immunoglobuliny monoklonalne wytwarzane przez klon plazmocytow
W przebiegu chorob limfoproliferacyjnych - najczesciej szpiczaka plazmocytowego.
Uwaza si¢, ze krioglobulinemia wystepuje u blisko 1% chorych z gammapatia
monoklonalng, a nawet 10% pacjentéw z makroglobulinemig Waldenstroma, poniewaz
szczegblng tendencjg do krioprecypitacji wyrdzniajg si¢ immunoglobuliny klasy IgM
(68).

B) Typ Il to poliklonalne immunoglobuliny klasy IgG wiazace si¢ z antygenami patogenow
lub z autoantygenami. Metodami elektroforetycznymi, w surowicy mozna wykry¢
rowniez intensywng strefe immunoglobuliny IgM imitujaca strefe biatka
monoklonalnego. Krioglobuliny typu 11 IgM, ze wzgledu na wysokie powinowactwo do
immunoglobulin 1gG, maja charakter czynnika reumatoidalnego. Towarzysza wielu
chorobom zakaznym - najczg$ciej wirusowemu zapaleniu watroby typu C, a takze
chorobom autoimmunologicznym.

C) Typ I krioglobulin to poliklonalne immunoglobuliny klasy 1gG oraz poliklonalne IgM,
ktére nie wykazujg cech czynnika reumatoidalnego. Krioglobulinemia typu III moze
towarzyszy¢ wielu przewlektym infekcjom wirusowym, bakteryjnym jak i chorobom
autoimmunologicznym. Krioglobulinemia typu Il oraz Il jest przez czg¢s$¢ badaczy

okres$lana mianem krioglobulinemii mieszanych (69).

Krioglobulinemia moze zosta¢ wykryta w laboratorium w trakcie opracowania
materiatu do badan diagnostycznych (40). U czeSci pacjentow z typem I krioglobulinemii
mozna Zaobserwowac, ze obecne w probce monoklonalne immunoglobuliny przyczyniajg si¢
do powstawanie zelu po ozigbieniu probki. Zjawisko to uniemozliwia oddzielenie sktadnikow
komorkowych od osocza w procesie wirowania oraz prawidlowe pobieranie materialu przy
pomocy pipety czy igly w analizatorze. U niektorych pacjentow po ochtodzeniu probki
surowicy wytraca si¢ ktaczkowaty osad, ktéry mozna oddzieli¢ od reszty surowicy.

Obserwowane in vitro zjawisko krioglobulinemii nie zawsze powoduje objawy
kliniczne wywotane zwykle zwigkszong lepkoscig osocza. Niemniej u duzej grupy pacjentow
wystepuja typowe objawy, takie jak: plamica, zylaki siatkowate, owrzodzenia skorne i zgorzel
oraz objawy naczynioruchowe, np. zespét Raynauda i akrocyjanoza. Czgste s3 rowniez
powiktania neurologiczne, ktore charakteryzuja si¢ gtéwnie neuropatia obwodowa, chociaz

mozna zaobserwowaé objawy uszkodzenia osrodkowego uktadu nerwowego. Z powodu
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wytracania si¢ krioglobulin moze wystapi¢ uszkodzenie nerek w postaci kigbuszkowego
zapalenia nerek. Wielu pacjentow do§wiadcza réwniez bolu stawow (70).

Rozdziaty elektroforetyczne 1 immunofiksacja surowicy czesto daja charakterystyczne
obrazy ,krioglobulinowe” takie jak: wytrgcanie biatka w miejscu nalozenia (Ryc. 19),
rozmazane rozdziaty, hypergammaglobulinemia poliklonalna z pojedynczymi lub licznymi
prazkami klasy IgM i/lub IgG (Ryc. 20). Tego rodzaju obrazy elektroforetyczne oraz obnizone
stezenie  sktadowych  dopelniacza  sugeruja  prawdopodobienstwo  wystgpowania
precypitujacych krioglobulin. Zdaniem wielu badaczy elektroforegramy sg istotnym

narzgdziem diagnostycznym w badaniu krioglobulinemi (71).

Immunofiksacja B
[TFE 4 1D:
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Ryc. 19 Immunofiksacja surowicy z silnie zaznaczong strefg gamma-globulin poliklonalnych. Obecno$¢
prazkow we wszystkich klasach immunoglobulin sugeruje obecnos$¢ krioglobulin.
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Immunofiksacja

IFE1 1D

Ryc. 20 Immunofiksacja surowicy z klasycznym obrazem krioglobulinowym: wytracanie biatka w miejscu
natozenia, rozmazane rozdziaty.

Nalezy pamigta¢, ze w trakcie ogrzewania krioglobuliny moga zmienia¢ stopien
agregacji, swoja konformacje oraz ruchliwo$¢ elektroforetyczng (71). Ogrzanie probek
z zawartoscig krioglobulin jest dziataniem rekomendowanym w opracowywaniu surowicy do
wielu badan w celu eliminacji pochodzacych od nich interferencji. Obecnie brak jest
standaryzacji w wykrywaniu i ilosciowym oznaczaniu krioglobulin (brak materiatow
kontrolnych, brak wystandaryzowanych procedur ilosciowych, subiektywna interpretacja
wynikow) (72). Przy podejrzeniu wystepowania krioglobulinemii rekomenduje si¢ pobieranie
krwi do wstepnie ogrzanych do 37 °C probowek oraz transport i wykrzepianie w temperaturze
nie nizszej niz 37°C. Po otrzymaniu takiej probki w laboratorium nalezy umiescic jg lodowce
w temperaturze 4°C 1 obserwowa¢ do 7 dni pod katem pojawienia si¢ krioprecypitatu.
Krioglobuliny typu I wytracaja si¢ szybko, juz po kilkunastu godzinach, natomiast w przypadku
krioglobulin mieszanych proces moze trwa¢ do kilku dni. Ponowne rozpuszczenie si¢ osadu po
ogrzaniu w 37°C ma $wiadczy¢ o obecnosci w surowicy krioglobulin (73). Istnieje mozliwos¢
ilociowego badania krioglobulin za pomocg metody elucji osadu krioglobulinowego, jednak
niewiele laboratoriow wykonuje takie procedury z uwagi na brak standaryzacji oraz ich
pracochtonnos¢. Oznacza si¢ biatko w oczyszczonym krioprecypitacie metoda
spektrofotometryczng, biuretowg czy Lowry'ego. Cennym badaniem mogacym pomoc

W potwierdzeniu wystgpowania krioglobulinemii jest oznaczenie bialek dopetiacza
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(sktadowej C3 i C4). W przypadku krioglobulinemii mieszanych stezenie biatka C3 jest
prawidlowe natomiast C4 obnizone, co jest zwigzane z aktywacja kaskady dopelniacza na
kompleksach immunologicznych. Przydatnym parametrem jest tez czynnik reumatoidalny RF
(Rheumatoid Factor). W krioglobulinemiach mieszanych tworzeniu kompleksow
immunologicznych towarzysza wysokie miana RF.

Relatywnie czestym zaburzeniem rozpatrywanym w kontekscie chorych z dyskrazjami
plazmocytowymi jest zespot nadlepkosci (hyperviscosity syndrome - HVS). Jest to zaburzenie
mikrokrgzenia zwigzane ze wzrostem lepkosci krwi. Zmiana wtasciwosci reologicznych krwi
u pacjentow zalezy przede wszystkim od stezenia immunoglobulin  monoklonalnych.
Pojawiajace si¢ w stanach patologicznych paraproteiny moga wywiera¢ wptyw uposledzajacy
mikrokrazenie, zarowno w sposob bezposredni, jak i posredni poprzez tworzenie agregatow
krwinek czerwonych (74). Przyczyna podwyzszonej lepko$ci osocza u pacjentow z dyskrazja
komorek plazmatycznych jest zwickszona zawarto$¢ biatka, nieprawidtowa polimeryzacja
I nieprawidlowy ksztalt czgsteczek immunoglobulin. Objawowa nadlepko$¢ jest znacznie
czestsza w makroglobulinemii Waldenstroma (10 do 30%) niz w szpiczaku (2 do 6%). Obok
oznaczenia stezen immunoglobulin istotng role w diagnostyce HV'S odgrywa badanie lepkosci
surowicy. Najczesciej stosowang w tym celu technikg jest metoda z uzyciem wiskozymetru
Ostwalda, jednostka pomiaru jest centypuaz (cp). Cechy nadlepkosci zwykle pojawiajg sie, gdy
lepko$¢ surowicy osigga 4 -5 cp, [prawidlowa: 1,4 - 1,8 cp] co odpowiada stezeniu
immunoglobuliny monoklonalnej klasy IgM w surowicy co najmniej 30 g/l, 1gG 40 g/l lub IgA
60 g/dl (75). Kliniczne manifestacje zespotu nadlepkosci to najczgséciej objawy neurologiczne,
ktore moga obejmowac: bdl 1 zawroty glowy, zmiany widzenia, objawy otepienia. Moga
pojawi¢ si¢ tez niewydolnos$¢ nerek i serca, czeste sa powiktania zakrzepowe. Paradoksalnie
wystepuja tez powiktania krwotoczne z powodu uposledzenia funkcji ptytek krwi. Usunigcie
paraprotein poprzez wymiang osocza (plazmaferez¢) moze skutecznie zmniejszy¢ nadmierng
lepko$¢. Dtugoterminowg kontrole produkcji monoklonalnych immunoglobulin mozna
osiggna¢ za pomoca chemioterapii. Weczesne rozpoznanie objawow nadlepkosci, potwierdzone
laboratoryjnie podwyzszong zawarto$cig paraprotein i zwickszong lepkoscia krwi, ma

kluczowe znaczenie dla prawidlowego postepowania w tej grupie chorych.
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1.9 Daratomumab-przetomowy lek w terapii celowanej a interferencje
w badaniach laboratoryjnych

Pomimo duzych postepéw w leczeniu w ciggu ostatnich lat, szpiczak plazmocytowy
pozostaje chorobg nieuleczalng. Oprocz wprowadzenia do terapii lekow immunomodulujacych
I inhibitoréw proteasomu, obecnie leczenie zmierza w kierunku immunoterapii biernej
z uzyciem przeciwcial monoklonalnych. Przetomowym lekiem okazat si¢ daratumumab (Dara)

- monoklonalne przeciwciato anty-CD38 (76),(77),(78).
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Daratumumab zostat zarejestrowany przez Amerykanski Urzad ds. Zywnoéci i Lekow
(Food and Drug Administration - FDA) po raz pierwszy w listopadzie 2015 roku do stosowania
w monoterapii u chorych na szpiczaka plazmocytowego, ktdrzy otrzymali wcze$niej
przynajmniej trzy linie leczenia, oraz u chorych opornych zaréwno na inhibitor proteasomu
(np. bortezomib) jak i lek immunomodulujacy (np.talidomid lub lenalidomid). W 2016 roku
daratumumab zostal zatwierdzony przez Europejska Agencje ds. Lekow (European Medicines
Agency - EMA) do leczenia szpiczaka plazmocytowego, a od lipca 2019 roku lek ten znajduje
si¢ na liscie refundacyjnej Narodowego Funduszu Zdrowia w Polsce.

CD38 to receptor powierzchniowy znajdujacy si¢ na wigkszosci komodrek
szpiczakowych i wptywajacy na ich zdolno$ci do zasiedlanie organu pochodzenia, migracji i
adhezji.

Anty-CD38 - Dara posiada szeroki zakres aktywnosci indukujacej $mier¢ komorek

nowotworowych poprzez r6zne mechanizmy: cytotoksycznosci zaleznej od uktadu dopetniacza
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(complement-dependent cytotoxicity - CDC), cytotoksycznosci komodrkowej zaleznej od
przeciwcial (antibody dependent cellular cytotoxicity - ADCC) oraz zalezna od przeciwciat
fagocytoze komorkows (antibody - dependent cellular phagocytosis - ADPC). Obserwowano
cytotoksyczng aktywacje i ekspansje komorek T po monoterapii w nawrotowej lub opornej na
leczenie chorobie, co sugeruje mozliwg rolg immunomodulacyjng daratumumabu (79). Istnieja
réwniez doniesienia, ze zastosowanie Dara moze ,przesterowac” ochronng funkcje
makrofagdw zwigzanych z nowotworem na efektywng aktywnos$¢ przeciwnowotworowa.
Kilkuletnie doswiadczenia kliniczne ze stosowania Dara wygladajg obiecujaco zaréwno pod
wzgledem profilu toksycznosci jak i1 skuteczno$ci w leczeniu opornego i nawrotowego
szpiczaka plazmocytowego (76).

Daratumumab jest monoklonalnym przeciwciatem IgG-kappa, wigc rozwazania
dotyczace zastosowania tego leku w terapii szpiczaka plazmocytowego obejmujg rowniez
mozliwos¢ jego interferencji w badanie elektroforezy biatek (SPE) i immunofiksacji surowicy
(IFE) (80), (81), (41). Jest to niezwykle istotne ze wzglgdu na fakt, ze zgodnie
z rekomendacjami  Polskiej Grupy Szpiczakowej monitorowanie poziomu biatka
monoklonalnego jest zalecane w przebiegu oceny odpowiedzi na terapie, a ujemna
immunofiksacja surowicy i moczu jest jednym z kryteriow catkowitej remisji choroby (1).

Daratumumab moze wplywaé na wyniki badan przedtransfuzyjnych oraz utrudniaé
dobor krwi do przetoczenia (82). Na erytrocytach obecne sg antygeny CD38 wiec lek przytacza
si¢ do nich, powodujac dodatni bezposredni test antyglobulinowy (83). Dara moze maskowac
réwniez klinicznie istotne alloprzeciwciata (84). Dodatnie reakcje moga utrzymywacé si¢ do 6
miesi¢cy od podania leku. Informacja o leczeniu chorego Dara jest kluczowa, aby wdrozy¢
odpowiednig procedur¢ badan przedtransfuzyjnych. Najpowszechniejsza jest procedura z
uzyciem DTT (ditiotreitol), ktory niszczy glikoproteing CD38 na powierzchni panelowych
krwinek czerwonych (85). Daratumumab obecny w 0soczu pacjenta nie reaguje wowczas Z
krwinkami, co nie zaburza wykrywania alloprzeciwcial. Metoda ta ma jednak istotne
ograniczenie — DTT niszczy tez inne antygeny krwinek czerwonych, w tym bardzo istotny
klinicznie antygen K. Dostepna jest alternatywna metoda z odczynnikiem DaraEx blokujacym
swoiscie tylko antygen CD38 na krwinkach czerwonych (86). Wada metody jest duzy koszt
odczynnika.

41



1.10 Nieprawidlowosci w przesiewowych testach krzepniecia u
pacjentow ze szpiczakiem plazmocytowym

U chorych na dyskrazje komorek plazmatycznych istnieje zwickszone ryzyko
wystapienia zarowno Skazy krwotocznej jaki zakrzepicy zylnej oraz choroby zatorowo-
zakrzepowej tetnic.

Czynniki prozakrzepowe w szpiczaku to: wytwarzane przez komorki nowotworowe
autoprzeciwciata skierowane przeciw naturalnym antykoagulantom (np. biatku S i C) oraz
wytwarzane przez komorki podscieliska cytokiny takie jak interleukina 6 (IL-6), czynnik
wzrostu Srodbtonka naczyniowego (vascular endothelial growth factor - VEGF), czy czynnik
martwicy nowotworow (tumor necrosis factor a - TNF-alfa), ktore indukujg wzrost st¢zenia
czynnika VIII i czynnika von Willebranda oraz ekspresj¢ czynnika tkankowego (tissue factor
— TF) na komoérkach $rodbtonka.

Zwigkszona tendencja do zakrzepicy u pacjentow z dyskrazjami plazmocytowymi moze
by¢ zwigzana rOwniez ze zwigkszong lepkoscig krwi spowodowana wysokim stezeniem biatka
monoklonalnego, co moze zaburzaé¢ struktur¢ fibryny (17). Szacuje si¢, ze u 10%
nowozdiagnozowanych pacjentow ze szpiczakiem plazmocytowym rozwinie si¢ zakrzepica
zylna (87).

Krwawienia wystepuja w okoto 15% pacjentow z biatkiem monoklonalnym IgG i ponad
30% pacjentow z IgA oraz IgM (38). Pojawienie si¢ skazy krwotoCznej u pacjentow
z dyskrazjami plazmocytowymi moze przebiega¢ w wyniku réoznych mechanizméw, miedzy
innymi: niedoboré6w czynnikow krzepnigcia spowodowanych adsorpcja amyloidu,
wytwarzaniem biatka monoklonalnego o dziataniu hamujacym czynniki krzepnigcia,
uposledzonej polimeryzacji fibryny lub fibrynolizy uktadowe;j (38).

U czgsci chorych bez objawdw skazy krwotocznej lub, u ktorych wystepuja skape
objawy, mamy do czynienia z nieprawidlowymi wynikami testow hemostazy takimi jak:
przedtuzone, czy wrgcz nieoznaczalne czasy krzepnigcia, czy obnizone stg¢zenie fibrynogenu.
Problem ten poruszany byt w wielu publikacjach (88), (89), (90) jednak nadal stanowi duze
wyzwanie interpretacyjne wynikow badan laboratoryjnych w odniesieniu do aktualnego stanu

pacjenta.
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2. Cel pracy i problemy badawcze

Celem pracy jest analiza trudnosci diagnostycznych oraz przyczyn rozbieznosci
wynikow badan laboratoryjnych u pacjentow z gammapatia monoklonalng. Analiza
wspomnianych zagadnien jest krokiem do optymalizacji procesu diagnostyki pacjentow
z dyskrazjami plazmocytowymi. Powinna by¢ takze pomocna w interpretacji wynikow

rozbieznych lub niespdjnych.

Cele szczegodtowe:

1. Wykazanie rozbiezno$ci wynikow stgzenia alouminy w surowicy krwi oznaczanej z uzyciem
zieleni bromokrezolowej oraz w oparciu o pik albuminowy w rozdziale elektroforetycznym na
zelu agarozowym

2. Porownanie oznaczania st¢zenia biatka monoklonalnego metods elektroforezy 5 i 6 -
frakcyjnej.

3. Analiza czuto$ci analitycznej wykrywania wolnych tancuchéw lekkich immunoglobulin w
moczu za pomocy testow paskowych.

4. Zbadanie niespojnosci analitycznych dotyczacych wynikow oznaczania wolnych tancuchow
lekkich immunoglobulin w surowicy.

5. Analiza wynikéw badan laboratoryjnych w trakcie wystepowania tzw. przejsciowych i
wtornych gammapatii monoklonalnych.

6. Specyfika wykrywania gammapatii monoklonalnych u pacjentow z zaburzeniami
neurologicznymi.

7. Zbadanie wplywu krioglobulin i zespotu nadlepkosci na wyniki badan laboratoryjnych oraz
opisanie procedur postgpowania z materialem badanym w celu eliminacji interferencji.

8. Ocena wptywu daratumumabu (przeciwciata monoklonalnego stosowanego w leczeniu
szpiczaka plazmocytowego) na wyniki badan laboratoryjnych.

9. Przedstawienie mozliwych interferencji w badaniach uktadu krzepnigcia u chorych na

dyskrazje plazmocytowe i sposoboéw ich ograniczania.
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3. Pacjenci, materialy i metody badawcze

3.1 Grupa badana

W ramach pracy doktorskiej przeanalizowano wyniki badan 99 pacjentéow, u ktorych
wykryto w surowicy bialtko monoklonalne. Materiat do badan byl kierowany do centralnego
laboratorium krakowskiego Szpitala Uniwersyteckiego z Klinik: Hematologii, Chorob
Wewnetrznych oraz Nefrologii. U wigkszos$ci grupy badanej (n=97) zostalo postawione
rozpoznanie dyskrazji plazmocytowych, w szczegolnosci: gammapatii monoklonalnej (D47.2
— wg. Kklasyfikacji ICD-10), szpiczaka plazmocytowego (C90.0), makroglobulinemii
Waldenstroma (C88.0) oraz amyloidozy (E85.9 — 84). U pozostalych 2 pacjentow
(czterdziestoletniej kobiety oraz trzyletniej dziewczynki), pomimo obecno$ci biatka
monoklonalnego w surowicy, diagnoza dyskrazji plazmocytowych zostata wykluczona w toku
dalszych badan.

Do analizy rozbieznosci wynikow oznaczaniu albuminy w surowicy krwi wykorzystano
wyniki 50 pacjentow z dyskrazjami plazmocytowymi. Wigczono takze grupe kontrolng, ktora
stanowilo 157 pacjentow bez dyskrazji plazmocytowych oraz bez biatka monoklonalnego
W surowicy.

W celu wyznaczenia czutosci testow paskowych dla tancuchéw lekkich w moczu
przeanalizowano wyniki 21 pacjentow.

W celu poréwnania oznaczania st¢zenia biatka monoklonalnego metoda elektroforezy
5 i 6-frakcyjnej analizowano wyniki 12 pacjentow.

Wyniki pozostatych pacjentow z dyskrazjami plazmocytowymi zostaty przedstawione
w formie analizy przypadkow do zobrazowania zjawisk:

o trudno$ci w oszacowaniu stezenia biatka M wystepujacego w strefie beta-globulin (n=1)

o niespdjnosci analityczne w oznaczaniu wolnych tancuchow lekkich w surowicy (n = 4);

o opis zjawiska przemijajacej 1 wtornej gammapatii monoklonalnej (n=3).

o trudno$ci w badaniu surowicy pacjentow z zespotem nadlepkosci i krioglobulinemig (n=3).
o problemy w interpretacji wynikéw chorych leczonych daratumumabem (n=2)

o opis interferencji monoklonalnych immunoglobulin w testy krzepnigcia (n=1)

Dodatkowo, badano z jaka czgsto$cig wsrdd pacjentdw z objawami neurologicznymi,
ktérzy kierowani sg na badanie na obecno$¢ prazkow oligoklonalnych w plynie mézgowo-
rdzeniowym, wystepuja prazki monoklonalne w PMR. W tym celu przeanalizowano wyniki

elektroforegraméw ptynu mozgowo-rdzeniowego i surowicy 1442 pacjentow (z Kliniki
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Neurologii, Hematologii i Chorob Zakaznych). Sposréd nich opisano przypadki 2 pacjentow,

u ktorych w trakcie diagnostyki neurologicznej wykryto MGUS.

3.2 Materiaty

Probki krwi zostaly pobrane od pacjentéw do odpowiednich probowek systemu
zamknigtego (Sarstedt, Germany). Surowice otrzymano wirujac krew 5 minut, z predkoscia 4
tysigce obrotow/min w temperaturze 20°C uzywajgc wirowki Heraecus Multifuge X3 FR
(ThermoFisher Scientific, Germany). Osocze otrzymano wirujgc krew 15 minut, z predkoscia
3,5 tysiaca obrotow/min w temperaturze 20°C uzywajac wirowki Heraeus Multifuge X3 FR
(ThermoFisher Scientific, Germany). Mocz byl zbierany do dedykowanych zestawoéw do
pobierania i transportu moczu (Cormay Diagnostics, Poland). Badania laboratoryjne zostaty

wykonane dniu pobrania krwi i moczu.

3.3 Metodyka badan

3.3.1 Metody analityczne oraz aparatura

llosciowe oznaczenie stgzenia albuminy oraz tancuchow lekkich kappa i lambda
W moczu zostato wykonane metoda immunonefelometryczng na analizatorze BN Il (Siemens,
Germany).

Calkowite stezenie tancuchow lekkich w surowicy oznaczano testem Total Light Chains
(TLC) Siemens, metodg immunonefelometryczng, stezenie wolnych tancuchow lekkich
oznaczano testem Freelite® Binding Site, oraz N Latex FLC assay, Siemens. Pomiarow
dokonano na nefelometrze BNII (Siemens, Germany).

Stezenie biatka catkowitego w moczu oznaczono metodg turbidymetryczng z
zastosowaniem kwasu trichlorooctowego (metoda stragceniowa) na analizatorze Cobas 501
(Roche, Switzerland) oraz przy uzyciu potilosciowych testow paskowych opartych o metode
Sorensona na aparatach: Cobas u 411 (Roche, Switzerland) oraz Sysmex UC-3500 (Sysmex,
Japan).

Analize bialkomoczu wykonano na Zelach poliakrylamidowych z dodatkiem siarczanu
dodecylu sodu (SDS), ktora jest metoda dedykowana do analizy biatek moczu (14), (15) na
aparacie Mini Protean 3 (Bio-Rad, USA).

Rozdziat biatek surowicy wraz z iloSciowym o0znaczeniem st¢zenia biatka

monoklonalnego w surowicy oraz immunofiksacj¢ surowicy i moczu wykonano metodami
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elektroforetycznymi na zelach agarozowych na analizatorze Interlab G 26 easy fix (Interlab,
Italy).

Stezenie albuminy w surowicy mierzono na analizatorze Cobas ¢ 501 (Roche,
Switzerland) testem kolorymetrycznym z zieleniag bromokrezolowsg oraz na analizatorze
Interlab G 26 easy fix (Interlab, Italy), metoda elektroforetyczna na zelach agarozowych.

Stezenie biatka catkowitego w surowicy mierzono testem kolorymetrycznym
z odczynnikiem biuretowym na analizatorze Cobas ¢ 501 (Roche, Switzerland).

Morfologia krwi obwodowej wykonana byta na analizatorze hematologicznym Sysmex
XN-1000 (Sysmex, Japan) metoda impedancyjng i metoda fluorescencyjnej cytometrii
przeptywowe;j.

Rozdzialy elektroforetyczne ptynow mozgowo-rdzeniowych przeprowadzono technika
ogniskowania izoelektrycznego na aparacie Hydrasys 2 Scan (Sebia, France).

Oznaczenie czasOw krzepniecia osocza metoda koagulometryczng i aktywnosci
czynnikow krzepnigcia VII i VIII metodg chromogenng przeprowadzono na analizatorze BCS
XP (Siemens, Germany) oraz metoda pomiaru optomechanicznego na aparacie BFT II
(Siemens Healthcare Diagnostics, Germany).

Fibrynogen oznaczono dodatkowo metoda turbidymetryczng na analizatorze Atellica
Coag 360 Siemens (Germany).

Krioglobuliny wykryto przechowujac surowicg w temperaturze 4°C w lodoéwce przez
48 godzin, a nastgpnie ogrzewajac osad w temperaturze 37°C w cieplarce przez godzing

(jakosciowy test wykrywania krioglobulin).

3.3.2 Wyznaczenie czulosci analitycznej testow paskowych dla
wolnych tancuchoéw lekkich.

Do wyznaczenia czuto$ci analitycznej oznaczania wolnych tancuchéw lekkich
immunoglobulin w moczu za pomoca testow paskowych wykorzystano liofilizowane preparaty
wolnych tancuchow lekkich immunoglobulin typu kappa oraz lambda. Nawazke preparatu
rozpuszczono w odpowiedniej objetosci buforowanej soli fizjologicznej, aby otrzymaé
wyj$ciowy roztwor o stezeniu 5 g/l (c0). Wyjsciowy roztwor zostat odpowiednio rozcienczony,
aby otrzymac¢ roztwory o stezeniach: c1 = 2,5g/l; c2=1,67,c3=1g/l,c4=0,75¢g/l;c5=0,5
g/l; ¢6 = 0,3 g/l; ¢c7 = 0,15 g/l; ¢8 = 0,1 g/l. W probkach c0-c8 zostato oznaczone biatko za
pomocg testu paskowego, stezenie wolnych tancuchow lekkich za pomoca testu TLC Siemens

oraz stezenie biatka catkowitego metoda turbidymetryczna.
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Uzyskane na podstawie liofilizowanych FLC wyniki poréwnywano z danymi
otrzymanymi od pacjentow. Do eksperymentu wiaczono wyniki badan od pacjentow (n = 21)
spetniajacych nastgpujace kryteria:

1. Obecnos¢ podwojnej lub pojedynczej strefy biatkowej o masie czasteczkowej 44kDa lub/i
22kDa (obszar migracji odpowiednio: dimeru oraz monomeru wolnych tancuchéw lekkich
immunogobulin) oraz brak wyraznego prazka w strefie migracji albuminy (ok. 67 kDa)

W obrazie elektroforetycznym biatek moczu (Ryc. 22).

A A A

22 kDa 44 kDa obszar migracji
albuminy

Ryc. 22 Rozdziat elektroforetyczny biatek moczu na zelu poliakrylamidowym z dodatkiem SDS. Widoczna
strefa monomeru oraz dimeru wolnych tanicuchéw lekkich immunoglobulin. U pacjenta nie
zaobserwowano prazka pochodzacego od albuminy.

2. Stezenie albuminy w moczu ponizej 150 mg/l (czulo$¢ minimalna paskoéw testowych
w stosunku do albuminy). W ten sposoéb wyeliminowano wptyw obecnosci albuminy na

wynik biatka oznaczonego za pomocg testu paskowego.

W celu potilosciowej analizy biatka w moczu uzyto dwoch rodzajow paskow testowych:

Meditape UC-9A Sysmex oraz Combur-Test® strip Roche (Ryc. 23).
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Ryc. 23 Testy paskowe firmy Roche do oznaczen parametrow fizyko-chemicznych w moczu.

Wyniki przyjmowaty nast¢pujace wartosci skokowe: wynik ujemny (biatko w stezeniu
niewykrywalnym), wynik + (st¢zenie biatka powyzej 0,25 g/l), wynik ++ (stezenie biatka
powyzej 0,75 g/l), wynik +++ (stezenie biatka powyzej 1,5 g/l).

3.3.3 Opracowanie statystyczne wynikow

Analizg statystyczna wykonano przy uzyciu pakietu statystycznego Statistica (wersja
13,3).

W statystyce opisowej podawano odsetek grupy (liczbe) dla zmiennych nominalnych,
zakres wartosci (min — max), median¢ (dolny-gorny kwartyl) oraz $rednig +/- odchylenie
standardowe. Do badania normalnosci rozkladu stosowano test Shapiro-Wilka. W
przypadkach, gdzie nie potwierdzono zgodnosci z rozktadem normalnym, do porownan miedzy
grupami uzyto testow nieparametrycznych. Porownujac stezenia albumin mierzone metodami
elektroforetyczng oraz kolorymetryczng zastosowano test nieparametryczny dla zmiennych

zaleznych (test Wilcoxona). Poréwnujac roznice stgzen albuminy wykorzystano
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nieparametryczny test dla zmiennych niezaleznych (test Manna Whitney’a).W celu poréwnania
stezenia biatka M oszacowanego na podstawie elektroforezy 5 vs 6 frakcyjnej zastosowano test
t-Studenta dla zmiennych zaleznych. Analize statystyczna wykonano przy uzyciu pakietu

statystycznego Statistica (wersja 13,3).
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4. Wyniki
4.1 Réznice w stezeniu albuminy w zaleznosci od wybranej metody

W pracy porownywano stezenie albuminy oznaczone metodg kolorymetryczng (z
uzyciem zieleni bromokrezolowej) oraz metoda elektroforetyczng u pacjentéw z rozpoznaniem
dyskrazji plazmocytowych (n = 50 0s6b) oraz w grupie kontrolnej (n = 157 0s6b). Zar6wno w
grupie pacjentdw z dyskrazjami, jak 1 w grupie kontrolnej, wykazano, ze st¢zenia albuminy
mierzonej metoda kolorymetryczng oraz elektroforetyczng rdznig si¢ znamiennie statystycznie
(w obu grupach p<0,001). Analiza opisowych danych statystycznych wskazuje, ze w grupie
pacjentow z dyskrazjami plazmocytowymi st¢zenia albuminy mierzone metoda
elektroforetyczng sa wyzsze. Odwrotnie jest w przypadku grupy kontrolnej — oznaczenie
metoda kolorymetryczng daje wyzszy wynik niz metoda elektroforetyczng (Tab. 3). W dalszej
analizie, w obu grupach obliczono réznice st¢zen albuminy oznaczonych dwiema uzywanymi
metodami zgodnie ze wzorem: [st¢zenie albuminy oznaczone metoda kolorymetryczng] —
[stezenie albuminy oznaczone metoda elektroforetyczng]. Przeprowadzono analize

wspomnianych réznic wykazujac ich istotnos$¢ statystyczng (p<0,01).

Tab. 3 Wybrane parametry statystyczne dotyczace stezenia albuminy oznaczanego metodami:
kolorymetryczna (ALB_met. kolorym.) oraz elektroforetyczng (ALB_met. elektrof.) u pacjentéw
z dyskrazjami plazmocytowymi oraz w grupie kontrolne;j.

Pacjenci z dyskrazjami Grupa kontrolna (n = 157)
plazmocytowymi (n = 50)
ALB_met. ALB_met. ALB_met. ALB_met.
kolorym. elektrof. kolorym. elektrof.
Mediana (dolny — 32,0 (28,0- 39,9 (33,2 43 (39,7-46,6) 38,2 (35,3-
gorny kwartyl); g/l 38,0) 42.4) 41,1)
Srednia +/- SD 32,3 +/-6,5 38,4 +/-6,4 429 +/-54 37,8 +/-4,3
Min — Max; g/l 16-44,6 26,8-51,15 24-66,2 19,7-47,7
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Aby lepiej zobrazowaé opisane zalezno$ci stworzono wykres ramka — wasy dla albuminy

zmierzonej obiema metodami dla grupy pacjentow (1,2) oraz dla grupy kontrolnej (3,4) (Ryc.
24).
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O
30

20
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10 : : : : ' ' [] 25%-75%
1 2 3 4 T Min-Maks

Ryc. 24 Stezenie albuminy zmierzonej obiema metodami w grupie pacjentéw oraz w grupie kontrolnej

1 - Stezenie albuminy u pacjentéw z dyskrazjami plazmocytowymi, metoda kolorymetryczna 2 - Stezenie
albuminy u pacjentéw z dyskrazjami plazmocytowymi, metoda elektroforetyczna 3 - Stezenie albuminy u
pacjentéw z grupy kontrolnej, metoda kolorymetryczna 4 - SteZenie albuminy u pacjentéw z grupy
kontrolnej, metoda elektroforetyczna.

Na wykresie ramka wasy mozna zauwazyC, ze w grupie pacjentow z dyskrazjami
plazmocytowymi, dla obu uzywanych metod 50% warto$ci st¢zen albumin (zakresy: 25%-
75%) miesci si¢ w szerszych zakresach niz w przypadku oséb z grupy kontrolnej: 28,0-38,0
oraz 33,2 — 42,4 vs 39,7-46,6 oraz 35,3-41,1.
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Na wykresie ramka-wasy zobrazowano rowniez roznice stezen albuminy zmierzonych

dwiema metodami dla obu grup badanych (pacjenci vs kontrolna) (Ryc. 25).
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-30
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1-pacjenci zdyskraziami plazmocytowymi [125%-75%
2-grupa kontrolna T Min-Maks

Ryc. 25 Réznice stezen albuminy zmierzonych dwiema metodami dla pacjentéw badanych i grupy
kontrolne;j.

Na wykresie mozna zaobserwowac, ze wigkszo$¢ roznic stezen albuminy dla pacjentow
z dyskrazjami lokuje si¢ w obszarze warto$ci ujemnych, co jest zwigzane z podkreslanym
wczesniej zjawiskiem zawyzania wyniku w metodzie elektroforetycznej w tej grupie. Dla grupy
kontrolnej jest odwrotnie. Jednak bezwzgledna warto$¢ rozstgpow (max-min) roéznic st¢zenia
albuminy w obu grupach jest bardzo podobna: 25,8 vs 29,7 (wykresy przypominajga swoje
odbicia lustrzane).

Wybrane parametry statystyczne analizy réznic st¢zen albuminy oznaczonych obiema

metodami przedstawiono w tabeli (Tab. 4).
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Tab. 4 Wybrane parametry statystyczne réznic stezenia albuminy dla obu badanych grup (pacjentéw i
grupy kontrolnej).

Roznice stezen albuminy u
pacjentow z dyskrazjami
plazmocytowymi (n = 50)

Roznice stezen albuminy w grupie
kontrolnej (n = 157)

Mediana (dolny

— gorny -4,3 (-9,5-[-1,4]) 53(3,5-6,8)
kwartyl); g/l
Min — Max 23226 (258) 49— 248 (-29.7)

(rozstep); g/l

Dokonano takze analizy roznic st¢zenia albuminy w badanej grupie pacjentdw z
dyskrazjami plazmocytowymi (n=50) uwzgledniajac ewentualng zmian¢ stopnia
zaawansowania klinicznego pacjenta zgodnie z mi¢edzynarodowa klasyfikacja prognostyczna
szpiczaka plazmocytowego (ISS) (Tab. 1). W przypadku 26% pacjentow (n=13) metoda
oznaczania albuminy wptywa na zaklasyfikowanie pacjenta do odmiennych kategorii (ISS 2
lub ISS 1). Mozna wnioskowaé, ze w tych przypadkach wykorzystanie metody
elektroforetycznej do oznaczenia stezenia albuminy wiaze si¢ z niedoszacowaniem ciezkosSci

stanu klinicznego pacjentow. Omowione wyniki przedstawiono w tabeli (Tab. 5).

Tab. 5 Poréwnanie oznaczenia stezenia albuminy dwoma metodami, ktére kwalifikujg pacjenta do
odmiennych kategorii klasyfikacji szpiczaka ISS.

Stezenie albuminy (g/l)

Metoda kolorymetryczna Metoda elektroforetyczna Roznica
21 35,5 -14,5
26 38,27 -12,27
34 38,4 -4,4
32 38,6 -6,6
28 39,3 -11,3

33,1 40,9 -7,8
29,4 41,7 -12,3
29,1 42,04 -12,94
30,2 44,5 -14,3
26 45,2 -19,2
27 48,2 -21,2
29,2 49,9 -20,7
28 51,15 -23,15
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4.2 llosciowe oznaczanie biatka monoklonalnego metoda
elektroforetyczna

Przypadek 1 (pacjentka 1)

W celu pokazania trudnosci w kwantyfikacji biatka M metoda elektroforetyczng
szczegblnie w Sytuacji umiejscowienia biatka monoklonalnego w pasmie beta-globulin
przedstawiono przypadek 66 — letniej kobiety, ktora od 4 lat byta monitorowana w poradni
hematologicznej z powodu MGUS 1gG kappa. Biatko monoklonalne o stezeniu 17 g/l we
frakcji beta-globulin zostato wykryte podczas rutynowych badan kontrolnych (Ryc. 26 1A,1B).
Pod koniec 2020 roku u chorej nastapit szybki wzrost biatka M do poziomu 35 g/l (Ryc. 26
2A,2B) oraz pojawily si¢ drobne ogniska lityczne ko$ci czaszki. Pomimo obecnosci jedynie 8%
plazmocytow w badaniu trepanobioptatu szpiku kostnego uznano, ze speilnia kryteria
rozpoznania szpiczaka plazmocytowego w stadium | wg ISS. W celu ustalenia ryzyka
cytogenetycznego wykonano analiz¢ technikg FISH z zastosowaniem podstawowego zestawu
sond szpiczaka plazmocytowego. Nie wykazano niekorzystnie rokujacej utraty genu TP53 inie
wykazano rearanzacji genu IGH wigc chorg zakwalifikawano do grupy standardowego ryzyka.
W 2021 roku rozpoczgto chemioterapie, a na poczatku 2022 u chorej przeprowadzono zabieg
transplantacji autologicznych komorek krwiotworczych (autoHSCT). Poczatkowo uzyskano
poprawe stanu chorej i spadek biatka M do wartosci 12,6 g/l (Ryc. 26 3A,3B), natomiast po 2
miesigcach nastgpit ponowny wzrost biatka M 1 stwierdzono wznow¢. Z uwagi na brak
oczekiwanej remisji po przeszczepieniu szpiku kostnego chora zakwalifikowano do leczenia
elranatamabem w ramach programu sponsorowanego. Elranatamab to humanizowane
przeciwcialo bispecyficzne skierowane przeciwko komorkom szpiczaka wykazujacym
ekspresje antygenu dojrzewania komorek B (B-cell maturation antygen - BCMA) i limfocytom
T wykazujacym ekspresje CD3. W otwartym, wieloosrodkowym, nierandomizowanym
badaniu Il fazy oceniajagcym bezpieczenstwo i skuteczno$¢ monoterapii elranatamabem -
MegnetisMM-3 oceniono, ze Elranatamab jest skutecznym lekiem na szpiczaka u pacjentow z
chorobg oporng na leczenie (91). Po 3 miesigcach stezenie biatka M utrzymywalo si¢ na
poziomie 10 g/l w badaniu elektroforetycznym i jako $lad w badaniu immunofiksacji surowicy
(Ryc. 26 4A,4B). Niepokdj budzity bardzo niskie stezenia immunoglobulin: 1IgA: <0,27 g/l [0,7
-4,0], IgM ¢/l: <0,18 [0,4-2,3], 1gG: 2,66 ¢/l [6,3-17,0]. Wolne tancuchy immunoglobulin byty
ponizej zakresu oznaczalnosci: FLC k< 0,06 mg/1 [3,3-9,4], FLC A< 0,05 mg/1 [5,71-26,30].W
rezultacie terapii u pacjentki doszto do rozwoju wtoérnego niedoboru odpornosci, pomimo tego

kontynuowano leczenie elranatamabem w celu uzyskania catkowitej eradykacji biatka M. Z
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komentarza umieszczonego przez diagnoste na wyniku badania proteinogramu wynikato, ze
oszacowane stgzenia biatka M (10 g/l) w surowicy jest przyblizone z uwagi na brak mozliwosci
oddzielenia go od innych prawidlowych biatek komigrujagcych we frakcji beta. Z uwagi na
niebezpiecznie niskie stgzenia immunoglobulin chorg zakwalifikowano do leczenia
substytucyjnego  wlewami  immunoglobulin, utrzymano leczenie  podtrzymujace
elranatamabem i po 3 miesigcach uzyskano remisj¢ choroby - brak biatka M na wynikach

proteinogramu i immunofiksacji surowicy (Ryc. 26 5A, 5B).
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Proteinogram z widoczng strefg biatka
monoklonalnego we frakcji beta-globulin o
stezeniu 17 g/l (1A). Metoda immunofiksacji
stwierdzono obecno$¢ biatka monoklonalnego
IgG kappa (1B) (Diagnoza: MGUS IgG kappa).
Stezenie IgG intact: 19,1 g/1. Marzec 2017 r.

Proteinogram ze strefg biatka monoklonalnego
we frakcji beta-globulin o stezeniu 35 g/l (2A).
Metoda immunofiksacji potwierdzono obecno$¢
biatka monoklonalnego IgG kappa (2B)
(Diagnoza: szpiczak plazmocytowy). Stezenie IgG
intact: 35,0 g/1. Grudzien 2020 r.

Wynik proteinogram (3A) i immunofiksacjii
(3B) u pacjentki po chemioterapii i leczeniu
autoHSCT. Stezenie biatka monoklonalnego: 12.6
g/1. Stezenie IgG intact: 12,0 g. Maj 2022 r.

Wynik elektorforezy surowicy po wprowadzeniu
do leczenia pacjentki elranatamabu (4A). W
immunofiksacji $lad biatka monoklonalnego
(4B). Stezenie biatka monoklonalnego: 10,0 g/1
(liczone z cata frakcja beta-globulin). Stezenie
IgG intact: 2,6 g/1. Pazdziernik 2022 r.

Proteinogram (5A) i immunofiksacja (5B)
surowicy pacjentki po uzyskaniu remisji — brak
biatka monoklonalnego. Stezenie frakcji beta-
globulin: 9,3 g/l. Stezenie IgG intact: 6,2 g/1.
Styczen 2023 r.

Ryc. 26 Zestawienie wynikéw SPE oraz IFE pacjentki 1 ze szpiczakiem plazmocytowym z biatkiem M we

frakcji beta-globulin, podczas monitorowania terapii.
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W pracy poréwnano dwie metody oznaczania stezenia biatka M: 5 i 6 - frakcyjng
elektroforez¢ na zelu agarozowym. Celem poréwnania bylo zbadanie czy w technika 6
pasmowa zmniejsza wptyw biatek komigrujgcych z bialkiem M na oszacowanie jego stezenia.
Wykonano réwnolegte rozdzialy w 12 surowicach chorych ze szpiczakiem plazmocytowym z
immunoglobuling monoklonalng we frakcji beta-globulin i obliczono oraz poréwnano stezenia
biatka M (Tab. 6). Stezenie biatka monoklonalnego oszacowanego na podstawie rozdziatow
elektroforetycznych mie$cito sie¢ w zakresie: 1,3 — 33,2 g/l dla elektroforezy 5-frakcyjnej oraz
1,1 — 31,1 ¢/l dla elektroforezy 6-frakcyjnej. U 25% (n = 3) bialko monoklonalne byto
zlokalizowane we frakcji beta 1, natomiast u pozostatych 75% (n = 9) we frakcji beta 2. Przy
pomocy testu t-Studenta dla prob zaleznych udowodniono, ze st¢zenia biatka M oszacowane
na podstawie réznych systemoéw elektroforetycznych rdznig si¢ istotnie statystycznie
(p=0,000074). U wszystkich pacjentow stezenia biatka M oszacowane metodg 6-frakcyjng byto
nizsze niz w przypadku techniki 5-frakcyjnej (Srednia: 19,59 +/-9,78 vs 15,59 +/-8,77).

Przyktadowe rozdziaty elektroforetyczne w surowicy pacjenta X pokazano na Ryc. 27.

A B

21,5 g/l B

i

|
‘ i
4\ [Edited Edited =g

Ryc. 27 Wynik elektroforezy biatek u pacjenta X: A - rozdziat 5 - frakcyjny, B - rozdziat 6 - frakcyjny.
Biatko monoklonalne znajduje sie we frakcji 3 1.
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Tab. 6 Stezenia biatka M we frakcji beta-globulin wykonanych w surowicy pacjentéw réownolegle w
rozdziatach elektroforetycznych 5 i 6 - frakcyjnych.

Pacjent Stezenie bialka M [g/]] Stezenie bialka M [g/1]
Elektroforeza 5 pasmowa | Elektroforeza 6 pasmowa

I 7,3 5,9

I 1,3 1,1
i 9,6 7,3
v 27,6 20,0
Vv 26,2 21,5
VI 32,1 27,5
VII 20,3 14,1
\211 33,2 31,1
IX 16,0 10,9
X 21,5 19,1
Xl 20,5 14,4
X1l 19,5 14,2

4.3 Czulos¢ testow paskowych dla tancuchow lekkich immunoglobulin

Aby okresli¢ czuto$¢ testow paskowych dla tancuchow lekkich, przeanalizowano
mocze 21 pacjentow, dla ktorych stezenie albuminy byto nizsze od 150 mg/1 (2,9 - 145 mg/l;
mediana = 35,1 mg/l). U 66,67% pacjentéw (n = 14) dominujacym typem tancuchoéw lekkich
obecnych w moczu byty tancuchy kappa (Tab. 7). Stezenie LC kappa miescito si¢ w granicach:
31,9 - 5090 mg/l, mediana wynosita 197,000 mg/l (dolny kwartyl: 85,275 mg/l, gérny kwartyl:
659,500 mg/l). U pozostatych 33,33% pacjentow (n = 7) dominujgcg formg LC byt typ lambda
(Tab. 8) mieszczace si¢ w granicach st¢zen: 1480 — 5370 mg/l). Mediana stezen tancuchow
lekkich lambda wynosita 1170,000 mg/l (dolny kwartyl: 471 mg/l; gorny kwartyl: 5040 mg/I.
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Tab. 7 Stezenia biatek w moczu pacjentow zawierajacych tancuchy lekkie kappa. LC - tancuchy lekkie
kappa (metoda nefelometryczna); ALB - albumina (metoda nefelometryczna); PROT - biatko catkowite
(test paskowy); TP_U - biatko catkowite (metoda turbidymetryczna); uj ~-wynik ujemny; NA - nie
analizowano. Kolorem czerwonym zaznaczono stezenie LC w moczu, dla ktoérego test paskowy pokazat
obecno$¢ biatka.

Pacjent LC kappa ALB. PROT TP U

[mg/l] [mg/l] [g/1]
Pacjent A 31,9 11,7 uj 0,14
Pacjent B 59,7 2.9 uj 0,08
Pacjent C 71,4 18,9 uj 0,13
Pacjent D 89,9 32 uj 0,15
Pacjent E 100,0 4.2 uj 0,10
Pacjent F 116,0 6,4 uj 0,40
Pacjent G 160,0 74,4 uj 0,87
Pacjent H 234 53,2 1+ NA
Pacjent I 261,0 35,1 uj 0,91
Pacjent J 351,0 42.4 2+ 1,04
Pacjent K 356,0 18,7 1+ 0,46
Pacjent L 1570 55,1 1+ NA
Pacjent M 3640,0 28,6 3+ 2,90
Pacjent N 5090 80,4 2+ NA
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Tab. 8 Stezenia biatek w moczu pacjentéw zawierajacych tancuchy lekkie lambda: LC - tancuchy lekkie
lambda (metoda nefelometryczna); ALB - albumina (metoda nefelometryczna); PROT - biatko catkowite
(test paskowy); TP_U - biatko catkowite (metoda turbidymetryczna); uj ~-wynik ujemny; NA - nie
analizowano. Kolorem czerwonym zaznaczono stezenie LC w moczu, dla ktoérego test paskowy pokazat
obecno$¢ biatka.

Pacjent LC lambda ALB. PROT TP U
[mg/1] [mg/l] [g/1]
Pacjent O 148,0 117,0 ujemny 0,34
Pacjent P 471,0 3,2 ujemny NA
Pacjent R 1100,0 80,5 2+ NA
Pacjent S 1170,0 14,9 1+ 1,50
Pacjent T 1440,0 50,0 1+ 2,89
Pacjent U 5040,0 145,0 1+ 3,52
Pacjent W 5370,0 45,0 1+ 7,75

Dla tafcuchow lekkich kappa najnizsze stezenie (oznaczone metoda nefelometryczng),
dla ktorego zaobserwowano dodatni wynik testu paskowego wynosito 234 mg/l (wynik 160
mg/l zostal oznaczony jako ujemny). Jednak w probce ze stezeniem LC kappa 261 mg/l za
pomocg testu paskowego nie zostato wykryte biatko. We wszystkich probkach o stezeniu LC
kappa >350 mg/l wykryto biatko za pomocg testu paskowego. Dla tancuchéw lambda, prog
wykrywalnosci testem paskowym byt wyzszy. Najnizsze stezenie, dla ktorego zaobserwowano
dodatni wynik testu paskowego wynosito 1100 mg/l (wynik 471 mg/l zostat oznaczony jako

ujemny).

60



W eksperymencie wykorzystano rowniez liofilizowane tancuchy lekkie o
zdefiniowanych stezeniach ( 3.3.2 Wyznaczenie czulosci analitycznej testow paskowych dla

wolnych tancuchow lekkich.).\Wyniki przedstawiono w tabeli (Tab. 9).

Tab. 9 Rozcieficzania standardu zawierajgcego tancuchy lekkie (LC) lambda i kappa -kolorem czerwonym
zaznaczono rozcienczenie z najnizszym stezeniem LC, dla ktorego test paskowy pokazat obecno$¢ biatka
W moczu.

Stezenie LC Stezenie bialka — Stezenie
LC lambda, lambda mg/l | metoda .QZ !
- bialka —test
liofilizowane (met. kolorymetryczna askow
nefelom) g/l P y
Kappa 4230 3,80 1+
cO
lambda 1520 3,41 1+
Kappa 2080 1,58 1+
cl
lambda 992 1,64 1+
Kappa 1410 1,01 1+
c2
lambda 485 0,81 1-
Kappa 838 0,59 1+
c3
lambda 330,0 0,62 1-
Kappa 671 0,42 1+
c4
lambda 270,0 0,44 1-
Kappa 436 0,24 .
c5 +
lambda 202,0 0,27 1-
Kappa 267 0,11 1-
c6
lambda 77,3 0,12 1-
Kappa 123 <0,03 1-
c7
lambda 48,5 0,04 1-
Kappa 80,9 <0,02 1-
c8
lambda 33,8 <0,02 1-

Zarébwno wyniki oznaczenia z uzyciem preparatu liofilizowanego jak i moczy

pacjentow wskazuja, ze czutos¢ testow paskowych jest wyzsza dla LC kappa niz lambda. Dla
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LC kappa prog wykrywalnosci biatka mozna oszacowaé na warto$¢ okoto 300 mg/l. Dla

tancuchow lekkich lambda — okoto 1000 mg/I.

4.4 Niespojnosci dotyczace oznaczania wolnych tancuchéw lekkich
immunoglobulin w surowicy testem Freelite®

Ponizej przedstawiono wyniki pacjentow ze zdiagnozowanym szpiczakiem mnogim,
w ktorych wynikach wolnych tancuchoéw lekkich (FLC) oraz catkowitych tancuchow lekkich

(TLC) zaobserwowano niespojnosci.

Przypadek 1 (pacjentka 2)

Rozdziat elektroforetyczny oraz wynik immunofiksacji surowicy pacjentki 2 (Ryc. 28)
ujawnily obecno$¢ biatka monoklonalnego: wolnych tancuchow lekkich kappa w dwoch
strefach: staba, niepoliczalna ilos¢ we frakcji alfa 2 oraz bardzo mocna strefa w pasmie gamma-
globulin (14,1 g/l).

Edited =] ELP G A M K A

Ryc. 28 Elektroforegram oraz wynik immunofiksacji surowicy pacjentki 2: obecnos$¢ biatka monoklonalnego -
wolnych tancuchéw lekkich kappa w dwoch strefach: staba w alfa 2 oraz bardzo mocna W pasmie gamma-
globulin

Oznaczone testem Freelite® stezenie FLC kappa: 79700 mg/1 (79,7 g/1) nie tylko ponad

pieciokrotnie przewyzszato stezenie TLC, ale réwniez byto wigksze od stezenia biatka

catkowitego: 57400 mg/1 (57.4g/1) co wskazuje na zawyzenie 0znaczenia FLC (Tab. 10).
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Tab. 10 Wynik stezenia FLC, TLC oraz biatka catkowitego u pacjentki 2. Zawyzony wynik stezenia FLC
kappa testem Freelite® zaznaczono czerwonym kolorem.

Parametr Wynik [mg/1] Zakres referencyjny [mg/l]
TLC kappa 15300 1700 - 3700
TLC lambda 190 900 - 2100
FLC kappa
79700 3,30 - 19,40
Freelite® ’ ’
FLC lambda
11,7 5,71 -26,30
Freelite® ’ ’ ’
Bialko 57400 66000 - 87000
catkowite

Przypadek 2 (pacjentka 3)

Podobna sytuacja miata miejsce w przypadku pacjentki 3, u ktorej po wykonaniu badania

elektroforezy i immunofiksacji w surowicy stwierdzono obecnos$¢ biatka monoklonalnego -

wolnych tancuchow lekkich kappa we frakcji beta-globulin (Ryc. 29). W tym przypadku test

Freelite® rowniez zawyzyt stezenie FLC kappa: 14800 mg/I (14,8 g/l) versus TLC kappa 4920
mg/l (4,9 g/l) (Tab. 11).

Edited

| 'HRP 6 & N K A

Ryc. 29 Rozdziat elektroforetyczny oraz wynik immunofiksacji surowicy pacjentki 3: obecno$¢ biatka

monoklonalnego - wolnych tancuchéw lekkich kappa w pasmie beta-globulin. Biatko monoklonalne
zliczone razem z frakcjg beta.
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Tab. 11 Wynik stezenia FLC, TLC oraz biatka catkowitego u pacjentki 3. Czerwonym kolorem zaznaczono

zawyzony wynik stezenia FL.C kappa oznaczony testem Freelite®-

Parametr Wynik [mg/l] Zakres referencyjny [mg/l]
TLC kappa 4920 1700 - 3700
TLC lambda 340 900 - 2100
FLC kappa
14800 3,30 - 19,40
Freelite® ’ ’
FLC lambda
1-2
Freelite® 5,88 571 -26,30
Biatko 69500 66000 - 87000
catkowite
Przypadek 3 (pacjent 4)

Elektroforegram oraz wynik immunofiksacji surowicy pacjenta 4 (Ryc. 30) wskazujg na
obecno$¢ biatka monoklonalnego — wolnych tancuchow lekkich lambda. Ich stezenie

oznaczone testem Freelite® ponad pieciokrotnie przewyzsza stezenie catkowitych tancuchow

lekkich lambda (TLC), co przedstawiono w Tab. 12.

IFE 2 1D:

ELP G A M

Edited

Ryc. 30 Elektroforegram oraz wynik immunofiksacji surowicy pacjenta 4: obecno$¢ biatka

monoklonalnego - wolnych taficuchéw lekkich lambda w pasmie gamma-globulin.
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Tab. 12 Wynik stezenia FLC, TLC oraz biatka catkowitego u pacjenta 4. Zawyzony wynik stezenia FLC
lambda testem Freelite® zaznaczono czerwonym kolorem.

Parametr Wynik [mg/l] Zakres referencyjny [mg/l]
TLC kappa 310 1700 - 3700
TLC lambda 2390 900 - 2100
FLC kappa
7,40 3,30-19,40
Freelite® ’ ’ ’
FLC lambda
1 1-2
Freelite® 3700 5,7 6,30
Biatko 62200 66000 - 87000
calkowite

Przypadek 4 (pacjentka 5)

Z nieco inng sytuacjag mamy do czynienia analizujac wyniki pacjentki 5, u ktorej
wykryto biatko monoklonalne IgG lambda (Ryc. 31).

IFE 1 ID:

A | |f.lP G A M K )
Edited 1

Ryc. 31 Elektroforegram oraz wynik immunofiksacji surowicy pacjentki 5 : obecno$¢ biatka
monoklonalnego IgG lambda .

Wyniki oznaczen bialka catkowitego, immunoglobuliny IgG oraz wolnych
i catkowitych tancuchow lekkim przedstawiono w Tab. 13. Uwage zwraca wynik stezenia FLC

kappa, ktory jest niespojny z innymi wynikami.
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Tab. 13 Wynik stezenia FLC (oznaczenie testem Freelite®), TLC, biatka catkowitego oraz IgG u pacjentki 5 .

Czerwonym kolorem zaznaczono wynik niespéjny z pozostatymi wynikami.

Parametr Wynik [mg/1] Zakres referencyjny [mg/l]
TLC kappa 590 1700 - 3700
TLC lambda 17400 900 - 2100
FLC kappa
348 3,30 - 19.40
Freelite® ’ ’
FLC lambda 3,06 5,71 -26,30
Freelite
Bialko 113000 66000 - 87000
catkowite
IgG 71300 6380-17000

W rozwazanym przypadku pacjentki 5 w tej samej probce 0znaczono dodatkowo FLC

testem N Latex z uwagi na problemy w tescie Freelite® (Tab. 14).

Tab. 14 Wynik stezenia FLC (oznaczenie testem N Latex), TLC oraz biatka catkowitego u pacjentki 5.
Kolorem niebieskim zaznaczono wynik FLC kappa ktéry jest spéjny z pozostatymi wynikami.

Parametr Wynik [mg/1] Zakres referencyjny [mg/1]
TLC kappa 590 1700 - 3700
FLC kappa
Freelite® 8,13 3,30 - 19,40
FLC lambda
Freelite 15,0 5,71 - 26,30
Biatko
calkowite 113000 66000 - 87000

Oznaczenia FLC testem N Latex oraz zmierzone kontrolnie wartosci TLC wykazuja

wzajemng spOjnos¢ oraz zgodnos¢ z testami elektroforetycznymi SPE i IFE.
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4.5 Przemijajace i wtorne gammapatie monoklonalne
Przypadek 1 (pacjentka 6)

Aby zobrazowa¢ problem przejsciowych gammapatii monoklonalnych przedstawiono
przypadek 40 letniej pacjentki. Pacjentka zostatla skierowana na badania do poradni
hematologicznej w marcu 2019 r przez lekarza podstawowej opieki zdrowotnej z powodu
ogolnego zlego samopoczucia, stanow podgoraczkowych, boli kostnych i mig$niowych.
Wyniki badan diagnostycznych oraz stan kliniczny pacjentki mogly sugerowaé nowotworowy
rozrost plazmocytow. W tabeli przedstawiono wyniki badan laboratoryjnych (Tab. 15)

Tab. 15 Wybrane wyniki pacjentki 6 z podejrzeniem dyskrazji plazmocytowej. Kolorem czerwonym
zaznaczono wyniki przekraczajace wartosci referencyjne.

Parametr laboratoryjny Wynik Zakres referencyjny
Leukocyty 7,54 x10%/pul 4,0-10,0 x10%/ul
Neutrofile 1,84 x10%/ul 1,8-7,70 x10%/ul
Limfocyty 4,77 x10%/ul 1,0-4,5 x10%/pl

Hemoglobina 12,9 g/di 12-16 g/dI
Ptytki krwi 174 x10%/ul 140-440 x10%/ul
Alat 73,2 Ul 5-33 U/l
Aspat 58,4 U/l 5-32 U/l
LDH 283 U/l 135-214 U/I
TLC kappa 3,68 g/l 1,70-3,70 g/l
TLC lambda 2,71 g/l 0,90-2,10 g/l
TLC kappa/lambda 1,36 1,35-2,65
FLC kappa 26,10 mg/I 3,30-19,40 mg/1
FLC lambda 114,0 mg/l 5,71-26,30 mg/l
FLC kappa/lambda 0,23 0,26-1,65
Beta-2-mikroglobulina 5,1 mg/l 1,09-2,53 mg/l
IgG 18,0 g/l 7,0-16,0 g/1
IgM 1,53 g/l 0,4-2,3 g/l
IgA 3,42 g/l 0,7-4,0 g/l
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Elektroforeza biatek surowicy krwi ujawnita strefe biatka monoklonalnego Metoda

immunofiksacji potwierdzono obecno$¢ biatka monoklonalnego klasy IgG lambda (Ryc. 32).

)
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Ryc. 32 Proteinogram surowicy pacjentki 6 ze strefa biatka monoklonalnego stabo wyodrebnionego o
stezeniu 3,7 g/l oraz wynik immunofiksacj surowicy- IgG lambda

Przed wdrozeniem inwazyjnej diagnostyki hematologicznej, np. biopsji szpiku, zlecono
wykonanie testow mikrobiologicznych w kierunku wirusow mogacych powodowac dysfunkcje
watroby jak np. ludzki wirus cytomegalii (Cytomegalovirus - CMV) czy wirus Epsteina-Barra
(Epstein-Barr virus - EBV). Otrzymano wyniki dodatnie przeciwciat anty-CMV zaréwno
w klasie IgG jak i IgM, co wskazywato na toczace si¢ zakazenie wirusem cytomegalii.

Po okresie 2 miesigcy w rozdziale elektroforetycznym nie stwierdzono juz obecnos$ci
biatka monoklonalnego zardwno w proteinogramie jak i w immunofiksacji (Ryc. 33). Ponadto
warto$ci parametrow biochemicznych oraz morfologicznych miescity si¢ w zakresach warto$ci
referencyjnych, wartosci stezen tancuchow lekkich immunoglobulin jak rowniez stezenie 1gG
byty tylko nieznacznie podwyzszone, natomiast wyliczone wartosci FLCr i TLCr byly

w normie, co wykluczato monoklonalny charakter schorzenia (Tab. 16).
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Ryc. 33 Elektroforegram i immunofiksacja surowicy u pacjentki po leczeniu i ustapieniu objawoéw
cytomegalii. Brak obecnosci strefy biatka monoklonalnego.

Tab. 16 Wyniki pacjentki 6 po leczeniu i ustgpieniu objawéw cytomegalii. Kolorem czerwonym
zaznaczono wyniki przekraczajace wartos$ci referencyjne.

Parametr laboratoryjny Wynik Zakres referencyjny
Leukocyty 6,17 x10"3/ul 4,0-10,0 x1073/ul
Neutrofile 2,69 x1073/ul 1,8-7,70 x1073/ul
Limfocyty 2,79 x1073/ul 1,0-4,5 x1073/ul

Hemoglobina 14,0 g/dI 12-16 g/dI
Ptytki krwi 174 x1073/pul 140-440 x1073/ul
Alat 15,3 U/l 5-33 U/l
Aspat 18,0 U/l 5-32 U/l
LDH 136 U/l 135-214 U/
TLC kappa 3,99 g/l 1,70-3,70 g/l
TLC lambda 2,66 g/l 0,90-2,10 g/l
TLC kappa/lambda 1,50 1,35-2,65
FLC kappa 19,90 mg/1 3,30-19,40 mg/1
FLC lambda 28,3 mg/l 5,71-26,30 mg/I
FLC kappa/lambda 0,70 0,26-1,65
Beta-2-mikroglobulina 2,41 mg/l 1,09-2,53 mg/l
IgG 16,5 mg/1 7,0-16,0 g/1
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Opisany przypadek to przyktad reaktywnej przemijajacej plazmocytozy, spotykanej

podczas niektorych zakazen wirusowych, bakteryjnych czy grzybiczych.

Przypadek 2 (pacjent 7)

W celu zobrazowania problemu wtéornych gammapatii monoklonalnych po
transplantacji krwiotworczych komodrek macierzystych, przedstawiono przypadek 68 letniego
chorego przyjetego do szpitala maju 2017 roku z powodu pneumokokowego zapalenia opon
mobzgowo-rdzeniowych.

W trakcie hospitalizacji zwrocono uwagg na nastepujace patologiczne wyniki badan
laboratoryjnych: niedokrwisto$¢ normocytarng: RBC 3,62 min/ul [4,50 - 5,90] HGB 10,6 g/dl
[14,0 - 17,5], MCV 85,3 fL [80,0 - 96,0]. Pacjent zgtaszal silne bole kostne. Z uwagi na
powyzsze zlecono badanie elektroforetyczne i immunofiksacje surowicy, ktora ujawnita
gammapati¢ monoklonalng IgG kappa (Ryc. 34 Al, A2). Stgzenie biatka monoklonalnego
wyliczone na podstawie proteinogramu wyniosto 9,0 g/1.

Chory nie spetniat histologicznego kryterium szpiczaka (w badaniu trepanobiopsji
szpiku kostnego wykryto 7-8% plazmocytow). W badaniach obrazowych stwierdzono
uogolniong osteolize kostnag, a w badaniach laboratoryjnych podwyzszone st¢zenie FLC kappa
surowicy: 484.00 mg/l [3,30 - 19,40], tancuchow lekkich kappa w moczu: 37.100 mg/I
[<7,300]) oraz stezenie beta2-mikroglobuliny: 3.08 mg/l [1,09 - 2,53]. Rozpoznano szpiczaka
plazmocytowego w stadium | wg ISS. Zdecydowano o podaniu leczenia TAL-DEX, czyli
talidomid oraz deksametazon. W ciagu nastgpnych 6 miesigcy chory przeszedt 4 cykle leczenia
TAL-DEX i uzyskal bardzo dobrg remisje cz¢sciowa (VGPR.). Stezenie biatka
monoklonalnego wyliczone na podstawie badania elektroforetycznego surowicy zostato
zredukowane do 0,9 g/l (Ryc. 34 B1, B2). Pacjenta zaklasyfikowano do procedury
transplantacji autologicznych komorek krwiotworczych (autoHSCT). Przed wdrozeniem
procedury podano cyklofosfamid z etopozydem (CTX+VEP), a nastepnie czynnik wzrostu
granulocytow (colony forming unit-granulocyte - G-CSF) celem mobilizacji komodrek
macierzystych. Przeprowadzono skuteczng separacj¢ komorek macierzystych CD34+
uzyskujac odpowiednia ilos¢ komoérek (12,25 x10° /kg masy ciata). Po trzech tygodniach
przeprowadzono z powodzeniem procedure¢ transplantacji autologicznych komorek
macierzystych poprzedzong terapiga mieloablacyjng - terapia wysokodawkowang (HDT)

melfalanem. Procedura przebiegla bez powiktan.
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W badaniach kontrolnych po trzech miesigcach zauwazono przesunigcie prazka biatka
monoklonalnego na koniec rozdziatlu w pasmie gamma-globulin, w poréwnaniu do pierwotnej
lokalizacji w poblizu strefy beta-globulin. Badanie immunofiksacji wykazato obecno$¢ nowego
rodzaju biatka monoklonalnego - IgG lambda (dotychczas byto to IgG kappa) (Ryc. 34 C1,C2)

Pot roku od pierwszej auto-HSCT wykonano drugg infuzje autologicznego materiatu
przeszczepowego. Po kilku tygodniach wykonano badania kontrolne. W elektroforezie
widoczne byly dwie stabe strefy biatka monoklonalnego (dwa niepoliczalne piki biatka
monoklonalnego. Wykonano rowniez immunofiksacj¢ surowicy, ktora ujawnita obecno$é
prazkéw w obszarach dla immunoglobulin 19G oraz IgM, a takze obszarach dla tancuchow
lekkich kappa i lambda (dwa prazki). Cato$¢ obrazu wskazywata na obecno$¢ monoklonalnych
prazkow: IgG kappa - odpowiadajacy pierwotnemu biatku M oraz dodatkowo: IgM lambda
oraz wolne lambda (Ryc. 34 D1, D2). Otrzymany obraz byt wynikiem przeszczepienia komorek
krwiotworczych.

Pot roku od ostatniego przeszczepienia chory uzyskat catkowita remisj¢ hematologiczna
(complete remission — CR). Proteinogram i immunofiksacja nie wykazaly obecnosci biatka

monoklonalnego (Ryc. 34 E1, E2).
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Proteinogram surowicy z widoczng strefg
biatka monoklonalnego we frakcji gamma-
globulin o stezeniu 9,0 g/l (A1l). Metoda
immunofiksacji stwierdzono obecnos¢ biatka
monoklonalnego IgG kappa (A2) (wynik
przed leczeniem).

Wynik proteinogramu (B1) oraz
immunofiksacji surowicy (B2) u pacjenta po
leczeniu TAL-DEX. Stezenie biatka
monoklonalnego zredukowane do 0,9 g/1.

Proteinogram (C1) pacjenta po autoHSCT.
Widoczne wyrazne przesuniecie piku biatka
monoklonalnego na koniec strefy gamma-
globulin. Immunofiksacja ujawnia obecnos¢
nowego prazka biatka monoklonalnego - IgG
lambda (C2).

Elektroforeza  surowicy  pacjenta  po
tandemowym autoHSCT (D1). w
immunofiksacji obecne dodatkowe prazki
(D2).

Proteinogram (E1) i immunofiksacja (E2)
surowicy pacjenta po uzyskaniu remisji -
brak biatka monoklonalnego.

Ryc. 34 Zestawienie wynikéw SPE oraz IFE pacjenta 7 z wtérng gammapatig monoklonalng. Czerwona
ramka umieszczona w pierwotnej (przed leczeniem) lokalizacji biatka M uwidocznia zmiany w lokalizacji

piku w trakcie leczenia.
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Przypadek 3 (pacjentka 8)

Ponizej przedstawiono kolejny przykltad wtérnej gammapatii monoklonalnej po
przeszczepieniu komoérek krwiotworczych, tym razem u 3-letniej dziewczynki chorej na
mukopolisacharydoze typu |. Opisywane badania przeprowadzono kilka miesiecy po
przeszczepieniu szpiku. Elektroforegram ujawnit prazek biatka monoklonalnego o stezeniu
1g/l, natomiast metoda immunofiksacji stwierdzono obecno$¢ biatka monoklonalnego klasy

1gG kappa (Ryc. 35).
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Ryc. 35 Elektroforegram u 3-letniej dziewczynki z mukopolisacharydozg typu | . Badanie wykonano po
przeszczepieniu szpiku. Metoda immunofiksacji stwierdzono obecnos$¢ biatka monoklonalnego IgG kappa.

4.6 Gammapatie monoklonalne u pacjentow z zaburzeniami
neurologicznymi.

W trakcie realizacji niniejszej pracy dokonano analizy 1142 wynikow
elektorforegramoéw wykonanych technikg ogniskowania izoelektrycznego. Pacjentami byli
chorzy z oddziatu neurologii, 1 osoba z oddziatu reumatologii, 1 z SOR 1 z oddziatu
hematologii. Mezczyzni stanowili 438 osob z mediang wieku 44 lata, kobiety 704 0sob z
mediang wieku 39 lat. Prazki monoklonalne w PMR i surowicy wykazano u 11 osob (0,96 %)

Ponizej przedstawiono dwa takie przypadki.

Przypadek 1 (pacjent 9)

Mezczyzna w wieku 34 lat zostal przyjety na oddziat neurologiczny z podejrzeniem

stwardnienia rozsianego.
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W trakcie procesu diagnostycznego u pacjenta wykonano badanie ptynu mozgowo-
rdzeniowego (PMR) metoda ogniskowania izoelektrycznego na zelu agarozowym.
W elektroforegramie zauwazono obecno$¢ dwoch prazkow oligoklonalnych w PMR oraz

niespodziewanie kilka pragzkow monoklonalnych w PMR i surowicy (Ryc. 36).

PMR SUR

prazki monoklonalne

prazki oligoklonalne

\

Ryc. 36 Wynik badania elektorforetycznego u pacjenta 9 metoda ogniskowania izoelektrycznego na zelu
agarozowym: widoczne prazki oligoklonale w PMR oraz prazki monoklonalne w PMR i surowicy. (PMR-
ptyn mézgowo-rdzeniowy, SUR- surowica).

U pacjenta wykonano dodatkowe badania elektroforetyczne surowicy, ktore ujawnity

obecno$¢ biatka monoklonalnego IgG kappa (Ryc. 37).
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Ryc. 37 Wynik badan elektroforetycznych surowicy pacjenta 9 ujawniajacy obecnos$¢ biatka
monoklonalnego IgG kappa.

Chory nigdy nie mial Zadnych objawow charakterystycznych dla dyskrazji
plazmocytowych, nie byt rowniez leczony przeciwciatami monoklonalnymi. Hematolog zlecit
U pacjenta wykonanie oznaczen: wapnia catkowitego, wolnych tancuchow lekkich
immunoglobulin, beta2 mikroglobuliny w surowicy, badanie ogdlne moczu oraz badanie
w kierunku biatka monoklonalnego w moczu. Nie stwierdzono odchylen w wynikach
ww. badan. U pacjenta nie wdrozono dalszej poglebionej diagnostyki hematologicznej.
Na podstawie dotychczas zleconych badan u chorego rozpoznano MGUS i zalecono kontrolne

oznaczanie biatka monoklonalnego w surowicy raz na pot roku.

Przypadek 2 (pacjentka 10)

58 —letnia kobieta zostata przyjeta na oddziat neurologii w zwigzku ze zmianami
w rdzeniu kregowym na poziomie Th9 i Th10 i dolegliwosciami bélowymi krggostupa oraz

nieokreslonym zapaleniem stawow.

W trakcie diagnostyki zwigzanej z podejrzeniem zmian demielinizacyjnych w OUN
zlecono badanie plynu moézgowo-rdzeniowego w kierunku wewnatrzptynowej syntezy

globulin.
W rozdziale elektroforetycznym PMR otrzymano prazki charakterystyczne dla biatka

monoklonalnego. Wynik ogniskowania izoelektrycznego surowicy rowniez ujawnil prazki

monoklonalne (Ryc. 38).
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PMR SUR

prazki monoklonalne

Ryc. 38 Wynik badania elektroforetycznego u pacjentki 10 metoda ogniskowania izoelektrycznego na zelu
agarozowym: widoczne prazki monoklonalne w PMR i surowicy (PMR-ptyn mézgowo-rdzeniowy, SUR-
surowica).

W celu weryfikacji powyzszych wynikéw wykonano elektroforez¢ i immunofiksacje

biatek surowicy krwi. Uzyskano wynik dodatni - biatko monoklonalne IgG lambda (Ryc. 39).
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Ryc. 39 Wynik badan elektroforetycznych surowicy pacjentki 10 ujawniajacy obecno$¢ biatka
monoklonalnego IgG lambda.

U chorej wdrozono poglebiong diagnostyke hematologiczng w kierunku dyskrazji
plazmocytowych. Badanie biopsji szpiku wykazato, ze plazmocyty CD138+/CD56-
/kappa+/lambda+, stanowity ok. 2% komorek szpiku. Wspomniane plazmocyty nie tworzyty
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patologicznych skupien. Uznano, ze w biopsji brak histologicznych dowodow na zaj¢cie szpiku
przez nowotworowy rozrost plazmocytow i/lub limfocytow. Nie stwierdzono rowniez ztogow
amyloidu. Wykonano tomografiec wedlug protokotu typu "whole body" z redukcjg dawki
(Whole-Body Low-Dose Computed Tomography - WBLDCT) dedykowanym do oceny uktadu
kostnego u chorych z podejrzeniem dyskrazji pazmocytowych (92), (93). Wykonano badanie
czaszki, klatki piersiowej, miednicy, kregostupa szyjnego, piersiowego, ledzwiowo-
krzyzowego, kosci ramiennych i udowych. W obrgbie czesci kostnych objetych badaniem
wykryto tacznie kilka drobnych ognisk rozrzedzenia struktury kostnej. Jednak nie osiggaly one
srednicy 5 mm i nie spetlialy kryteriow IMWG ognisk procesu zasadniczego. Uznano,
ze dolegliwosci bolowe krggostupa zwigzane sg ze zmianami zwyrodnieniowymi.

Ostatecznie nie udowodniono zwigzku pomiedzy chorobg neurologiczng u pacjentki
a obecnoscig biatka monoklonalnego w surowicy. Stwierdzono MGUS i pouczono pacjentke

0 koniecznosci dalszej obserwacji.

4.7 Wplyw Kkrioglobulin i zespotlu nadlepkosci na wyniki laboratoryjne
Przypadek 1 (pacjentka 11)

52-letnia pacjentka zostata przyjeta do Poradni Imunologii i Chorob Rzadkich z powodu
bolu 1 uczucia sztywnosci w stawach dloni oraz pojawiajacych si¢ od wielu lat zmian skornych
0 charakterze skazy naczyniowej na skorze konczyn w przebiegu plamicy Schonleina —
Henocha, a takze zapalenia naczyn skory w celu poglebienia diagnostyki. W trakcie
wykonywania badan laboratoryjnych uwage zwrécil niski poziom immunoglobulin IgA:
0,29¢/1 [0,70-4,00] i 1gG: 3,499/l [6,38-17,00] oraz podwyzszony poziom immunoglobuliny
IgM:119/1 [0,40-2,30]. Zlecono wykonanie badanie elektroforezy biatek surowicy. Otrzymano
wynik (Ryc. 40A) na ktorym widoczne sg dwa wyrazne dodatkowe prazki w rejonie gamma-
globulin. W przypadku takich nietypowych obrazéw nalezy wykona¢ badanie immunofiksacji
surowicy w celu potwierdzenia obecnosci dwoch klondow monoklonalnych immunoglobulin.
Do czasu oznaczenia immunfiksacji surowica pacjentki byta przechowywana przez noc w
lodowce w temperaturze 4°C. Po jej wyjeciu okazato si¢, ze w probce na dnie pojawit si¢ biaty
osad (Ryc. 41A). Fakt ten nasunat przypuszczenie obecno$ci w surowicy krioglobulin. Probke
umieszczono na 1 godzing w cieplarce w temperaturze 37°C. Po tym czasie osad ulegt
rozpuszczeniu (Ryc. 41 B). W ogrzanej surowicy wykonano ponownie proteinogram i

otrzymano wynik z jednym wyraznym prazkiem w strefie gamma (Ryc. 40 B). Wykonano
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réwniez immunofiksacj¢ otrzymujac potwierdzenie obecnosci biatka monoklonalnego klasy

IgM typu kappa (Ryc. 42).
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Ryc. 40 Proteinogram surowicy pacjentki 11 zawierajgcej krioglobuliny (A) oraz surowicy po ogrzaniu (B)

A B

Warstwa
krioglobulin

Ryc. 41 Surowica pacjentki 11 zawierajaca krioglobuliny -biaty osad (A) oraz po ogrzaniu -bez osadu (B).
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Ryc. 42 Immunofiksacja surowicy pacjentki 11 ujawniajaca obecno$¢ biatka monoklonalnego klasy IgM typu
kappa.

Zlecono trepanobiopsj¢ szpiku. Wynik ujawnit niewielki (15-17%) naciek chloniaka
limfoplazmocytowego (lymphoplasmacytic lymphoma - LPL). Dodatkowo oznaczono st¢zenie
tancuchow lekkich kappa w surowicy krwi 33,80 mg/l [6,70 - 22,40] i moczu (brak obecnos$ci)
oraz uzyskano prawidtowe stezenia b2-mikroglobuliny: 1,93 mg/l [1,09 - 2,53] i aktywnos¢
LDH 478.0 U/L [313,0 - 618,0]. Podano wlewy immunoglobulin z uwagi na wtérny niedobor
odpornosci humoralnej IgG 1 IgA.

Calos$¢ obrazu wskazywata na rozpoznanie chioniaka indolentnego o niskim stopniu
zto§liwosci 1 powolnym  przebiegu oraz towarzyszacej paraproteinemii  IgM
(makroglobulinemia Waldenstroma). Z uwagi na matg dynamik¢ choroby i braku narastania
stezenia biatka monklonalnego IgM kappa w kolejnych wizytach kontrolnych oraz braku
uszkodzen narzadowych zdecydowano o obserwacji pacjentki i dalszych kontrolnych

badaniach laboratoryjnych co poét roku.

Przypadek 2 (pacjent 12)

U 42-letniego mezczyzny zdiagnozowano makroglobulinemi¢ Waldenstroma.
W badaniach technikami elektroforetycznymi stwierdzono obecno$¢ monoklonalnej
immunoglobuliny IgM kappa. (Ryc. 43).
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Ryc. 43 Wynik rozdziatu elektroforetycznego i immunofiksacji surowicy pacjenta 12 stwierdzajacy
obecno$¢ biatka monoklonalnego IgM kappa.

Morfologia krwi wykonana na analizatorze hematologicznym Sysmex XN-1000

wykazata obecno$¢ wysokiej trombocytozy (Ryc. 44).
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__Item Data Unit Item Data  Unit
WBC 16.21 |1073/uL NEUT# 7.08 +|10"3/uL
RBC 3.1 |1076/uL LYMPH# 1.94 |10”3/uL
HGB 8.8 |g/dL MONO# 0.97 +|1073/uL
HCT 24.9 % EO# 0.6 |1073/uL
MCV 82.7 |fL BASO# 0.3 |1073/uL
MCH 29.2 |pg NEUT?% 69.3 |%

MCHC 35.3 |g/dL LYMPH?% 19.0 -|%

PLT [[1265 %] 103/uL MONO7% 9.5 (¥
RDW-SD 43.5 |fL EO% 0.6 |%
RDW-CV 14.5 |% BASO% 0.3 |%

PDW 115 [EL IG# ©.13 |10”3/uL
MPV 16.0 |fL IG% 1.3 |2

P-LCR 25.7 |%

PCT 1.20 |%

NRBC# 0.0 10"3/uL

NRBC% 0.0 |/100WBC

RET

~ Item Data | Unit

RET% %%

RET# 1076/uL

IRF %

LFR %

MFR %

HFR %

RET-He pg

Ryc. 44 Wynik morfologii krwi pacjenta 12 z makroglobulinemiag Waldenstréma. Ptytki mierzone metoda
impendancyjna. Oflagowanie przy wyniku PLT wskazuje na interferencje w oznaczeniu spowodowanym
przez monoklonalne immunoglobuliny klasy IgM.

W kolejnych dniach hospitalizacji u chorego utrzymywata si¢ zwigkszona liczba ptytek
krwi, jednak zmienno$¢ wynikoéw w réznych dniach byta zaskakujaco wysoka (CV = 26,7%)
(Tab. 17).
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Tab. 17 Wyniki ptytek krwi u pacjenta 12 z podejrzeniem pseudotrombocytozy.

Dzien hospitalizacji | Plytki krwi [x10%/pl]
2 714
3 1085
4 806
5 790
6
7
8

1447
1175
880

Z uwagi na brak klinicznych objawow nadptytkowosci u pacjenta zdecydowano
o weryfikacji wynikéw réwnolegle dwoma metodami: manualng — wykonano mikroskopowa
ocen¢ rozmazu krwi (Ryc. 45) oraz automatyczng metoda fluorescencyjnej cytometrii
przeptywowej na analizatorze Sysmex XN-1000 (Ryc. 46). Obie metody wykazaty liczbe

ptytek mieszczaca si¢ w zakresie referencyjnym. Obraz mikroskopowy rozmazu krwi ujawnit

duza liczbe fragmentocytow.

Ryc. 45 Obraz mikroskopowy rozmazu krwi obwodowej pacjenta 12 chorujacego na makroglobulinemie
Waldenstréma z rzekomga nadptytkowos$cia. Widoczne liczne fragmentocyty.
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Item Data Unit Item Data Unit
WBC 11.60 1073 /uL NEUT# 9.85 +|1073/uL
RBC 3.56 1076/uL LYMPH# ©.87 -|1073/uL
HGB 9.9 g/dL MONO# 0.84 +|1073/uL
HCT 29.0 % EO# ©.00 1073 /uL
MCV 81.5 -|fL BASO# 0.00 1073 /ulL
MCH 27.8 |pg NEUT% 85.0 +|%

MCHC 34.1 g/dL LYMPH?% 7.5 -|%
PLT &F [[262 *]10~3/uL MONO% 7.2 |%
RDW-SD 42.1 fL EO% 0.0 %
RDW-CV 14.5 % BASO% 0.0 %
PDW 167 *|FL IG# 0.04 1073 /uL
MPV 12.3: *|fL IG% 0.3 %
P-LCR 42.4 *|%

PCT 1.22 *|%

NRBC# ©.00 1073 /uL

NRBC% 0.0 /100WBC

RET PLT-F

Item Data Unit Item Data Unit
RET% 9.5 |%% IPF \ 7.0 *|% 1
RET# 0.0338 1076/ulL
IRF 0.7 %

LFR 99.3 %
MFR 0.7 %
HFR 0.0 %
RET-He 34.0 |pg

Ryc. 46 Wynik morfologii krwi pacjenta 12. Ptytki mierzone metoda fluorescencyjnej cytometrii
przeplywowej, ktéra eliminuje interferencje spowodowane przez monoklonalne immunoglobuliny w
oznaczaniu PLT.

Z uwagi na niespojnosci w wynikach morfologii oraz bioragc pod uwage obecnosc
w surowicy chorego monoklonalnych immunoglobulin IgM zdecydowano o wykonaniu testu

na obecnos$¢ krioglobulin. Otrzymano pozytywny wynik testu.

Przypadek 3 (pacjent 13)

Ponizej przedstawiono wyniki badan elektroforetycznych 87-letniego pacjenta chorego
na makroglobulinemi¢ Waldenstroma (Ryc. 47). Wykonano rozdziat elektroforetyczny biatek
surowicy, w ktorej zauwazono charakterystyczny pik monoklonalny w obszarze gamma-
globulin.  Immunofiksacja biatek surowicy wykazata obecnos¢ monoklonalnej
immunoglobuliny 1gM kappa, chociaz na wysokosci immunoglobuliny monoklonalne;j
zauwazono obecno$¢ prazkow we wszystkich §ciezkach rozdzialu surowicy. Taki rozktad
prazkow nasunal podejrzenie krioglobulinemii, jednak test inkubacji nie potwierdzit obecnosci
krioglobulin. W oznaczeniu immunonefelometrycznym st¢zenie IgM bylo znacznie

podwyzszone i wynosito 47,0 g/l [0,40-2,30].
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Ryc. 47 Wynik proteinogramu oraz immunofisacji surowicy pacjenta 13. Stwierdzono obecno$¢ biatka
monoklonalnego IgM kappa oraz obecnos¢ prazkéow we wszystkich klasach immunoglobulin wynikajaca
z precypitacji IgM. Czerwong ramka zaznaczono nietypowa obecnos$¢ prazkéw na wszystkich $ciezkach
rozdziatu surowicy.

W  wykonanym badaniu trepanobiopsji  szpiku  wykryto 41%  naciek
limfoplazmocytarny. U pacjenta zauwazono zaburzenie funkcji kognitywnych, podejrzewano
zespot otgpienny.

Wykonano morfologi¢ krwi. U pacjenta zaobserwowano anemi¢ normocytarng. Liczba
plytek krwi byla w obszarze wartosci referencyjnych, jednak charakteryzowala si¢ pewna
niepewnoscig pomiarowa, co analizator zasygnalizowal umieszczajac przy parametrach ukladu
ptytkowego symbol gwiazdki. Liczba leukocytéw charakteryzowala si¢ tak duza niepewnoscia

pomiarowa, ze analizator nie podat tej wartosci. (Ryc. 48).
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Item Data Unit Item Data Unit
WBC &D -—— 10~3/ulL NEUT# -—— 1073 /ulL
RBC 3.60 1646/ulL LYMPH# -——— 163 /ulL
HGB 9.9 g/dL MONO# -—— 1073 /ulL
HCT 31.© % EO# -——— 163 /ulL
MCV 86.1 fL BASO# -——— 163 /ulL
MCH 27.5 |pg NEUT% - %

MCHC 31.9 g/dL LYMPH? -—— %
PLT 331 *(18*3/uL MONQ?: -——— %
RDW-SD 53.1 fL EQ% -—— %
RDW-CV 17.5 + % BASO% --—- %
PDW 11.© *|fL IGH -—— 163 /ulL
MPV 18.8 *|fL IG% -——— %
P-LCR 25.1 *|%

PCT ©.33 *|%

NRBC# -—— 16~3/ulL

NRBC?% -——— %

RET PLT-F

Item Data Unit Item Data Unit
RET% %% IPF %

RET# 16~6/uL
IRF %
LFR %
MFR %
HFR %
RET-He pg

Ryc. 48 Wynik morfologii krwi u pacjenta 13 z makroglobulinemig Waldenstroma wykonany na
analizatorze Sysmex XN-1000. Brak oznaczenia liczby leukocytéw z uwagi na duzg niepewno$¢ pomiaru
spowodowang interferencjg monoklonalnych immunoglobulin.

Wykonano ponowne oznaczenie po wymianie osocza na dedykowany firmowy diluent

(Cellpack, Sysmex). Po eliminacji biatka monoklonalnego obecnego w 0soczu uzyskano wynik

liczby leukocytow (2.37 x10%/ul) (Ryc.49).

U pacjenta zaobserwowano leukopeni¢. Liczba plytek krwi znaczaco si¢ zmniejszyta

(331x10%ul vs 222 x10%pul), wynik wciaz cechowat sie znaczna niepewnoscia pomiarowa

(gwizdka przy wartosci).
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CBC DIFF

Item Data Unit Item Data Unit
WBC &D 2.37 -|16"~3/uL NEUT# 1.8 163 /ul
RBC 3.43 10°6,/ulL LYMPH# e.57 10°3/ulL
HGB 9.5 g/dL MONO# ©.69 10~3/ulL
HCT 29.6 % EQ# ©.00 10°3/ulL
MCV 86.3 fL BASO# .86 1043/ulL
MCH 27.7 PE NEUT% 42 .2 %
MCHC 32.1 g/dL LYMPH? 24.1 %
PLT 222 *|18"3/uL MONO% 29.1 %
RDW-5D 54.2 +|fL EO% e.e %
RDW-CV 17.6 +|% BASO% 2.5 %
PDW 18.9 *|fL IG# .85 10~3/ulL
MPV 19.8 *|fL IG% 2.1 %
P-LCR 25.8 *|%
PCT ©.22 *|%
NRBC# -——- 10~3/ulL
NRBC?% -——- %
RET PLT-F

Item Data Unit Item Data Unit
RET% 15.9 | %% IPF %
RET# 8.8545 16~6/ulL
IRF 18.6 %
LFR 89.4 %
MFR 9.4 %
HFR 1.2 %
RET-He 33.3 |pg

Ryc. 49 Wynik morfologii krwi u pacjenta 13 z makroglobulinemig Waldenstroma na analizatorze Sysmex
XN-1000 po wymianie osocza. Po eliminacji biatka monoklonalnego obecnego w osoczu (powodujgcego
interferencj¢ w oznaczenia) uzyskano wynik liczby leukocytow.
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4.8 Problemy w interpretacji wynikow pacjentéow poddawanych
immunoterapii

Przypadek 1 (pacjent 14)

Ponizej przedstawiono wyniki badan 58-letniego pacjenta, u ktorego w 2016 roku

zdiagnozowano szpiczaka plazmocytowego (Ryc. 50).

Immunofiksacja

|
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Fix IgG IgA IgM Ktot Ltot

Ryc. 50 Immunofiksancja surowicy pacjenta 14 ujawniajaca obecno$¢ biatka monoklonalnego -wolnych
tancucho6w lekkich lambda.

Po pierwszoliniowym leczeniu u pacjenta nastgpita remisja, nastgpnie w pazdzierniku
2019 roku wznowa. Pacjent zostal pomysinie zakwalifikowany do programu leczenia
daratumumabem (Dara), pierwsza dawke leku otrzymat na poczatku grudnia 2019.

Badania testami IFE surowicy oraz moczu ujawnity obecno$¢ leku - immunoglobuliny
IgG kappa (Ryc. 51, Ryc. 52). Dara nie wptynat natomiast na stezenie FLC kappa w surowicy
(Tab. 18).
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Ryc. 51 Metoda immunofiksacji w surowicy pacjenta 14 stwierdzono obecnos¢ stabej strefy IgG kappa
pochodzacej od podawanego leku Dara (zaznaczono czerwong ramka).

Immunofikszacia
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Ryc. 52 Metoda immunofiksacji w moczu pacjenta 14 stwierdzono obecno$¢ tancuchéw lekkich lambda.
Dodatkowo widoczna jest catkowita czasteczka IgG kappa, ktdrej obecnos¢ w moczu jest wynikiem
eliminacji przez nerki podawanego leku Dara (zaznaczono czerwong ramka).
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Tab. 18 Badania laboratoryjne u pacjenta 14 przed i po otrzymaniu leczenia daratumumabem. Zwraca
uwage pojawienie sie biatka IgG kappa (czerwony kolor) w IFE oraz brak wzrostu stezenia FLC kappa w
surowicy (zielony kolor), i wzrost stezenia tancuchdw lekkich kappa w moczu (zétty kolor) na skutek
eliminacji leku przez nerki podczas terapii Dara.

Data IFE FLCs FLCr Lancuchy K/ A UPE | IFE mocz
badania/ | Bialko [k:3,30 - | [0,26-1,65] | lekkie Mocz
etap monoklonal | 19,40] Mocz [0,75-4,50]
choroby ne [A: 5,71 - [« <7,300]
26,30] [2< 4,000]
26.08.16 1avr¥:1I1rc]§1y 3350 | K/A=1,58 | =228 | -
rozpoznanie A:21,20 A 4,29
lambda
04.04.18 , k: 21,60 | ¥/ A=1,44 K< .
Remisja Slad A 114,90 r<g7g | WA d nw
wolne
17.10.19 tancuchy k: 23,50 | «/ A=0,04 K: x/ A= 0,87 Uj W
progresja lambda A :503,00 A: 16,30
staba strefa
wolne
lancuchy
chifnl.z 1gG kappa | «:20.60 | W/A=0,10 | «: V=057 | 'ag::;ja
Staba strefa | A :196,00 A: 46,70
Dara kompletna
czasteczka
IgG kappa
16'%'20 niewidocz- | «:23,80 | W/A=0,13 | «: WA=041 | 1avr'\1,:1|1:§1y
. ne A :180,00 A: 42,50
leczeniu lambda

nw — nie wykonano, uj — ujemny

Przypadek 2 (pacjentka 15)

67 — letnia pacjentka zostata skierowana do poradni hematologicznej z powodu
utrzymujacej si¢ leukopenii oraz anemii makrocytarnej. Ponizej przedstawiono jej wyniki
morfologii krwi: WBC 3,47 x10%/ul [4,0 - 10,0]; RBC 2,90 x10%yl [4,00 - 5,00] , HGB 9,8g/dL
[12,0 - 16,0] , HCT 29,1 % [37,0 - 47,0] , MCV 100,3 fL [80,0 - 96,0] MCH 33,8 pg [27,0 -
31,0]. Wykonano biopsje¢ szpiku - w mielogramie wykazano obecno$¢ 30% plazmocytow.
W ocenie radiologicznej ko$ci opartej na rezonansie magnetycznym catego ciata stwierdzono

obecno$¢ zmian osteolitycznych. Wykonano elektrofore i immunofiksacje surowicy (Ryc. 53).

89



| -

I\

‘ &

| -
- | - e
| | EP G A M ¥k 1
$ Edited

Ryc. 53 Elektroforeza i immunofiksacja surowicy pacjentki 15 potwierdzity obecno$¢ biatka
monoklonalnego IgG lambda.

Rozpoznano szpiczaka plazmocytowego 1gG lambda, w stadium 1l wg ISS po
oznaczeniu dodatkowo B2-mikroglobuliny: 3,94 mg/l [1,09 - 2,53] i albuminy: 34,40g/I [35,00
- 52,00]. Rozpoczgto leczenie wg schematu VTD (bortezomib, talidomid i deksametazon). Po
przejsciu leczenia indukujgcego uzyskano u chorej PR (partial remision — remisje cze$ciowq).

Po 3 miesigcach nastgpita progresja choroby. Zdecydowano o wiaczeniu chemioterapii
CyBorD (cyklofosfamid, bortezomib, deksametazon), a nastgpnie chora zakwalifikowano do
badania klinicznego z leczeniem: Kkarfilzomib + lenalidomid + deksametazon. Po uzyskaniu
odpowiedzi u pacjentki dokonano przeszczepienie hematopoetycznych komorek
krwiotworczych (autotransplantacje szpiku), a po 5 miesigcach tandemowa autoHSCT.
Pacjentka otrzymata leczenie podtrzymujace lenalomidem. Po dwoch latach nastgpita druga
progresja choroby: biatko M wzrosto do 7,6 g/l, w trepanobiopsji szpiku stwierdzono obecno$¢
nacieku szpiczaka plazmocytowego (15% komorek szpiku stanowil srodmigzszowy naciek
z plazmocytéw CD138+/lambda+/kappa- z niewielkg atypig). Chora odczuwala bole kostne

i ostabienie. Pacjentce podano lek Darzalex (daratumumab) w protokole DVd: daratumumab,
bortezomib, deksametazon. Po miesigcu wykonano kontrole badanie elektroforetyczne

surowicy pacjentki i otrzymano dwa prazki biatka monoklonalnego w strefie gamma-globulin

o stezeniu 1,5 g/l kazdy (Ryc. 54).
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% Razem (gfl)

SMC 1 1.5 1.0
SMC 2 1.5 1.0

Ryc. 54 Elektroforegram surowicy pacjentki 15 ujawniajacy dwa niewielkie piki biatka monoklonalnego

w strefie gamma-globulin.

Przez nastepne miesigce pacjentka przyjmowata kolejne cykle leczenia DVd. Jej stan

si¢ poprawial, a nastepne badanie kontrolne proteinogramu i immunofiksacji surowicy ujawnito

obecnos¢ stabego prazka nowego biatka M w surowicy - 1gG kappa (Ryc. 55) Pierwotnym

klonem nowotworowym byta immunoglobulina IgG lambda.

IFE 3 ID:

A Edited
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Ryc. 55 Wyniki elektorforegraméw surowicy pacjentki 15 przedstawiajace obecno$¢ w surowicy leku
daratumumabu. W czerwonej ramce zaznaczono ujawniony prazek IgG kapppa.
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4.9 Problem nieprawidtowych wynikow badan przesiewowych testow
krzepniecia u pacjentow ze szpiczakiem plazmocytowym

Przypadek 1 (pacjent 16)

88-letni pacjent zostat przyjety do szpitala na oddziat nefrologii z powodu ostrego
uszkodzenia nerek. Dodatkowo pacjent skarzyl si¢ na pojawiajace si¢ okresowo od 3 miesigcy
krwawienia z nosa. Nie zglaszal przyjmowania lekow przeciwkrzepliwych oraz nie miat innych
objawow skazy krwotocznej. Wyniki wstepnie wykonanych badan laboratoryjnych
przedstawia Tab. 19. Stwierdzono anemig, nieprawidtowe wyniki parametrow nerkowych oraz

nieznacznie podwyzszony stezenie potasu W SUrOWicy.

Tab. 19 Wybrane wyniki badan laboratoryjnych pacjenta 16 z podejrzeniem dyskrazji plazmocytowej i
objawami uszkodzenia nerek. Czerwonym kolorem zaznaczono wyniki poza zakresami referencyjnymi.

Parametr laboratoryjny Wynik Zakres referencyjny
Leukocyty 7,04 x10"3/ul 4,0-10,0 x1073/ul
Erytrocyty 2,36 x10"6/ul 4,50-5,90 x1076/pl

Hemoglobina 6,8 g/dI 14-18 g/dI
Hematokryt 21 % 40-54 %
Ptytki krwi 193 x1073/ul 140-440 x1073/ul
Kreatynina 295 umol/I 62-106 umol/I

GFR wg. MDRD 19 ml/min/1,73m2 >60 ml/min/1,73m2
Mocznik 18,60 mmol/I 2,76-8,07 mmol/I
Potas 5,5 mmol/l 3,50-5,10 mmol/I
Sod 143 mmol/| 135-145 mmol/l

Badanie obrazowe uktadu kostnego za pomoca tomografii komputerowej w protokole
WBLDTK ujawnito u chorego liczne ogniska lityczne kos¢ca mogace odpowiadaé¢ zmianom
w przebiegu szpiczaka mnogiego. Wykonano badania laboratoryjne w kierunku diagnostyki
dyskrazji plazmocytowej oraz ustalono termin trepanobiosji wraz z wymaganymi badaniami
uktadu krzepnigcia. Wyniki badan pokazano na rycinie (Ryc. 56) oraz zabrano w tabeli (Tab.
20).
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Ryc. 56 Wynik proteinogramu i immunofiksacji surowicy pacjenta 16 wskazujace na obecnos¢ biatka
monoklonalnego IgG lambda oraz monoklonalnych, wolnych tancuchéw lekkich lambda migrujacych we
frakcji beta-globulin. Stezenie biatka monoklonalnego oszacowane za pomoca metody rzutu

prostopadtego wynosito 59,9 g/I.

Tab. 20 Wyniki stezenia biatek surowicy i testow krzepniecia osocza u pacjenta 16 z podejrzeniem
dyskrazji plazmocytowej. Czerwonym kolorem zaznaczono wyniki powyZzej zakresu referencyjnego,
niebieskim ponizej zakresu referencyjnego. Zwracaja uwage przedtuzone (a wtasciwie nieoznaczalne)
czasy protrombinowy i APTT oraz niskie stezanie fibrynogenu (kolor fioletowy).

Parametr laboratoryjny Wynik Zakres referencyjny
Bialko catkowite 96,1 g/l 66,0 — 87,0 g/l
IgA 65,40 g/1 0,70 — 4,00 g/l
IgG <1,53 g/l 6,38 — 17,00 g/l
IgM <0,19 g/l 0,40 — 2,30 g/l
FLC kappa 6,31 mg/l 3,30 — 19,40 mg/1
FLC lambda 9050,00 mg/1 5,71 — 26,30 mg/1
FLCr kappa / FLC lambda 0,0007 0,26 — 1,65
Czas protrombinowy nie krzepnie 10,4 - 13,0 sek
INR >12 0,90 — 1,20
APTT >120 sek 26,0 — 36,0 sek
Fibrynogen <04 g/l 1,8-3,50 g/l

Immunofiksacja surowicy ujawnila obecnos$¢ biatka monoklonalnego IgA lambda oraz
wolnych tancuchéw lambda w strefie beta-globulin. Wyniki te nasungly przypuszczenie
mozliwych interferencji w testy koagulologiczne ze strony monoklonalnych immunoglobulin.

W celu weryfikacji nieoznaczalnych wynikéw parametréow krzepnigcia wykonano
badania rozcienczajac probke osocza dwukrotnie 0,9 % sola fizjologiczng (,,rozcienczajac” w
ten sposob rowniez interferujace biatko monoklonalne) oraz wykonano oznaczenie aktywnosci

czynnikéw VIIi VIIL (Tab. 21).
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Tab. 21 Powtoérzone badania czaséw krzepniecia u pacjenta 16 po dwukrotnym rozcienczeniu prébki
osocza 0,9 % sol3 fizjologiczna w celu eliminacji interferencji pochodzacych od monoklonalnych
immunoglobulin. Czerwonym kolorem zaznaczono wyniki powyzej zakresu referencyjnego. Uzyskano
krétsze czasy krzepniecia niz w poprzednim pomiarze. Zwraca uwage podwyzszona aktywno$¢ czynnika
VIII -niesp6jna z pozostatymi wynikami (kolor fioletowy).

Parametr laboratoryjny Wynik Zakres referencyjny
Czas protrombinowy 53,8 sek 10,4 - 13,0 sek
INR 5,0 0,90 — 1,20
APTT 178 sek 26,0 — 36,0 sek
Czynnik VIII - aktywnos$¢ 248 % 50-150 %
Czynnik VII - aktywnos$¢ 77 % 70-130 %

Niespdjne wyniki pacjenta wymagaty dalszej weryfikacji, ktorg wykonano za pomoca

innych metod niz uzywane dotychczas koagulometryczna i Clausa. Czasy APTT i
protrombinowy oznaczono metodg optomechaniczng na aparacie BFT 1l (Siemens Healthcare
Diagnostics, Germany), natomiast fibrynogen metoda turbidymetryczng na analizatorze
Atellica Coag 360 Siemens (Germany) (Tab. 22).

Tab. 22 Wyniki weryfikacyjne parametréw krzepniecia pacjenta 16 uzyskane za pomocg metody
optomechanicznej (czas protrombiniowy i APTT) oraz metody turbidymetrycznej (fibrynogen).

Parametr laboratoryjny Wynik Zakres referencyjny
Czas protrombinowy 34,7 sek 10,4 - 13,0 sek
INR 3,6 0,90 — 1,20
APTT 50,4 sek 26,0 — 36,0 sek
Fibrynogen 4,4 g/l 1,8-3,50 g/l

Po uzyskaniu powyzszych wynikéw pacjent 16 mogt zostaé zakwalifikowany do zabiegu
trepanobiopsji szpiku, ktora potwierdzita rozpoznanie szpiczaka plazmocytowego typu IgA
lambda i chory zostal przekazany na

oddziat hematologii.
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5. DysKkusja

5.1 Zalezne od metody rozbieznosci wynikOw oznaczania stezenia
albuminy

Przyczyng rozbiezno$ci dotyczacych roéznic w oznaczaniu st¢zenia albuminy sg
ograniczenia metodologiczne. W przypadku gammapatii monoklonalnych mamy przewaznie
do czynienia z podwyzszonym st¢zeniem bialka calkowitego oraz obecno$cig biatka
monoklonalnego zlokalizowanego najczeSciej w strefie gamma-globulin. Niejednokrotnie
zdarza si¢, ze stgzenia biatka M wielokrotnie przewyzsza st¢zenie immunoglobulin
poliklonalnych u 0s6b zdrowych. Intensywna strefa biatka powoduje silne zwigzanie barwnika
generujac  problemy z liniowoscia pomiaru densytometrycznego. Bledy zwigzane
z densytometrycznym pomiarem intensywnej strefy gamma-globulin majg wptyw na
wyliczanie stezenia albuminy. Powyzsze problemy byty sygnalizowane w pracach z dziedziny
diagnostyki laboratoryjnej (94). Padelli i wsp. (95) mierzyli stezenie albuminy w surowicy
pacjentow z gammopatig monoklonalng stosujac cztery r6zne metody: elektroforezy kapilarnej,
kolorymetryczng z purpurg bromokrezolowa, nefelometryczng oraz turbidymetryczng. R6znice
w warto$ciach albuminy miedzy réznymi metodami analizowano w odniesieniu do st¢zenia
immunoglobulin monoklonalnych w surowicy. Metoda elektroforetyczna zawyzala poziom
stezenia albuminy w surowicy, nawet o 67% (12 g/l), gdy poziom immunoglobuliny
monoklonalnej wynosit 63 g/l. Zaproponowano hipotezg, ze immunoglobuliny monoklonalne
bezposrednio zaktocajg pomiar stezenia albuminy w surowicy metoda elektroforezy kapilarne;,
prowadzac do systematycznego przeszacowywania stezen albuminy proporcjonalnie do
poziomu immunoglobulin monoklonalnych w surowicy.

Zabek-Adamska i Drozdz (36) opisali przypadek pacjenta, u ktérego w badaniu
elektroforetycznym surowicy ujawniono biatko monoklonalne. St¢zenie biatka M wyliczone
na podstawie elektroforezy wyniosto 99,3 g/l, natomiast stgzenie albuminy otrzymane metoda
elektroforetyczng 36,1 g/l. Warto$¢ stgzenia albuminy zmierzonego metoda kolorymetryczna
(przy uzyciu zieleni bromokrezolowej) wyniosto 28 g/I. Pierwsza warto$¢ miesci si¢ w zakresie
referencyjnym [35-52 g/1.] Natomiast druga jest obnizona i moze $wiadczy¢ o wyniszczeniu
organizmu lub utracie albuminy przez nerki i potencjalnie zmienia klasyfikacje stopnia
zaawansowania choroby wg ISS. Obserwacje badaczy sg zbiezne z wynikami niniejszej pracy,
ktorej warto$¢ badawcza zwigksza duza grupa badana (50 chorych z dyskrazjami

plazmocytowymi). U wszystkich tych chorych stezenie albuminy mierzonej metoda
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kolorymetryczng bylo znamiennie nizsze niz wykonane metoda elektroforetyczng (mediana
odpowiednio: 32,0 vs 39,9 g/l). Natomiast w grupie kontrolnej (157 osob) sytuacja byta
odwrotna (mediana: 43,0 -metoda kolorymetryczng vs 38,2 g/l -metoda elektroforetyczna).
U 13 pacjentéw (26%) klasyfikacja stopnia zaawansowania choroby wg ISS jest roézna
w zaleznoS$ci od uzytej metody oznaczania (ISS 1 lub ISS 2).

Niniejsza praca jednoznacznie wykazala rozbieznosci oznaczen stezen albuminy w obu
metodach 1 wskazuje na metod¢ kolorymetryczng oznaczania albuminy jako referencyjnag, gdyz

nieobarczong btedem metodologicznym u pacjentdw z dyskrazjami plazmocytowymi.

5.2 lloSciowe oznaczanie biatka monoklonalnego metoda
elektroforetyczna

Pomiar st¢zenia bialka monoklonalnego na podstawie rozdziatu elektroforetycznego
stuzy m.in. do monitorowania przebiegu choroby. U pacjentow z MGUS (stan
przednowotworowy) oznaczenie ilosciowe biatka monoklonalnego przy uzyciu SPE pomaga w
okresleniu ryzyka progresji do petnoobjawowego szpiczaka plazmocytowego. W sytuacji, gdy
stezenie biatka M jest > 15 g/l prawdopodobienstwo progresji do nowotworu jest wigksze.
Pomiar biatka M jest tez czgscig kryteriow odpowiedzi na leczenie szpiczaka plazmocytowego
zdefiniowanych przez IMWG. Podstawa do stwierdzenia reakcji na leczenie (jesli biatko M w
surowicy jest >10 g/1) jest spadek stezenia o 50% (remisja czgsciowa -partial remission — PR),
natomiast spadek o 90% lub wigcej] mowi o bardzo dobrej odpowiedzi czgSciowej na leczenie
(very good partial remission — VGPR) (96). Oznaczenie ilociowe biatka monoklonalnego przy
uzyciu SPE jest wykorzystywane zardwno u pacjentow ze szpiczakiem w trakcie terapii, jak i
w okresie remisji po przeszczepieniu szpiku (16). Z tego powodu tak wazna jest dobra
metodyka 0szacowania stezenia biatka monoklonalnego w proteinogramie oraz monitorowanie
pacjenta w jednym osrodku za pomocg tej samej metody elektroforetycznego oznaczania biatka
M. Zmiana metody opracowywania wyniku elektroforetycznego, podczas monitorowania
pacjenta moze spowodowacé niepoprawng ocen¢ stanu klinicznego pacjentdw oraz biedng
klasyfikacj¢ do konkretnego sposobu leczenia (97) .

W przypadku opisywanej pacjentki 1 biatko M byto usytuowane we frakcji beta, co
zwigzane bylo z niemozliwos$cig oddzielenia biatka monoklonalnego od innych prawidtowych
biatek komigrujacych w tej samej frakcji takich jak transferryna czy sktadowa C3 dopelniacza.
Stezenie biatek w tej frakcji prawidtowo powinno miescic si¢ w przedziale: 5,2-11,5 g/l . Zatem

szacowanie biatka M we frakcji beta ponizej gornej granicy wartosci referencyjnej tej frakcji
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jest obarczone duzym btgedem i nie powinno by¢ uzywane do monitorowania odpowiedzi na
leczenie. W przypadku opisywanej chorej szacowane st¢zenie biatka M we frakcji beta
utrzymywato si¢ pod koniec leczenia na stalym poziomie 10 g/l co mogto odpowiadaé stezeniu
wszystkich réwniez prawidlowych biatek tej frakcji. Natomiast stezenie immunoglobuliny IgG
intact systematycznie obnizalo si¢ do poziomu bardzo niskich stezen (2,66 g/l). Zatem
monitorowanie bialka M na podstawie stezenia we frakcji beta moglto komplikowaé oceng
reakcji na leczenie. Postepy w leczeniu mozna byto zauwazy¢ obserwujac stopniowe zanikanie
biatka M w wynikach immunofiksacji surowicy pacjentki w czasie oraz monitorujac obnizanie
si¢ immunoglobuliny IgG intact mierzonej metoda immunochemiczna.

W niniejszej pracy dokonano poréwnania dwoch metod oznaczania st¢zenia biatka M
metodami elektroforezy na zelu agarozowym: 5 i 6- frakcyjnej. W metodzie 6-frakcyjnej
zmniejszony jest wplyw biatek komigrujacych z bialkiem M na oszacowanie jego stezenia,
mozna uzna¢ wigc, ze jest dokladniejsza i rekomendowana do monitorowaniu chorych z
dyskrazjami plazmocytowymi.

W klinicznym monitorowaniu pacjentow z gammapatiami monoklonalnymi, stezenie
monoklonalnej immunoglobuliny (biatka M) jest zwykle oznaczane densytometrycznie za
pomocy elektroforezy biatek surowicy. Otrzymane wyniki ilo$ciowe sa obarczone duza
(zalezng od metody zmienno$cig). Na zmienno$¢ tg wplywa:

1. Zastosowana metoda elektroforezy - podioza agarozowe, octan celulozy,

elektroforeza kapilarna. Nawet w ramach jednego rodzaju podtoza spotykamy systemy

elektroforetyczne dzielgce biatka na surowicy na 5 lub 6 frakcji. Rozne sg takze
procedury barwienia.

2. Sposdb wyliczenia biatka monoklonalnego - integrowanie wierzchotka biatka M

na elektroferogramie metoda opadania prostopadtego, odcigcia tta poliklonalnego

metoda stycznej lub wyliczong krzywa dzwonowa. Kolejnym czynnikiem
wplywajacym na wynik jest sposob odejmowania tta. Na Ryc. 57 przedstawiono rozne
sposoby integracji krzywej densytometrycznej. Stosowane w rutynowych laboratoriach
diagnostycznych systemy elektroforetyczne nie zawsze daja mozliwos¢ wyboru
systemu integracji. Ze szczegolnie duzym bledem spotykamy si¢ w sytuacjach, kiedy
strefa biatka monoklonalnego znajduje si¢ w obszarze beta-globulin. W takich
przypadkach istnieje ryzyko znacznego zawyzenia (ok. 10g/l) stezenia biatka M.
Pewnym rozwigzaniem tego problemu jest zastosowanie (dostepnych w wariantach

zelowych jak i elektroforezie kapilarnej) metod dzielacych biatka surowicy na 6 frakc;ji.
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Ryc. 57 Systemy integracji krzywej densytometrycznej na elektroforegramie:
A -metoda rzutu prostopadtego

B - metoda stycznej z odcieciem tta poliklonalnego

C -metoda krzywej dzwonowej

Opracowano na podstawie (27).

5.3 Czulosc¢ testow paskowych do analizy moczu dla tancuchow
lekkich immunoglobulin

Analiza moczu jest jednym z gtownych przesiewowych badan diagnostycznych
w laboratorium klinicznym, odgrywajacym wazng role w diagnozowaniu i monitorowaniu
wielu schorzen. W ciagu ostatnich lat nowe zautomatyzowane technologie w analizatorach
znacznie zmniejszyly pracochtonno$¢ analizy moczu i stworzyly nowe mozliwosci techniczne.
Chociaz technologia chemii suchej dla paskow testowych do moczu poczynila ograniczone
postepy, to jednak znacznie poprawiono czuto$¢ analityczng czytnikow paskow testowych na
przestrzeni ostatnich lat (98). Producenci testow w ulotkach odczynnikowych deklarujg, ze pole
reakcyjne dla biatka wykrywa zardwno albuminy oraz globuliny oraz mukoproteiny, przy czym
reakcja barwna dla globulin oraz mukoprotein jest stabsza niz reakcja na albuming.
Przedstawione informacje sg spojne z wynikami niniejszej pracy. Jednak w fachowej literaturze
nie znaleziono informacji na temat minimalnych wartosci st¢zen bialka Bence Jonesa,
wykrywanego testem paskowym. Otrzymane wyniki badan pokazuja, ze testy paskowe roznig
si¢ czuto$cig w zalezno$ci od typu tancuchow lekkich. Czuto$¢ dla tancuchéow kappa jest
niewiele nizsza niz dla albuminy (odpowiednio 300 vs 150 mg/l). Jednak w przypadku
fancuchow lekkich lambda wyniki ujemne obserwowano jeszcze dla probek o stezeniu FLC
lambda rz¢du 700 mg/1. By¢ moze wynika to z odmiennej sekwencji aminokwasowej, a co za
tym idzie innego powinowactwa tancuchow kappa i lambda do odczynnika na polu reakcyjnym.
Rézne powinowactwo barwnikéw do rdznych biatek jest do$¢ szeroko opisane w
pismiennictwie naukowym. Powszechnie stosowane metody oparte 0 reakcje z Coomassie

Brillant Blue (metoda Bradforda) dajg r6zng intensywno$¢ zabarwienia z réoznymi biatkami.
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(Ryc. 58). Intensywnos$¢ zabarwienia (przy tym samym st¢zeniu biatka moze si¢ miedzy

biatkami r6zni¢ nawet 10 razy (Tab. 23).

Net Absorbance (595 nm)

—0—BSA
—&—BGG

1 I
0 500 1,000 1,500 2,000
Protein Concentration (pg/ml)

Typical standard curves for bovine serum albumin (BSA) and bovine gamma globulin (BGG) in the Pierce
Coomassie Plus Protein Assay. The assay kit (Part No. 23238) includes ampules of Albumin Standard.

Ryc. 58 Roznice w intensywno$ci barwy dla albuminy wotowej (BSA) i immunoglobuliny wotowej (BGG) -
oznaczenie metoda Bradforda.
Zrodto: Ulotka informacyjna Thermo Fisher Scientiffic (Pierce™ Coomassie Plus (Bradford) Assay Kit

(thermofisher.com)

Tab. 23 Réznice w intensywnosci zabarwienia réznych biatek przy tym samym stezeniu roztworu biatka
- oznaczenie absorbancji za pomocg ExPASy ProtParam .
Opracowano na podstawie: (99).

Bialko Masa [Da] Absorbancja
1 g/l roztworu biatka

BSA (albumina bydleca) 66 435 0.65
p-laktoglobulina 18363 0,94
Lizozym 14 305 2.65
a-globina 15 054 0,79
B-globina 15 955 0,79
Rybonukleaza A 13 683 0.69
Trypsynogen 23 980 1.42
Insulina 5777 1.10
Cytochrom C 12 229 1.00
Mioglobina 16 952 0.83
Ubikwityna 8565 0,17
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Wedtug zatozen producentéw, oznaczenie biatka w moczu za pomocg testu paskowego
jest metoda przesiewowa do wykrywania albuminy, a wigc nizsza czulo$¢ dla biatek
drobnoczgsteczkowych nie ogranicza wartosci diagnostycznej tego badania. Poniewaz metoda
ma jedynie charakter potilosciowy — a wiec szacunkowy (42), pozytywny wynik jest
wskazaniem do dalszej diagnostyki 1 wykonania dokladniejszych badan metodami
ilo§ciowymi. Natomiast wynik ujemny konczy diagnostyke w kierunku biatkomoczu. Jednak
Z badan wiasnych dotyczacych czutosci testu dla FLC wynika, ze takie postepowanie nie jest
wlasciwe dla wszystkich pacjentoéw. W przypadku pacjentow, u ktorych podejrzewa si¢
gammapati¢ monoklonalna, klinicysta powinien by¢ wyczulony na mozliwos¢ wynikow
falszywie ujemnych. We wspomnianej grupie pacjentow ujemny wynik tego badania nie
powinien konczy¢ diagnostyki. Wyniki niniejszej pracy wskazuja na znaczne korzysci
diagnostyczne, ktore mozna uzyska¢ kontynuujac diagnostyke z uzyciem testu ilo§ciowego,

a W kolejnym kroku immunofikasacji bialek moczu oraz/lub selektywnos$ci biatkomoczu.

5.4 Rozbieznosci zwigzane z oznaczaniem wolnych tancuchéw lekkich
immunoglobulin w surowicy

Wyniki przedstawione w niniejszej pracy dotyczace probleméw metodycznych
zwigzanych z oznaczaniem wolnych tancuchéw lekkich sg zbiezne z wieloma doniesieniami na
przestrzeni ostatnich lat (50), (100). Liczne doniesienia oraz doswiadczenia wlasne pokazuja,
ze techniki immunochemiczne stosowane do iloSciowego oznaczania wolnych tancuchow
lekkich posiadaja swoje ograniczenia, jak chociazby problem nadmiaru antygenu (efekt
Hooka), czy btad efektu rozcienczenia (101),(102),(54). W przypadku trzech opisywanych w
niniejszej pracy pacjentow (pacjenci 2,3,4) stezenie FLC oznaczane testem Freelite® bylo
kilkukrotnie wyzsze niz stgzenie catkowitych tancuchow lekkich (TLC), a u pacjentki 2
stezenie FLC przewyzszalo nawet stgzenie biatka catkowitego (Tab. 10). Wskazuje to na
zawyzanie FLC, poniewaz wolne tancuchy lekkie sg czgécig tancuchow catkowitych (TLC).
Producent testu Freelite® twierdzi, ze udoskonalit metod¢ oznaczania i jedynym zjawiskiem
interferujacym obecnie w oznaczanie wolnych tancuchow lekkich jest tendencja FLC do
tworzenia polimerdw. Producent uwaza, iz tego typu sytuacji nie mozna w zaden sposob
wyeliminowa¢. Jednak jest to zjawisko wystepujace rzadko (103). Polimery moga dziata¢ jako
wieloantygenowe epitopy w oznaczeniach FLC skutkujac fatszywie wysokimi wynikami

stezen. Nawet w takiej sytuacji, jak zostato to zademonstrowane w publikacji Draysona i wsp
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(104), polimery FLC zachowuja swoja przydatnos¢ kliniczng. We wspomnianej publikacji testy
Freelite® wykryty spolimeryzowane tancuchy lekkie u kilku pacjentéw, u ktorych nie wykryto
biatka M metodg elektroforetyczng. Na tej podstawie postawiono diagnoze¢ szpiczaka
niewydzielajacego i zastosowano odpowiednie leczenie.

W opisywanym przypadku pacjentki 5 rowniez wystepuja niespdjnosci w wynikach
zwigzanych z testem Freelite®. Mamy tu najprawdopodobniej do czynienia z catkowita
czasteczka monoklonalnej immunoglobuliny IgG lambda, bez obecnosci wolnych tancuchow
lekkich, co potwierdzatby wynik st¢zenia FLC lambda (3,06 mg/l). Natomiast zastrzezenia
musi budzi¢ podwyzszony wynik stezenia FLC kappa (348 mg/1) (Tab. 13), ktory jest zupetnie
niespojny z wynikami uzyskanymi metodami elektroforetycznymi (Ryc. 31). W tym miejscu
nalezy zaznaczy¢, ze dokonane pdzniej oznaczenia FLC testem N Latex Siemens oraz
zmierzone kontrolnie warto$ci TLC wykazuja wzajemna spdjnos$¢ oraz zgodnos¢ z testami
elektroforetycznymi SPE i IFE (Tab. 14).

Istniejg rowniez doniesienia dotyczace niezgodnos$ci w oznaczaniu stezen wolnych
fancuchéw lekkich FLC (oznaczanych technika Freelite®) w moczu oraz catkowitych
fancuchow lekkich (TLC), w ktorych zauwazono, ze niekiedy poziom tych pierwszych
znacznie przewyzsza poziom lekkich tancuchow catkowitych (105). Stad w wielu osrodkach,
wtym w Szpitalu Uniwersyteckim w Krakowie, wycofano si¢ z wykorzystywania testu
Freelite® do oznaczenia wolnych tancuchéw lekkich w moczu na rzecz testu TLC Siemens
metodg immunonefelometryczng. Obecnie, zamiast badan moczu, Migdzynarodowa Grupa
Robocza ds. Szpiczaka sugeruje stosowanie FLC w surowicy obok SPE i IFE jesli podejrzewa
si¢ szpiczaka (22). Wiaczenie diagnostycznego badania moczu pod katem obecno$ci
tancuchow lekkich immunoglobulin jest zalecane w przypadku podejrzenia AL i pacjentow ze
szpiczakiem wydzielajacym tancuchy lekkie z uwagi na czgsto niskie st¢zenie biatka M
w surowicy (106). Mimo powyzszych rekomendacji, w wielu os$rodkach diagnozujacych
pacjentow z dyskrazjami plazmocytowymi w dalszym ciggu w panelu badan rutynowo
zlecanych znajduje si¢ oznaczanie tancuchow lekkich immunoglobulin w moczu.

Mimo duzego postepu technik diagnostycznych w ciggu ostatnich kilkunastu lat, wielu
badaczy uwaza, ze obecne testy FLC nie sg doktadne, a wyniki pomiarow nie sg rOwnowazne
miedzy r6znymi metodami (107), (108). Po pierwsze dlatego, ze FLC to heterogenna grupa
czasteczek biatek, ktore majg duze zrdéznicowanie tadunku i1 wielkosci dzieki unikalnym
aminokwasom, ktore tworza podgrupy regionu zmiennego. Dlatego epitopy wykrywane na
monoklonalnych FLC jednego pacjenta, moga by¢ niewykryte Iub stabiej reagowaé

z odczynnikiem u innego. Wprawdzie nie mozna wptyna¢ na zmiang tych wlasciwosci, ale
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mozna poprawié¢ dostepne testy FLC dazac przede wszystkim wyeliminowania efektu Hooka
I nieliniowosci metod. Wazne jest tez, aby wyniki FLC w surowicy nie byly interpretowane
osobno, ale w konteks$cie klinicznym wraz z innymi istotnymi wynikami laboratoryjnymi.

Kolejnym problemem zwigzanym z testem Freelite®, ktory nalezy wzia¢ pod uwage
monitorujagc chorych z dyskrazjami plazmocytowymi jest duza zmienno$¢ ,migdzy -
aparaturowa”. W poczatkowym okresie jedynym analizatorem uzywanym do oznaczania FLCs
testem Freelite® byt immunonefolometr BN II (Siemens). Obecnie test Freelite® mozna
wykonywa¢ na ok. 10 platformach analitycznych m.in.: cobas 8000 i cobas 6000 (Roche),
Immage (Becman Coulter), SPA Plus i Optilite (Binding Site), Attelica Neph 630 (Siemens).
Cotten i wsp. (109) badajac zmiennos$¢ oznaczen FLCs na 4 réznych platformach wyznaczyli
nowe zakresy referencyjne dla stosunku wolnych tancuchéw kappa do lambda (FLCr) dla
poszczegdlnych analizatorow. Wartosci te roznity si¢ od obowiazujacego obecnie,
wyznaczonego w 2002 roku na platformie BN 1l Siemens, zakresu: 0.26—1.65 (18). Wyniki
uzyskane dla cobas 6000 to 0.50-2.43, dla Immage: 0.20-1.26, Optilite: 0.40-2.53 i SPA Plus
0.36-2.07. Warto przywota¢ tym miejscu badanie Morales-Garcia i Pacheco-Delgado, ktorzy
okreslili nowe zakresy referencyjne FLCr dla analizatora Optilite (Binding Site) na poziomie:
0.65-2.56 mg/l (110) (56). Niezwykle istotne jest wiec monitorowania pacjenta przy uzyciu
jednej platformy analitycznej. Oznaczanie FLCs na r6znych analizatorach moze generowac
btgdne przypisanie pacjentéw podczas monitorowania odpowiedzi na leczenie, w ktorym
wspolczynnik FICs jest jednym z kryteriow odpowiedzi na terapi¢. Prawidtowy wspotczynnik
FLC s$wiadczy o rygorystycznej remisji catkowitej (stringen CR — sCR), natomiast powyzej
25% wzrostu réznicy stezen pomiedzy klonalnym tancuchem w FLC a tancuchem
nieklonalnym (warto$¢ absolutna wzrostu o minimum > 10 mg/dl) $wiadczy o progresji
choroby (progressive disease-PD) (15).

Przedstawione powyzej przyklady podkreslaja konieczno$¢ wykonywania catego
pakietu uzupelniajacych si¢ badan w przebiegu diagnozowania pacjentoéw z dyskrazjami
plazmocytowymi: (SPE, IFE, TLC, intact Ig), nie tylko oznaczenia FLC oraz konieczno$¢

monitorowania pacjenta przy pomocy jednej platformy analitycznej.

5.5 Przemijajace i wtérne gammapatie monoklonalne

Przyklady przemijajacej obecnos$ci biatka monoklonalnego u pacjentow z réznego rodzaju
zakazeniami mozna spotka¢ w literaturze. De Rooij i wsp. (111), opisuja przypadek 62-letniej
pacjentki z ostrg infekcja CMV, u ktérej stwierdzono obecnos¢ biatka monoklonalnego w

102



rozdziale elektroforetycznym. Potwierdzono zalezno$¢ wystepowania ostrego zakazenia
cytomegalowirusem i przej$ciowej gammapatii monoklonalnej. Po 2 miesigcach u pacjentki
ustapily objawy infekcji, a biatko monoklonalne nie byto juz oznaczalne. Powyzszy opis jest
zbiezny z przypadkiem pacjentki 6 z niniejszej pracy. Po otrzymaniu wyniku elektroforegramu
ujawniajgcego biatko M nie wdrozono inwazyjnej diagnostyki hematologicznej takiej jak
biopsja szpiku, ale wykonano najpierw testy w kierunku wiruséw mogacych powodowac
uszkodzenie watroby i otrzymano wynik dodatni przeciwciat anty-CMV zaréwno w klasie IgG
jak 1 IgM, co wskazywato na toczace si¢ zakazenie wirusem cytomegalii. Po okresie kilku
tygodni w rozdziale elektroforetycznym nie stwierdzono juz obecno$ci biatka monoklonalnego
zarowno w proteinogramie jak i w immunofiksacji (Ryc. 33).

Przemijajaca gammapatia monoklonalna moze réwniez wystapi¢ podczas zakazen
grzybiczych. W badaniu Conant i wsp. (112) w rozdziale elektroforetycznym w surowicy krwi
41-letniej pacjentki przyjetej do szpitala z powodu zakazenia krwi drozdzakiami z rodzaju
Candida albicans stwierdzono obecnos¢ biatka monoklonalnego. Po przeprowadzonym
leczeniu flukonazolem, po 6 miesigcach od postawienia diagnozy nie stwierdzono obecnosci
biatka monoklonalnego w proteinogramie.

Gammapatia monoklonalna moze zosta¢ réwniez indukowana przez infekcje
bakteryjne. Obserwacje przeprowadzone w 2006 roku przez Stoimenis 1 wsp. wykazaly
korelacje pomigdzy wystapieniem przejSciowe] obecnosci monoklonalnego biatka typu IgG
lambda w surowicy, a zakazeniem Staphylococcus aureus u 68-letniego chorego (62).

Znaczenie kliniczne i1 doktadna patogeneza przejsciowej monoklonalno$ci sg stabo
poznane i wcigz wymagaja wyjasnienia. Kilka prac wykazalo, ze osteoblasty zakazone
Staphylococcus aurerus w zapaleniu kosci 1 szpiku indukuja wydzielanie cytokin zapalnych IL-
6 i IL-12, ktore moga stymulowa¢ nadmierng proliferacj¢ immunoglobulin monoklonalnych
powodujac rozwoj MGUS (113). Po uszkodzeniu watroby (np. przez wirusy, alkohol, toksyny),
niektore biatka uwolnione z hepatocytow bardzo silnie stymulujg uktad immunologiczny.
W obszarze gamma w proteinogramie obserwujemy wtedy hipergammaglobulinemig
poliklonalng a czasem, cho¢ rzadziej, wstgpowanie jednego lub kilku wyodrgbnionych prazkow
biatkowych. Prazki te - zwykle klasy IgM - sa wynikiem klonalnej odpowiedzi uktadu
odporno$ciowego na uwolnione z hepatocytéw biatka rozpoznawane jako obce antygeny (54)

Bioragc pod uwage przedstawione wyzej przyklady klinicy$ci powinni rozwazy¢
prawdopodobienstwo przemijajacej paraproteinemii u chorych z przewlektymi infekcjami
przed wdrozeniem inwazyjnej, drogiej 1 czgsto ucigzliwej dla pacjenta diagnostyki

hematologicznej.
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Gammapatie monoklonalne zdarzaja si¢ niezwykle rzadko u dzieci. W opisywanym
w niniejszej pracy przypadku 3-letniej dziewczynki, gammapatia monoklonalna wystapita
w rezultacie allogenicznego przeszczepienia szpiku kostnego zastosowanym w leczeniu
mukopolisachrydozy typu I. Jest to spichrzeniowa choroba genetyczna spowodowana brakiem
aktywnos$ci enzymu lizosomalnego a-liduronidazy. Skutkiem tego deficytu jest postepujaca
akumulacja glikozoaminoglikanéw: siarczanu heparanu i siarczanu dermatanu w lizosomach
powodujaca nieprawidtowe funkcjonowanie komorek, tkanek i narzgdoéw (114). Strategia
terapeutyczna polega na dostarczeniu enzymu bezposrednio w formie enzymatycznej terapii
zastepcze] lub w sposdb posredni poprzez przeszczepienie krwiotworczych komorek
macierzystych lub szpiku kostnego. Ta ostatnia metoda opiera si¢ na zastapieniu makrofagow
chorego z deficytem aktywnos$ci a-liduronidazy przez pule komorek pochodzacych ze szpiku
zdrowego dawcy z prawidlowa aktywnoscig enzymu (115).

Klinicy$ci powinni mie¢ $wiadomos$¢, ze zdarzaja si¢ gammapatie zwigzane
Z przeszczepieniem narzagdow lub komoérek krwiotworczych lub gammapatie w przebiegu
wrodzonych i nabytych zespotéw niedoboru odpornosci, w chorobach limfoproliferacyjnych,
a takze ataksji teleangiektazji (116). Dlatego w przypadku obecnos$ci biatka M u pacjentow
pediatrycznych, zawsze w pierwszej kolejnosci nalezy bra¢ pod uwage przytoczone wyzej
przyczyny/schorzenia. Szpiczak mnogi wystgpuje niezwykle rzadko u dzieci i stanowi mniej
niz 1% wszystkich pacjentow ze szpiczakiem (117), (118).

Badania przeprowadzone w 2010 roku przez Sucak i wsp. (63) wykazaty, pojawienie
si¢ dodatkowego prazka biatka monoklonalnego u 26 % dorostych pacjentow ze szpiczakiem
plazmocytowym po przeszczepieniu komorek krwiotworczych. W badaniu tym stwierdzono,
ze wystgpowanie postransplantacyjnych dodatkowych prazkéw biatka monoklonalnego nie
wigze si¢ z zadnymi niekorzystnymi dlugoterminowymi konsekwencjami i nie wymaga
modyfikacji leczenia.

Istniejg takze doniesienia, ze wtorna MGUS jest czgsto zwigzana z wysokim
wskaznikiem odpowiedzi 1 lepszym przezyciem u pacjentow z dyskrazja komorek
plazmatycznych (65). Opisywany pacjent 7 po przeszczepie tandemowym oraz pojawieniu si¢
wtornej] MGUS w rezultacie uzyskat remisj¢ catkowita. Badacze thumacza fenomen wtdrnej
MGUS przejsciowg utrata funkcji regulatorowych limfocytow T krotko po przeszczepie oraz
nadmierng proliferacjg limfocytow B, co skutkuje nadprodukcjg najczeséciej jednego klonu
immunoglobulin. Maisnar i wsp uwazaja, ze pojawienie si¢ dodatkowych prazkow paraprotein
w rozdziale elektroforetycznym jest prawdopodobnie zwigzane z odzyskiwaniem upos$ledzonej

produkcji immunoglobulin po przeszczepie (119). W opisywanych przypadkach pacjenta 7
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chorego na szpiczaka plazmocytowego informacja o dodatkowym prazku biatka
monoklonalnego w proteinogramie surowicy byta bardzo istotna, gdyz redukcja stezenia biatka
monoklonalnego jest jednym z gtéwnych wytycznych oceny odpowiedzi na leczenie Szpiczaka.
Pojawienie si¢ nowego biatka monoklonalnego mogla powodowac niepewno$¢ w ocenie
odpowiedzi na zastosowang terapi¢ oraz prowadzi¢ do niepotrzebnych modyfikacji leczenia.
W celu uniknigcia takich sytuacji wskazana jest $cista wspotpraca i przepltyw informacji
pomiedzy Klinicysta i diagnostg laboratoryjnym majacym specjalistyczng wiedze
i doswiadczenie z zakresu wykonywania i interpretacji elektroforegraméw. Dobrg praktyka
byloby umieszczanie na skierowaniu informacji w formie komentarza do zlecenia o fakcie oraz
dacie przeszczepienia komorek krwiotworczych u chorego, wowczas diagnosta mogltby
porownac poprzednie wyniki elektroforetyczne surowicy pacjenta i odpowiednio skomentowac
wynik. Ulatwitoby to interpretacje badan przez klinicyste i przyspieszyto ewentualne decyzje

W postgpowaniu terapeutycznym.

5.6 Gammapatie monoklonalne u pacjentow z zaburzeniami
neurologicznymi

W diagnostyce roznicowej pacjenta z nietypowymi objawami neurologicznymi zawsze
nalezy bra¢ pod uwage mozliwos¢ dyskrazji plazmocytowych. Takze w tych przypadkach
wykonanie badanie ptynu mozgowo-rdzeniowego w Kierunku wewnatrzptynowej syntezy
globulin moze wnie$¢ wiele cennych informacji 0 stanie chorego. Wprawdzie badanie to jest
integralng czg$cig diagnostyki chorych na SM od czasu wiaczenia oceny PMR do kryteriow
diagnostycznych McDonalda (120) i przy takim podejrzeniu jest najczesciej zlecane, jednak w
przypadku chorych z dyskrazjami plazmocytowymi moze pozwoli¢ na wczesniejsze
zdiagnozowanie MGUS lub szpiczaka tlacego i objecie pacjenta opiekg hematologiczng.

W niniejszej pracy przeanalizowano 1142 wynikow elektorforegramow wykonanych
technikg ogniskowania izoelektrycznego. Prazki monoklonalne w PMR 1 surowicy wykazano
u 11 osob (0,96 %), ktore skierowano do poradni hematologicznej. U wszystkich stwierdzono
MGUS i poddano dalszej obserwacji —zalecono, aby zgtaszaé¢ si¢ regularnie do hematologa
W celu monitorowania poziomu st¢zenia biatka monoklonalnego w surowicy co 6 miesiecy.
U wszystkich 11 pacjentdow wykrycie prazkow monoklonalnych w PMR i surowicy byto
przypadkowe, jednak przyniosto duza korzys¢ chorym, ktorzy maja szans¢ na wczesniejsze
uchwycenie ewentualnej progresji MGUS do szpiczaka plazmocytowego, otrzymanie

odpowiedniego leczenia, a co za tym idzie lepsze rokowanie i dtuzsze przezycie. Jinghong L i
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wsp. opisali przypadek pacjenta u ktoérego zdiagnozowano szpiczaka plazmocytowego niejako
,»przy okazji” wykonania badania ogniskowania izoelektrycznego przy podejrzeniu Stanu
zapalnego w OUN (121). U chorego wykryto mozgowa posta¢ zakazenia tasiemcem
bablowcowym (Echinococcus granulosus), jednak prazki monoklonalne w PMR 1 surowicy
poprowadzity do dalszej diagnostyki w kierunku szpiczaka i potwierdzily rozpoznanie, co
pozwolito na wdrozenie leczenia przeciwnowotworowego w niedlugim czasie po wyleczeniu
zakazenia pasozytem. Autorzy zaproponowali, aby w przysztosci ogniskowanie izoelektryczne
bylo badaniem pomocniczym w diagnostyce dyskrazji plazmocytowych.

W pismiennictwie znalez¢ mozna uzycie terminu ,,prazki oligoklonalne™ (oligoklonal
bands) do opisania biatka monoklonalnego pojawiajacego si¢ W elektroforegramie po
przeszczepieniu komorek macierzystych i réznigcego si¢ od pierwotnie zidentyfikowanego
przy rozpoznaniu szpiczaka plazmocytowego (122), (123). W niniejszej pracy i w innych
publikacjach (64), (65) takie biatko monoklonalne zostalo opisane jako wtdérne biatko M,
a gammapatia monoklonalna (jako stan wynikajacy z pojawienia si¢ owego biatka) wtdrng
MGUS (secondary MGUS) (1.6 Zjawisko przemijajgcych 1 wtornych gammapatii
monoklonalnych). Natomiast termin ,,prazki oligoklonalne” uzyte w pracy to prazki, ktore sg
wynikiem nadmiernego wytwarzania przez dojrzate limfocyty B oraz plazmocyty przeciwciat
w klasie G przeciwko biatkom: mieliny oraz oligodendrocytoéw miejscowo w OUN.

Inng wazng kwestig, ktorg trzeba poruszy¢ jest skierowanie (zlecenie) na badanie ptynu
moézgowego w kierunku wewnatrzptynowej syntezy globulin. Optymalnym postgpowaniem
lekarza jest przekazanie na skierowaniu mozliwie jak najwigcej informacji dotyczacych
chorego ze wzgledu na cenny i trudno dostepny materiat biologiczny jakim jest ptyn m6ézgowo-
rdzeniowy oraz z uwagi na pracochtlonno$¢ 1 ztozono$¢ metody ogniskowania
izoelektrycznego. Ponizej przedstawiono wzor skierowania zawierajacego wszelkie potrzebne

informacje (Ryc. 59).
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Ryc. 59 Wz6r skierowania na badanie PMR i surowicy w kierunku wewnatrzptynowej syntezy globulin.
Czerwong i niebieska ramka zaznaczono wazne informacje, ktére powinny znalez¢ sie na skierowaniu.

Z doswiadczenia praktycznego wynika, ze tak szczegdtowo wypetnione skierowanie na
badania jest rzadko$cig. Obecnie nie ma W tej kwestii formalnych wymogow, jednak jest to
rekomendowane, utatwia prace diagno$cie wykonujacemu oznaczenie, skraca czas badania i
informacje¢ zwrotng dla klinicysty, a tym samym przyspiesza postawienie diagnozy 1 wdrozenie
leczenia pacjenta. W niniejszej pracy niejednokrotnie juz sygnalizowano potrzebe
intensyfikacji komunikacji pomi¢dzy lekarzami i diagnostami w celu optymalizacji procesu
diagnostyki chorych, a starannie wypelnione skierowanie zawierajace istotne informacje jest

zdecydowanie elementem tego procesu.

5.7 Krioglobuliny

W przypadku krioglobulinemi niezwykle istotna jest prawidtowa interpretacja wynikow
rozdziatow elektroforetycznych biatek. Szczegdlnie w przypadku krioglobulinemii
mieszanych, w ktorych elektorforeza biatek moze mylnie sugerowaé¢ monoklonalny charakter
choroby. Klinicy$ci winni skorelowa¢ objawy kliniczne z wynikami elektroforegraméw
I wybranych badan immunochemicznych. Wymaga to jednak dobrych regul wspotpracy

miedzy lekarzami a wyspecjalizowanym zespotem diagnostow laboratoryjnych, ktorzy potrafiag
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nie tylko postgpowac z trudnym materialem diagnostycznym w przypadku krioglobulinemii,
ale takze odpowiednio opisa¢ wynik badania sugerujacy to zjawisko.

Dobra praktyka byloby zamieszczanie przez lekarza na zleceniu badan do laboratorium
informacji o zdiagnozowanej wczesniej krioglobulinemii. W opisywanym przypadku
pacjentki 11 chora miata zdiagnozowang wczesniej krioglobulinemig, ale ta informacja trafita
do diagnosty wykonujacego badania dopiero po kilku dniach, podczas rozmowy telefonicznej
Z lekarzem prowadzacym. Wezesniejsza informacja (najdogodniej w momencie zlecenia badan
I otrzymania surowicy) skrocitaby czas procesu diagnostycznego i otrzymania wyniku przez
klinicyste. Brak tego typu informacji prowadzi do wydtuzenia czasu oczekiwania na wynik
z powodu dodatkowych badan (test inkubacji krioglobulin, powtarzanie oznaczen), skutkuje
opozniong diagnoza 1 wdrozeniem odpowiedniego postepowania terapeutycznego.

Krioglobuliny moga nie zosta¢ wykryte w badaniu elektroforetycznym, jesli precypituja
podczas wirowania. Ich obecno$¢ we krwi pelnej prowadzi¢c moze do zawyzania liczby
erytrocytow lub ptytek krwi w oznaczeniu przez analizatory hematologiczne (72). Tego typu
interferencje byly opisywane np. przez Larsen i wsp (37).

Fatszywie podwyzszona liczba ptytek krwi — pseudotrombocytoza nie zdarza si¢ czgsto,
ale jest duzym wyzwaniem diagnostycznym. Moze wystapi¢, gdy w probce krwi obecne sg
fragmenty komorek jadrzastych, erytrocytow, mikroorganizmy, kropelki lipidow lub agregaty
biatek. Istnieja doniesienia o falszywie wysokiej liczbie ptytek krwi u pacjentow
z krioglobulinemia. Zawyzona liczba ptytek moze stanowi¢ problem diagnostyczny
U pacjentow podejrzewanych 0 rozpoznanie makroglobulinemi Waldenstroma i moze by¢
nawet podstawg btednej stratyfikacji chorych wg Migdzynarodowego Indeksu
Prognostycznego — IPSSWM (15). U pacjenta 12 metoda uzyta pierwotnie na aparacie Sysmex
XN-1000 byta analiza impedancyjna, w ktorej zliczanie trombocytéw odbywa si¢ ze wzgledu
na wielko$¢ komorek. Metoda ta ma swoje ograniczenia zwigzane z niezdolno$cig analizatora
do odréznienia ptytek krwi od innych czastek, ktore pokrywajg si¢ z zakresem wielko$ci
trombocytow. Rozwigzaniem problemu jest oznaczenie ptytek przy pomocy fluorescencyjnej
cytometrii przeptywowej, w ktorej zawartos¢ komorek jest dodatkowo barwiona. Zastosowanie
specyficznego dla ptytek barwnika, nie tylko zwigksza czuto$¢ metody, ale takze niweluje
niespecyficzne zliczanie innych czastek o wielkosci zblizonej do trombocytow.
Przypuszczalnie krioglobuliny w probee krwi pacjenta in vitro mogly wplyna¢ na fragmentacje
komorek (erytrocyty, leukocyty), co uwidoczniono w rozmazie krwi, a powstate fragmentocyty
byly zaliczane w kanale impedancyjnym jako trombocyty. Innym wytlumaczeniem tego

zjawiska proponowanym przez badaczy (37), (124) jest zliczanie przez analizator agregatow
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biatkowych (ztozonych z monoklonalnych immunoglobulin I1gM), ktére mogly uzyskaé
wielko$¢ mieszczaca si¢ w zakresach rozmiarow ptytek krwi.

Zjawisko pseudotrombocytozy towarzyszacej wystgpowaniu immunoglobulin
monoklonalnych o charakterze krioglobulin nie zostato dotychczas jednoznacznie wyjasnione
I Z pewnoscig wymaga dalszych badan. Nalezy jednak pamigtaé, aby w przypadku uzyskania
wyniku wysokiej trombocytozy u pacjenta z makroglobulinemia Waldenstroma lub
szpiczakiem plazmocytowym IgM zawsze weryfikowa¢ wynik inng metodg niz impedancyjna.
Mozna wykona¢ rozmaz krwi lub dokona¢ pomiaru metoda fluorescencyjnej cytometrii
przeptywowej dostepna W wielu nowoczesnych analizatorach hematologicznych. Warto
pamigtac¢ rowniez o ogrzaniu probki krwi do 37 °C przed wykonaniem analizy.

Wysokie stezenie monoklonalnych immunoglobulin IgM moze byé przyczyng
wystepowania zaspotu nadlepkosci krwi (HVS). Immunoglobuliny mogg wowczas zaburzac
prace analizatoro6w hematologicznych prawdopodobnie na zasadzie interferencji w zliczaniu
komorek W poszczegélnych obszarach wykrywania. Taka sytuacja wystgpita w przypadku
pacjenta 13. HVS stwierdzono u niego na podstawie wysokiego stezenia IgM (47 g/l) w
przebiegu MW, nietypowego wyniku immunofiksacji (na wysokosci immunoglobuliny
monoklonalnej zauwazono obecno$¢ prazkéw we wszystkich $ciezkach rozdzialu surowicy)
oraz objawow neurologicznych (prawdopodobny wptyw wysokiego st¢zenia monoklonalnych
immunoglobulin IgM na stopniowe pogarszanie funkcji poznawczych). W wyniku morfologii
krwi uwage zwracata znaczna niepewno$¢ pomiarowa, zasygnalizowana przez aparat
hematologiczny, dotyczaca oznaczen leukocytow (WBC) oraz ptytek krwi (PLT) (Ryc. 48).
Zgodnie z rekomendacjg producenta (Sysmex) wykonano ponowne oznaczenie po wymianie
osocza na dedykowany firmowy diluent (Cellpack, Sysmex). Po eliminacji biatka
monoklonalnego obecnego w osoczu uzyskano wynik liczby leukocytow: 2,37 tys./ul. U
pacjenta zaobserwowano leukopenig, a liczba ptytek krwi znaczaco si¢ zmniejszyta (331 tys./
ul vs 222 tys./ul) (Ryc. 49). Analizujac skatergram dla pierwszego pomiaru mozna zauwazy¢
znaczng ilo§¢ czastek zaklocajacych pomiar leukocytow widocznych wyraznie w polu
zaznaczonym czerwong ramka (Ryc. 60A). W drugim pomiarze po wymiennie 0socza
skatergram nadal ma pewne cechy wskazujace na nieprawidtowosci — poszczegdlne punkty nie
sg na nim zgrupowane w ,,chmury” lecz sg rozproszone (Ryc. 61A), jednak wartos¢ zliczania
leukocytow zostata raportowana z uwagi na widoczne wyrazne zmniejszenie iloSci
interferencji. Wynik PLT w drugim pomiarze wciaz cechowal si¢ znaczng niepewnos$cia

pomiarowg (gwizdka przy wartosci, Ryc. 49).

109



Trudno jest definitywnie rozstrzygna¢, dlaczego wynik zmniejszyt si¢ o jednag trzecig po
wymianie osocza. Nie mozna jednoznacznie okresli¢ czy ta zmiana jest wynikiem interferencji,
czy tez manualnej ingerencji w probke. Jest mozliwe, ze cz¢$¢ plytek nie opadta tak szybko jak
pozostate komorki i zostata usunigta. Analizujgc wyniki w obu pomiarach praktycznie nie ma
réznic we wskaznikach PLT, jedynie pojawia si¢ oczekiwany spadek PCT w wyniku spadku
PLT (Ryc. 49).

Ponadto histogram PLT w obu pomiarach wygladat poprawnie (Ryc. 60B, Ryc. 61B). Jednak
analizator podal komunikat ,,PLT Clumps?” (agregaty ptytkowe), co wskazywato na obecnos¢
duzej liczby czastek zaktocajacych w obszarach wykrywania agregatow PLT (prawdopodobnie
agregatow biatkowych ztozonych z monoklonalnych immunoglobulin IgM). Czastki te miaty
maty rozmiar, prawdopodobnie generowaty sygnat klasyfikowany przez odpowiedni algorytm
analizatora jako sygnat od trombocytow. To wskazuje, ze prawdopodobnie liczba PLT mogla
by¢ przeszacowana W pierwszym pomiarze. W drugim pomiarze PLT zostaly dodatkowo
zmierzone w kanale PLT-F, w ktorym do pomiaru stosuje si¢ marker fluorescencyjny znakujacy

jedynie trombocyty, co minimalizuje interferencje i1 zapewnia doktadne i1 precyzyjne

oznaczenie ptytek Krwi.

A

Ryc. 60 Skatergram WBC (A) i histogram RBC i PLT (B) w wyniku morfologii krwi pacjenta 13

z makroglobulinemig Waldenstroma Na skatergramie widoczna jest znaczna ilo$¢ czastek zaktocajacych
pomiar leukocytéw w polu zaznaczonym czerwong ramka. Interferencje spowodowane sa wysoka
lepkoscia osocza pochodzacg od monoklonalnych immunoglobulin klasy IgM o duzym steZeniu.
Histogramy RBC i PLT wygladaja prawidtowo.
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Ryc. 61 Skatergram WBC (A) histogram RBC i PLT (B) w wyniku morfologii krwi pacjenta 13

z makroglobulinemig Waldenstroma po wymianie osocza w celu eliminacji interferencji w zliczaniu
leukocytow. Skatergram nadal ma pewne cechy wskazujace na nieprawidtowosci — poszczegdlne punkty
nie s3 na nim zgrupowane w ,,chmury” lecz sg rozproszone, jednak wida¢ wyrazne zmniejszenie
interferujacych czastek - monoklonalnych immunoglobulin. Histogramy RBC i PLT wygladaja prawidtowo.

Diagnostyka laboratoryjna chorych z zespotem HVS stanowi duze wyzwanie, tym
bardziej, ze w dostgpnych piSmiennictwie nie ma wielu artykutow poswieconych temu
zagadnieniu. Autorzy publikacji skupiaja si¢ raczej na klinicznych implikacjach zespotu
nadlepkosci (68), (74), (125) niz na technicznych aspektach opracowywania wynikow
laboratoryjnych. Z tego powodu diagnostyka chorych z HSV wymaga od diagnosty
laboratoryjnego doswiadczenia w postepowaniu z trudnym materiatem diagnostycznym oraz
interpretacji wynikow badan. W oznaczaniu morfologii krwi wymiana osocza wg. procedury
opisanej w niniejszej pracy moze by¢ jedynym sposobem uzyskania niezbednego wyniku
badania u chorego z HVS. Niezwykle pomocne s3 tez nowoczesne analizatory hematologiczne
z zaawansowanymi technikami analitycznymi takich jak fluorescencyjna cytometria

przeptywowa, pozwalajagcymi na eliminacje¢ ewentualnych interferencji w badanym materiale.

5.8 Daratumumab - interferencje w badaniach elektroforetycznych

W ostatnich dwudziestu latach pojawito si¢ wiele nowych lekow takich jak inhibitory
proteasomu czy leki immunomodulujace, ktore przyczynily si¢ istotnie do poglebienia
| wydtuzenia odpowiedzi na kolejne linie leczenia, rewolucjonizujagc paradygmat choroby.

Jednak szpiczak plazmocytowy nadal uznawany jest za chorobg nieuleczalng, co wynika
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Z obecnosci opornych klonéw nowotworowych komorek plazmatycznych wywotujacych
nawroty choroby. Prawdziwa rewolucjg W terapii szpiczaka plazmocytowego okazato si¢
wprowadzenie leku o nazwie daratumumab (Dara), ktory biochemicznie jest przeciwciatem
monoklonalnym anty-CD38. Badacze szczegoélnie podkreslajg wysoka skuteczno$¢ Dara
zarowno w monoterapii jak i w terapii skojarzonej. Na uwage zastuguj¢ tez dobra tolerancja
I profil bezpieczenstwa leku (76).

Jednak w przypadku podawania Dara istnicje mozliwos¢ pojawienia si¢ dodatkowego
prazka w rozdziale elektroforetycznym pochodzacego od humanizowanych przeciwciat
monoklonalnych IgG k. Dara moze migrowaé w zelu agarozowym jednocze$nie
Zz monoklonalnym endogennym biatkiem chorego, utrudniajac prawidtowa oceng ilosciowa
biatka M, a tym samym ocen¢ odpowiedzi klinicznej na leczenie. W tym kontekscie
niezmiernie wazne jest odroznienie endogennego biatka wytwarzanegogo przez klon
nowotworowych plazmocytow od immunoglobuliny Dara w elektorforegramie.

Mozna dokonaé¢ tego uzywajac do diagnostyki metody spektrometrii masowej np.
MALDI-TOF MS (matrix-assisted laser desorption/ionization time-of-flight mass
spectrometry- laserowej jonizacji probki wspomaganej matryca z detektorem czasu przelotu)
(126), (127), jednak jest to metoda wysoko specjalistyczna, droga i niedostepna dla wiekszosci
osrodkéw monitorujgcych pacjentow z dyskrazjamii plazmocytowymi.

Inna metoda polega na wykorzystaniu w badaniu immunofiksacji surowicy
dodatkowego przeciwciala skierowanego przeciwko regionowi zmiennemu Dara. Wigzanie
tego przeciwciala z daratumumabem zmienia mobilno$¢ Dara w rozdziale elektroforetycznym
przesuwajac go na obrzeze rozdzialu umozliwiajac odroznienie go od endogennego biatka
monoklonalnego (79), (41). Opisana metoda nie rozwigzuje jednak kompleksowo problemu
interferencji Dara poniewaz ma zastosowanie jedynie na niektorych analizatorach np. firmy
Sebia Hydrasis 2 tzw. test DIRA (daratumumab specific IFE reflex assay) (128), natomiast
inne popularne platformy jak Intrelab nie maja wdrozonych tego rodzaju testow.

Kolejnym problemem jest czgsto brak dostgpu diagnostow laboratoryjnych do historii
choroby pacjenta. Bardzo wazna w przebiegu diagnostyki chorych jest informacja
0 stosowanych lekach chociazby w formie komentarza do zlecenia, a w przypadku Dara jest to
informacja niezbedna dla specjalisty laboratoryjnego do wydania wiarygodnego wyniku
badania stanowigcego dla klinicysty podstawe do dalszych decyzji terapeutycznych. W obu
opisanych przypadkach chorych poddanych terapii daratumumabem diagnosta wykonujacy
badania elektroforetyczne surowicy nie otrzymal zadnej informacji (czy to pisemnej, na

skierowaniu, czy tez telefonicznej o podawanym leku od lekarza prowadzacego). Opracowujgc
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wyniki diagnosta musiat kierowa¢ si¢ intuicja 1 doswiadczeniem, opatrujac wynik
komentarzem o prawdopodobnej interferencji leku. Optymalng sytuacjg byloby opracowanie
procedur, wedlug ktorych lekarz zlecajacy badanie zamieszczatby odpowiedni komentarz
0 stosowanej terapii, tym bardziej, ze w ostatnich latach obserwujemy istotny postep w leczeniu
szpiczaka plazmocytowego, rejestrowane sa kolejne czasteczki - przeciwciata monoklonalne
dostepne w terapii, ktore rowniez mogg ingerowa¢ w badania laboratoryjne. Czg$¢ badaczy
uwaza, ze do czasu opracowania praktycznych i szeroko dost¢pnych testow laboratoryjnych
omijajacych interferencje spowodowane terapeutycznymi przeciwciatami monoklonalnymi
przydatnym badaniem moze okaza¢ si¢ test oznaczania wolnych tancuchéw lekkich
immunoglobulin (FLCs) jako odpowiedni do monitorowania choroby resztkowej u pacjentow
poddawanych immunoterapii (41). Test ten mierzy tylko tancuchy lekkie niezwigzane
z czasteczkg immunoglobuliny, wigc obecnos¢ podanej czasteczki monoklonalnej IgG kappa
nie powinna wptywa¢ na oznaczenie wolnych tancuchow lekkich. Rosenberg i wsp (129)
wykazali brak interferencji ze strony Dara w oznaczanie st¢zenia wolnych tancuchéw lekkich.
W opisywanym w niniejszej pracy przypadku pacjenta 14 mimo pojawienia Si¢
w proteinogramie dodatkowego biatka IgG kappa, st¢zenie FLC kappa pozostato na niskim
poziomie: 20,60 mg/l [3,30-19,40]. U pacjentki 15 ek rowniez nie wplynat na st¢zenia wolnych
tancuchow lekkich immunoglobulin: FLC kappa 2,07 mg/1 [3,30 - 19,40], FLC lambda: 2.46
mg/l [5,71 - 26,30], FLCkappa / FLClambda 0.8415 [0,26 - 1,65].

Konieczne sg jednak dalsze badania w celu potwierdzenia przydatnosci powyzszego
testu do monitorowania choroby resztkowej u pacjentow leczonych Dara.

Nalezy takze zwrdci¢ uwage, ze monoklonalne przeciwciata terapeutyczne sg coraz
czesciej stosowane w calym spektrum chordb. W elektroforezie oraz immunofiksacji moga by¢
raportowane jako biatko monoklonalne. Brak komunikacji migdzy lekarzem a laboratorium
przyczynia si¢ w takich sytuacjach do zaburzenia procesu diagnostycznego i dodatkowych

kosztow.

5.9 Nieprawidlowosci w przesiewowych testach krzepniecia
u pacjentow ze szpiczakiem plazmocytowym

Badanie uktadu krzepnigcia jest niezwykle istota czescig diagnostyki chorych
z dyskrazajmi plazmocytowymi. Pacjenci z przedtuzonymi czasami PT i APTT maja znaczaco

skrocong mediang catkowitego czasu przezycia (overall survival - OS) oraz czasu wolnego od
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progresji (progression — free survival - PFS) (130). Oznaczanie parametréw hemostazy jest tez
niezbedne do przeprowadzenia badan inwazyjnych.

W przypadku pacjenta 16 na uwage zastugiwaly przedtuzone, a wiasciwie
nieoznaczalne czasy: protrombinowy (PT), czeSciowej tromboplastyny po aktywacji (APTT)
oraz stezenie fibrynogenu ponizej 0,4 g/l. Uzyskanie prawidlowych wynikow jest niezbedne do
przeprowadzenia zabiegu trepanobiopsji szpiku. Nalezy doda¢, iz pacjent nie przyjmowat
lekow antykoagulacyjnych oraz nie prezentowal objawow skazy krwotocznej oprocz
wspomnianych okresowych krwawien z nosa ustepujacych samoistnie. Wyniki byty niespdjne
z obrazem klinicznym chorego, zlecono zatem kontrole badan uktadu krzepnigcia. Wyniki
powtorzylty si¢. W zwigzku z podejrzeniem interferencji monoklonalnych immunoglobulin
W przebieg testow krzepnigcia, wdrozono postgpowanie majace na celu eliminacje
interferencji. Przeprowadzono pomiary rozcienczajac osocze 0,9 % solg fizlologiczng
(,,rozcienczajac” w ten sposob rowniez interferujace paraproteiny, ograniczajac ich wptyw).
Zastosowano metod¢ optomechaniczng dedykowana dla probek osocza o zwiekszonej lepkosci
oraz zawierajacych duze stgzenia paraprotein. Fibrynogen oznaczono metoda
turbidymetryczng, w ktérej uzywane sg przeciwciata monoklonalne przeciwko czasteczce
firbynogenu. Analizator mierzy rozproszenie $wiatla na kompleksach immunologicznych. Jest
to metoda bardziej ,,odporna” na zaktocenia pomiaréw fibrynogenu niz rutynowo uzywana
metoda Claussa.

Wyniki zmienione przez niewykryte zaktdcenia w testach laboratoryjnych stanowig
potencjalne zagrozenie. Wprowadzaja w btad klinicyste, a pacjent jest narazony na ryzyko
niekorzystnej diagnozy i leczenia. Taka sytuacja miata miejsce w przypadku opisywanym przez
Margeti¢ i wsp. (90). U starszego pacjenta przyjetego na szpitalny oddzial ratunkowy
otrzymano wyniki nieoznaczalnego czasu PT, przedluzonego czasu trombinowego - TT
i stezenia fibrynogenu ponizej zakresu liniowos$ci, oraz wynik czasu APTT mieszczacy si¢
w zakresie referencyjnym. Mimo braku krwawien w wywiadzie i obrazie klinicznym pacjent
otrzymal wlew z witaminy K, co po6zniej okazato si¢ zupelnie niepotrzebnym, a nawet
potencjalnie szkodliwym dziataniem. Po podaniu dawki witaminy K czas PT nie ulegt korekcji,
nadal byl nieoznaczalny. W trakcie dalszej diagnostyki u chorego wykryto we krwi obecnos¢
monoklonalnych immunoglobulin IgG lambda. Oznaczono aktywnosci czynnikow krzepniecia,
ktore miescily si¢ w zakresach referencyjnych. Wprowadzono réwniez dziatania prowadzace
do eliminacji z osocza paraprotien i w rezultacie uzyskano skrocenie czasow krzepniecia oraz

uzyskanie prawidlowego st¢zenia fibrynogenu. Uznano, ze czynnikiem interferujacym w testy
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koagulologiczne byly monoklonalne immunoglobuliny mogace zaburza¢ polimeryzacje
fibryny.

Do podobnych wnioskéw doszta Iwaniec i wsp. (38) po przeanalizowaniu przypadku
71-letniego chorego przyjetego do szpitala z powodu guza nerki oraz nieprawidlowych
wynikow badan uktadu hemostazy. Wywiad krwotoczny byt ujemny. Czasy PT, APTT, TT
byly przedtuzone natomiast aktywnosci czynnikdw krzepnigcia wykonane w trakcie dalszej
diagnostyki byty prawidtlowe. Wykluczono obecnos¢ antykoagulantu toczniowego
| przeciwciatl antykardiolipinowych. Z uwagi na wysoki poziom biatka catkowitego (91.6 g/l,)
wykonano immunofiksacj¢ surowicy, ktéra wykazata obecno$¢ monoklonalnych
immunoglobulin IgG kappa. Podejrzewano, ze interferuja one w przebieg testow
koagulologicznych. Badacze zauwazyli, Ze z najbardziej przedtuzony byt czas TT natomiast
stezenie fibrynogenu miescito si¢ w zakresach referencyjnych, uznali wiec, ze tancuchy lekkie
monoklonalnych immunoglobulin mogly niespecyficznie wigza¢ czasteczki fibrynogenu.
Mechanizm ten mogt przedtuzaé¢ czas TT oraz zaburza¢ polimeryzacje fibryny. Potwierdzenie
hipotezy wymaga jednak dalszych badan.

Przytoczone przyktady wskazuja jak niezwykle istota jest Scista wspotpraca klinicystow
I diagnostow laboratoryjnych, tak jak to mialo miejsce w przypadku opisywanego w pracy
pacjenta 16. Ciagly przeptyw informacji zaowocowat szybka diagnoza chorego i wdrozeniem

odpowiedniego leczenia.
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6. Wnioski

U pacjentow z dyskrazjami plazmocytowymi iloSciowe oznaczenia parametrow
istotnych dla diagnostyki i monitorowania tej grupy chorych moga by¢ obarczone znacznym
btedem. Wybdr odpowiedniej metody i1 interpretacja otrzymanych wynikow wymagaja

do$wiadczenia pracownikow laboratorium 1 $cistej wspolpracy z zespotem lekarzy.

1. Wyniki oznaczania st¢zenia albuminy r6znymi metodami mogg si¢ znaczaco roznic.
Niniejsza praca jednoznacznie wykazala niespojnosci oznaczen stezen albuminy w
metodzie kolorymetrycznej i elektroforetycznej i wskazuje na metode¢ kolorymetryczng
jako referencyjng u pacjentéw z dyskrazjami plazmocytowymi

2. Tlosciowe wyniki oznaczania biatka monoklonalnego zaleza od zastosowanej metody
elektroforetycznmej i wybranej metody integracji. Dla niskich stezen biatka M warto$¢
wyliczona z elektroforezy moze by¢ obarczona kilkusetprocentowym bledem
(zwlaszcza kiedy strefa biatka monoklonalnego wedruje w strefie beta-globulin). W
trudnych przypadkach raport powinien zawiera¢ ilo§ciowy wynik immunochemicznego
oznaczenia immunoglobuliny (klasy zwigzanej ze strefag monoklonalng) i by¢ spojny z
potilosciowa interpretacja wyniku immunofiksacji. Jako dokladniejsza do
monitorowaniu chorych z dyskrazjami plazmocytowymi powinna by¢ rekomendowana
elektroforetyczna metoda dzielaca biatka surowicy na szes¢ frakcji.

3. Czulo$¢ testow paskowych do oznaczania biatka w moczu jest dla wolnych tancuchow
lekkich wielokrotnie wyzsza od zakresu referencyjnego. Dla fancuchéw kappa czutosé
analityczna wynosi 300 mg/l natomiast w przypadku tancuchow lekkich lambda czutosé¢
mozna oszacowac na ok. 1000 mg/l. Ujemny wynik testu paskowego nie oznacza braku
obecnosci wolnych tancuchow lekkich w moczu. Rekomenduje si¢ iloSciowe oznaczenie
biatka w moczu u wszystkich pacjentdéw z podejrzeniem gammapatii monoklonalnej. W
przypadku wyniku powyzej zakresu referencyjnego oznaczenie albuminy oraz
fancuchow lekkich (catkowitych) metodg immunochemiczna,

4. Z powodu probleméw metodycznych zwigzanych z oznaczaniem wolnych fancuchow
lekkich, w przebiegu diagnozowania pacjentow z dyskrazjami plazmocytowymi istnieje
konieczno$¢ wykonywania calego pakietu uzupelniajacych si¢ badan (oprocz
oznaczenia FLC takze: SPE, IFE, TLC, intact Ig), oraz konieczno$¢ monitorowania

pacjenta przy pomocy jednej platformy analitycznej (wyniki pomiaréw nie sg
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rownowazne miedzy roznymi metodami). Ilosciowe wyniki st¢zenia FLC na réznych
platformach / r6znymi metodami moga si¢ r6zni¢ wielokrotnie.

Pojawienie si¢ nowego biatka monoklonalnego na skutek przeszczepienia komorek
krwiotworczych moze niekiedy powodowaé niepewnos$¢ w ocenie odpowiedzi na
zastosowang terapi¢. Interpretacja wynikow wymaga duzego doswiadczenia personelu
laboratorium.

Pojawienie si¢ prgzkéw monoklonalnych w PMR moze by¢ pierwsza nieprawidtowoscia
w wynikach laboratoryjnych u pacjenta z dyskrazja plazmocytowa z objawami
neurologicznymi. Personel laboratorium powinien by¢ odpowiednio przeszkolony i
umie¢ rozpozna¢ gammapatic monoklonalng w obrazie izoogniskowania ptynu
moézgowo rdzeniowego. Neurolodzy powinni by¢ wyczuleni na mozliwo$¢ wystapienia
takiego wyniku i niezwtoczne kierowanie pacjenta do hematologa.

W pracy opisano procedury postepowania z materialem badanym u chorych
z dyskrazjami plazmocytowymi, u ktorych wystapil zespot nadlepkosci lub
krioglobulinemia. Sg to: wstgpne ogrzewanie surowicy przed wykonaniem rozdziatlow
elektroforetycznych, wymiana osocza w probkach pobranych na EDTA dedykowanym
diluentem przy podejrzeniu interferencji powodowanych przez immunoglobuliny
monoklonalne oraz uzywanie metody fluorescencyjnej cytometrii przeplywowej do
oznaczania ptytek krwi.

Daratumumab  (Dara) przeciwcialo  monoklonale  IgG-kappa  stosowane
W immunoterapii szpiczaka plazmocytowego interferuje w badanie elektroforezy biatek
surowicy (SPE) i (IFE). Zastosowanie testu polegajacego na dotagczeniu dodatkowego
przeciwciata skierowanego przeciwko regionowi zmiennemu Dara i przesuniecie go na
obrzeze pola rozdziatu elektroforetycznego umozliwia odroznienie Dara od
endogennego biatka monoklonalnego. Drugim sposobem postgpowania jest oznaczania
wolnych tancuchow lekkich immunoglobulin (FLCs), testu odpowiedniego do
monitorowania choroby resztkowej u pacjentow poddawanych immunoterapii. Test ten
mierzy tylko tancuchy lekkie niezwigzane z czasteczka immunoglobuliny, a wigc
obecno$¢ podanej czasteczki monoklonalnej IgG kappa nie wpltywa na oznaczenie
wolnych tancuchow lekkich, co pokazano w niniejszej pracy w opisie przypadkow
pacjentow leczonych daratumumabem.

U pacjentow z dyskrazja komorek plazmatycznych, u ktoérych istnieje podejrzenie
interferencji w badania laboratoryjne ukladu krzepnigcia i fibrynolizy, z uwagi na

niespojne wyniki czaséw krzepniecia w odniesieniu do stanu klinicznego pacjenta
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nalezy zastosowa¢ szereg dzialan majacych na celu eliminacj¢ interferencji. Sa to:
wprowadzanie serii rozcienczen probki osocza, zastosowanie metody optomechaniczne;j

i turbidymetryczne;j.

W procesie diagnostyki i monitorowania chorych z dyskrazjami plazmocytowymi oraz
z uwagi na charakter tych chorob niezwykle istotna jest wspotpraca pomiedzy poszczegdlnymi
grupami pracownikéw ochrony zdrowia, a w szczegdlnosci lekarzami oraz diagnostami
laboratoryjnymi. Optymalnym rozwigzaniem byloby stworzenie interdyscyplinarnych
zespolow w osrodkach zajmujacych si¢ tymi chorymi. W sktad takich zespotdéw oprocz lekarza
hematologa, nefrologa, ortopedy wchodzitby réwniez doswiadczony w dziedzinie diagnostyki
gammapatii monoklonalnych diagnosta laboratoryjny. Scista wspétpraca i wymiana informacji
pomiedzy diagnosta wykonujacym badanie a klinicysta prowadzacym pacjenta umozliwi
skrocenie procesu diagnostycznego tak pozadanego u chorych z nowotworami oraz skuteczne
monitorowanie leczenia. Poprawa jako$ci opieki medycznej i wybor optymalnych metod

diagnostycznych powinien przynie$¢ ostatecznie obnizenie catkowitych kosztow leczenia.
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7. Streszczenie

Niecharakterystyczna symptomatologia zwigzana z dyskrazjami plazmocytowymi
sprawia, ze pacjenci p6zno, niejednokrotnie w zaawansowanym stadium choroby, trafiajg do
poradni hematologicznej. Dlatego tak wazne jest wykonanie badan, ktére umozliwig szybkie
postawienie trafnej diagnozy, dobor farmakoterapii i monitorowanie leczenia. Diagnostyka
laboratoryjna ma kluczowe znaczenie w szybkim rozpoznawaniu, a nastgpnie monitorowaniu
stanu pacjentdow z gammapatiami monoklonalnymi, jednak w tej grupie pacjentéw czesto
wystepujg problemy diagnostyczne i niespojno$ci mierzonych parametréw laboratoryjnych.
Niespojnosci te utrudniajg wiasciwg interpretacje wynikéw laboratoryjnych i podejmowanie
trafnych decyzji terapeutycznych.

W pracy analizowano przyczyny rozbieznosci wynikow badan laboratoryjnych u
pacjentow z dyskrazja plazmocytow. Podano gotowe rozwigzania, ktore mozna zastosowaé w
praktyce laboratoryjnej.

Porownano dwa systemy elektroforezy zelowej: 51 6 - frakcyjna. IloSciowe oznaczanie
biatka M za pomoca elektroforezy 6 - frakcyjnej jest bardziej doktadne z uwagi na zmniejszony
wptyw prawidtowych biatek komigrujacych z biatkiem M we frakcjach beta 1 i beta 2.

Dokonano analizy czulo$ci testow paskowych oznaczania biatka
Bence — Jonesa, czyli stezenia tancuchow lekkich immunoglobulin (LC) w moczu. Uzyskane
wyniki wskazujg na ograniczone mozliwosci detekcji tych biatek przez przesiewowe testy
paskowe. Wykazano roznice czutosci paskow w zaleznosci od typu tancuchow lekkich. Dla LC
kappa prog wykrywalnosci biatka wynosi okoto 300 mg/l. Dla taficuchéw lekkich lambda —
okoto 1000 mg/1.

Przedstawiono problemy metodyczne zwigzane z oznaczaniem wolnych tancuchow
lekkich (FLC) testem Freelite®. Opisano przypadki 4 pacjentow, ktorych stgzenie FLC
oznaczane testem Freelite® bylo drastycznie zawyzone i niespdjne z innymi wynikami badan
surowicy (elektroforeza, immunofiksacja, stezenia catkowite tancuchow lekkich i biatka
catkowitego). Z uwagi na ograniczenia testu przy monitorowaniu leczenia pacjentow
z dyskrazja plazmocytowg istnieje konieczno$¢ wykonywania calego pakietu uzupetniajacych
si¢ badan.

Rozbieznosci w oznaczaniu st¢zenia albuminy badano w oparciu o zastosowang
metode: test kolorymetryczny z zielenig bromokrezolowa 1 metode elektroforetyczng. Pomiary
stezenia albuminy za pomocg testu kolorymetrycznego byly znacznie nizsze niz te uzyskane

metoda elektroforetyczng w probkach surowicy od 50 pacjentow z dyskrazjami komorek
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plazmatycznych. Natomiast w grupie kontrolnej sytuacja byla odwrotna. W przypadku 26%
pacjentéw (n=13) metoda oznaczania albuminy mogta wptywaé na zmiang stadium klinicznego
pacjenta zgodnie z migdzynarodowg klasyfikacja prognostyczng szpiczaka mnogiego.

W pracy poruszono kwestie przemijajacych i wtornych gammapatii monoklonalnych.
Opisano przypadki pacjentdéw po przeszczepieniu komodrek krwiotworczych, u ktérych
pojawito si¢ nowe biatko monoklonalne (tzw. wtérna MGUS) oraz pacjentke z przemijajaca
(reaktywng) plazmocytozg na skutek zarazenia wirusem cytomegalii. Zwrocono uwage na
interpretacje wynikow w takich przypadkach w celu uniknigcia inwazyjnej, drogiej 1 czesto
ucigzliwej dla pacjenta diagnostyki hematologicznej w sytuacji plazmocytozy reaktywej lub
niepewnosci w ocenie odpowiedzi na zastosowang terapi¢ w przypadku wtornej gammapatii
monoklonalnej.

W niniejszej pracy badano czesto$s¢ wystepowania prazkow monoklonalnych w PMR
wsrod pacjentdw neurologicznych badanych w kierunku obecnosci prazkow oligoklonalnych.
Przeanalizowano 1142 wynikéw elektorforegraméw wykonanych technika ogniskowania
izoelektrycznego. Prazki monoklonalne w PMR i surowicy wykazano u 11 0sob (0,96 %).
U wszystkich stwierdzono MGUS. Pojawienie si¢ prazkow monoklonalnych w PMR moze by¢
pierwsza nieprawidtowoscia w wynikach laboratoryjnych u niezdiagnozowanego pacjenta
z dyskrazja plazmocytowg 1 objawami neurologicznymi.

Opisano przyktady interpretacji wynikéw badan w przypadku pacjentow z dyskrazjami
plazmocytowymi, u ktéorych dodatkowo wystapit zespot nadlepkosci surowicy lub
kiroglobulinemia. Omdwiono procedury postgpowania z trudnym materialem diagnostycznym
w przypadku tej grupy chorych.

W pracy przedstawiono mozliwosci eliminacji interferencji w badania laboratoryjne
pochodzace z obecnosci w surowicy 1 moczu chorych leku przeciwciala monoklonalnego —
daratumumabu stosowanego w immunoterapii szpiczaka plazmocytowego.

Zwrocono uwage na mozliwe wystepowanie interferencji w badaniach laboratoryjnych
uktadu krzepnigcia i fibrynolizy zwigzanych z wysokim st¢zeniem monoklonalnych

immunoglobulin.
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8. Abstract

Non-characteristic symptomatology associated with plasma cell dyscrasias often leads
patients to seek hematological consultation at a late stage, frequently in an advanced disease
state. Therefore, it is crucial to conduct tests that enable prompt and accurate diagnosis,
selection of pharmacotherapy, and treatment monitoring. Laboratory diagnostics play a pivotal
role in the rapid recognition and subsequent monitoring of patients with monoclonal
gammopathies. However, this patient group often presents diagnostic challenges and
inconsistencies in measured laboratory parameters. These inconsistencies hinder the proper
interpretation of laboratory results and the implementation of appropriate therapeutic decisions.

This study analyzed the causes of discrepancies in laboratory test results among patients
with plasma cell dyscrasias. Ready-made solutions that can be applied in laboratory practice
were provided, addressing difficulties related to the processing of challenging specimens or
result interpretation.

Two gel electrophoresis systems, the 5-fraction and 6-fraction methods, were compared.
The quantitative determination of M protein using the 6-fraction electrophoresis method is more
accurate due to the reduced interference of normal proteins co-migrating with M protein in the
beta 1 and beta 2 fractions.

The sensitivity of strip tests for Bence-Jones protein detection, i.e., the concentration of
light chain immunoglobulins (LC) in urine, was analyzed. The obtained results indicate limited
capabilities of screening strip tests in detecting these proteins. Sensitivity differences among
strips were demonstrated depending on the type of light chains. The detectability threshold for
LC kappa protein is approximately 300 mg/L, while for lambda light chains, it is around 1000
mg/L.

Methodological issues associated with the measurement of free light chains (FLC) using
the Freelite® test were presented. Four cases were described in which the FLC concentration
determined by the Freelite® test was drastically elevated and inconsistent with other serum test
results (electrophoresis, immunofixation, total light chain concentrations, and total protein).
Due to the limitations of the test in monitoring the treatment of patients with plasma cell
dyscrasias, there is a need for a comprehensive package of complementary tests.

Discrepancies in albumin concentration determination were examined based on the
method used: colorimetric assay with bromocresol green and electrophoretic method. The
albumin concentration measurements using the colorimetric assay were significantly lower than

those obtained using the electrophoretic method in serum samples from 50 patients with plasma
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cell dyscrasias. Conversely, in the control group, the situation was reversed. For 26% of patients
(n=13), the method of albumin determination could affect the change in the patient's clinical
stage according to the international prognostic classification for multiple myeloma.

The study addressed the issue of transient and secondary monoclonal gammaopathies.
Cases of patients who developed new monoclonal proteins (secondary MGUS) after
hematopoietic stem cell transplantation and a patient with transient (reactive) plasmacytosis
due to cytomegalovirus infection were described. Attention was drawn to result interpretation
in such cases to avoid invasive, expensive, and often burdensome hematological diagnostic
procedures in situations of reactive plasmacytosis or uncertainty in assessing the response to
therapy in cases of secondary monoclonal gammopathy.

The frequency of monoclonal bands in cerebrospinal fluid (CSF) among neurologically
examined patients with suspected oligoclonal bands was investigated. A total of 1142
electrophoretogram results obtained using isoelectric focusing were analyzed. Monoclonal
bands in CSF and serum were detected in 11 individuals (0.96%). All of them were diagnosed
with MGUS. The appearance of monoclonal bands in CSF may be the first laboratory
abnormality in an undiagnosed patient with plasma cell dyscrasia and neurological symptoms.

Examples of result interpretation were provided for patients with plasma cell dyscrasias
who additionally presented with hypergammaglobulinemia or cryoglobulinemia. Procedures
for handling challenging diagnostic specimens in this patient group were discussed.

The possibilities of eliminating interference in laboratory tests resulting from the
presence of the monoclonal antibody drug daratumumab in the serum and urine of patients
undergoing immunotherapy for multiple myeloma were presented.

A series of measures aimed at eliminating interference in laboratory tests were proposed
for patients with plasma cell dyscrasias suspected of having interference in the coagulation and
fibrinolysis system, considering inconsistent results of clotting times in relation to the patient's

clinical condition.
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Ryc. 1 Rozmaz aspiratu szpiku kostnego u pacjenta ze szpiczakiem plazmocytowym.
Widoczne skupiska plazmocytéw i rulonizacja erytrocytow. Fot. dr Marta Szostek,
Katedra i Klinika Hematologii Collegium Medicum Uniwersytet Jagiellonski. ........c.ccueereennee 8
Ryc. 2 Wynik rozdziatu elektroforetycznego biatek surowicy: prawidtowy (A) oraz z
widoczna strefg biatka monoklonalnego we frakcji gamma-globulin (B). Na rycinie
podkreslono réznice w sposobie migracji frakcji gamma. W prawidtowej surowicy
réznorodnos$¢ tadunku immunoglobulin powoduje powstanie ,rozciggnietej” frakc;ji
biatkowej. Immunoglobulina monoklonalne jest produktem jednego klonu
plazmocytow, a wiec biatkiem o jednorodnym tadunku - stad charakterystyczny wzor
migracji w postaci ostrego, odgraniczonego piku. Czerwong ramka zaznaczono parametr
SMC (Serum Monoclonal Concentration) -wyliczone na podstawie intensywnosci piku
elektroforetycznego stezenie biatka monoklonalnego..........coovnierenrnesinsensensssesessesssens 12
Ryc. 3 Elektroforegram ze strefg biatka monoklonalnego we frakcji beta (A) i w pasmie
alfa-2 (B). Zawarto$¢ biatka monoklonalnego wyliczone tacznie z frakcja odpowiednio:
DETA 1 AlEA-2. oo 13
Ryc. 4 Wynik elektroforezy biatek surowicy przedstawiajgcy biatko biklonalne. Obie
frakcje monoklonalne migruja jako dwa dobrze odgraniczone piki, co umozliwia
niezalezne oznaczenie kazdego z nich w SposOb il0SCIOWY ... 14
Ryc. 5 Immunofiksacja biatek surowicy: ujemna tzn. bez obecnos$ci monoklonalnej
immunoglobuliny (A) i z obecnos$cig biatka monoklonalnego: klasy IgG typu kappa (B).
Na $ciezce G oraz x widoczny charakterystyczny wzor migracji biatka monoklonalnego -
jako ostry odgraniczony pik. Dodatkowo o nieprawidtowej klonalnos$ci Swiadcza
zaburzone proporcje intensywnosci pragzkéw kappa oraz lambda ($ciezka ki A)............. 14
Ryc. 6 Proteinogram z niewielkim pikiem biatka monoklonalnego w strefie gamma...... 15
Ryc. 7 Imunofiksacja surowicy z widocznym prazkiem odpowiadajagcym wolnym
Tancuchom 1eKKim KapPa. e sssssss s sessssssesssesssssssssssssssessesases 16
Ryc. 8 Proteinogram przedstawiajacy wzrost stezenia immunoglobulin poliklonalnych
(hypergammaglobulinemia polikonalna), brak biatka monoklonalnego. Pomimo, ze

frakcja gamma jest podwyzszona, rozlany sposéb migracji wskazuje na
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immunoglobuliny poliklonalne, ktérych obecno$¢ towarzyszy przewlektym stanom

72 0 1 4|4 T 16
Ryc. 9 Elektroforeza biatek wykonana w osoczu. Widoczny pik pochodzacy od
fibrynogenu w pasmie gamma-globulin - komponenta pseudomonoklonalna. ................ 17
Ryc. 10 Elektroforeza biatek w surowicy ze znaczng hemoliza. Na rycinie widoczna jest
podwadjna frakcja beta. W tym przypadku wolna hemoglobina migruje we frakcji beta
dajac dodatkowy prazek, ktéry moze by¢ mylnie uznany za biatko M. U pacjenta nie
stwierdzono obecno$ci biatka monoKIoNaINegO......coccereeeereereenerseeseeserseeseeseesesse s seseesseseens 17
Ryc. 11 Badanie elektroforetyczne biatkomoczu pacjenta z gammapatia monoklonalna.
Widoczna intensywna, podwdjna strefa monomeru i dimeru wolnych tancuchéw lekkich
(FLC mon. /dim.) oraz obecnos¢ prazkéw biatkowych w strefach migracji: albuminy
(Alb.), transferyny (TRF.) oraz immunoglobulin (Imm). Obraz jest charakterystyczny dla
biatkomoczu nieselektywnego. W moczu widoczne sg rowniez prazki w strefie biatek
drobnoczasteczkowych. Dwa z nich majg charakterystyczng dla wolnych tancuchow
lekkich immunoglobulin 10KaliZacje. ... 18
Ryc. 12 Imunofiksacja biatek moczu - widoczne wolne tanicuchy lekkie lambda ($ciezka A
(0] VA8 § =TT R 19
Ryc. 13 Elektroforeza biatek surowicy na zelu agarozowym-rozdziat na 6 frakgiji........... 21
Ryc. 14 Oznaczenie biatka M technikg elektroforezy kapilarnej - u pacjenta wykryto
immunoglobuline monoklonalng IgA Kappa. ... sessessessessessessessessenns 22
Ryc. 15 Porownanie metod iloSciowego oznaczania biatka monoklonalnego metoda

L2 (S S0 0 {00 7/ - T 24
Ryc. 16 Czasteczka przeciwciata z widoczng strukturg tancucha ciezkiego i lekkiego
immunoglobuliny wraz z epitopami, FLC kappa i lambda. ..., 29
Ryc. 17 Diagram przedstawiajacy plazmocyty produkujace czasteczki immunoglobulin,
monomery fancuchéw lekkich kappa oraz dimery lambda.........ccoornenincenneneseneeneeniens 30
Ryc. 18 Badanie PMR i surowicy metoda ogniskowania izoelektrycznego: wynik typowy
dla SM (A), wynik prawidtowy (B) oraz charakterystyczny dla dysproteinemii (C)......... 35
Ryc. 19 Immunofiksacja surowicy z silnie zaznaczong strefg gamma-globulin
poliklonalnych. Obecnos$¢ prazkéw we wszystkich klasach immunoglobulin sugeruje

(o] aX=To o Lo LYol -y (o o4 (o] 010 1 1 o VAP 37
Ryc. 20 Immunofiksacja surowicy z klasycznym obrazem krioglobulinowym: wytracanie

biatka w miejscu natozenia, rozmazane rozdzialy.......... 38
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Ryc. 21 Lek daratumumab (DarzaleX). .....ccoemereeneneeneeneeneenessessessessssssssssssssesssssesssssesssssessssssssessesns 40
Ryc. 22 Rozdziat elektroforetyczny biatek moczu na Zelu poliakrylamidowym z
dodatkiem SDS. Widoczna strefa monomeru oraz dimeru wolnych tancuchéw lekkich
immunoglobulin. U pacjenta nie zaobserwowano prazka pochodzgcego od albuminy... 47

Ryc. 23 Testy paskowe firmy Roche do oznaczen parametréw fizyko-chemicznych w

Ryc. 24 Stezenie albuminy zmierzonej obiema metodami w grupie pacjentéw oraz w
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badanych i grupy KONrOINE ..o sss e ssessesssssessanes 52
Ryc. 26 Zestawienie wynikow SPE oraz IFE pacjentki 1 ze szpiczakiem plazmocytowym z
biatkiem M we frakcji beta-globulin, podczas monitorowania terapii........ueserneens. 56
Ryc. 27 Wynik elektroforezy biatek u pacjenta X: A - rozdziat 5 - frakcyjny, B - rozdziat 6
- frakcyjny. Biatko monoklonalne znajduje sie we frakcji B L. 57
Ryc. 28 Elektroforegram oraz wynik immunofiksacji surowicy pacjentki 2: obecnos¢ biatka
monoklonalnego - wolnych tancuchow lekkich kappa w dwoch strefach: staba w alfa 2 oraz
bardzo mocna w pasmie gamma-glODUIIN ...ttt sens s sens s sees s 62
Ryc. 29 Rozdziat elektroforetyczny oraz wynik immunofiksacji surowicy pacjentki 3:
obecno$¢ biatka monoklonalnego - wolnych tancuchéw lekkich kappa w pasmie beta-
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Ryc. 30 Elektroforegram oraz wynik immunofiksacji surowicy pacjenta 4: obecnos$¢

biatka monoklonalnego - wolnych tancuchow lekkich lambda w pasmie gamma-globulin.

Ryc. 31 Elektroforegram oraz wynik immunofiksacji surowicy pacjentki 5 : obecnos$¢
biatka monoklonalnego IgG 1ambda . ... eneees 65
Ryc. 32 Proteinogram surowicy pacjentki 6 ze strefg biatka monoklonalnego stabo
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Ryc. 36 Wynik badania elektorforetycznego u pacjenta 9 metoda ogniskowania
izoelektrycznego na zelu agarozowym: widoczne prazki oligoklonale w PMR oraz prazki
monoklonalne w PMR i surowicy. (PMR-ptyn mézgowo-rdzeniowy, SUR- surowica)..... 74
Ryc. 37 Wynik badan elektroforetycznych surowicy pacjenta 9 ujawniajacy obecnos¢
biatka monoklonalnego [ZG KAPPa. ..o sesssssesssssessessesssssesssssesssssessssnes 75
Ryc. 38 Wynik badania elektroforetycznego u pacjentki 10 metoda ogniskowania
izoelektrycznego na zelu agarozowym: widoczne prazki monoklonalne w PMR i
surowicy (PMR-ptyn mézgowo-rdzeniowy, SUR- SUFOWICA).....courerernsemniensessessensessessesssseens 76
Ryc. 39 Wynik badan elektroforetycznych surowicy pacjentki 10 ujawniajgcy obecnos¢
biatka monoklonalnego IgG 1ambda. ... 76
Ryc. 40 Proteinogram surowicy pacjentki 11 zawierajacej krioglobuliny (A) oraz
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Ryc. 44 Wynik morfologii krwi pacjenta 12 z makroglobulinemig Waldenstréma. Ptytki
mierzone metoda impendancyjng. Oflagowanie przy wyniku PLT wskazuje na

interferencje w oznaczeniu spowodowanym przez monoklonalne immunoglobuliny

Ryc. 45 Obraz mikroskopowy rozmazu krwi obwodowej pacjenta 12 chorujacego na
makroglobulinemie Waldenstroma z rzekomga nadptytkowos$cia. Widoczne liczne
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Ryc. 46 Wynik morfologii krwi pacjenta 12. Ptytki mierzone metoda fluorescencyjnej
cytometrii przeptywowej, ktoéra eliminuje interferencje spowodowane przez
monoklonalne immunoglobuliny w 0znaczaniu PLT........ e 83
Ryc. 47 Wynik proteinogramu oraz immunofisacji surowicy pacjenta 13. Stwierdzono
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Ryc. 49 Wynik morfologii krwi u pacjenta 13 z makroglobulinemig Waldenstréma na
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