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SOUHRN

Cil studie: studium abnormalnich gradientt véetné novych monoklonélnich imunoglobulind a oligoklondlnich past u pacien-
td s mnohoc¢etnym myelomem po autologni transplantaci.

Typ studie: retrospektivni analyza

Material a metody: Do studie bylo zarazeno 100 pacient( Kliniky hematoonkologie Fakultni nemocnice Ostrava s diagnosti-
kovanym mnohocetnym myelomem po autologni transplantaci od listopadu 2013 do srpna 2016. K identifikaci a kvantifika-
ci paraproteint byla pouZita standardni elektroforéza sérovych proteind a imunofixacni elektroforéza. V pripadé nejasného
nélezu byla dopInéna izoelektricka fokusace v agardzovém gelu s naslednym afinitnim imunoblotingem.

VWysledky: Zmény v imunofixaénim nélezu byly pozorovany prdmeérné po dvou meésicich (rozmezi 1-8 mésicll) po autologni
transplantaci u 46 % pacientt. U Sesti z nich (13 %) byla pozorovana zména izotypu, u 17 (37 %) prechodny prikaz oligo-
klonality, u 23 (50 %) zména izotypu a soucasné prechodny priikaz oligoklonality. K ndvratu k plvodnimu imunofixacnimu
ndlezu doslo primeérné za 14 mésict (rozmezi 4-32 mésicl) od autologni transplantace.

Zavér: Prlkaz novych monoklondlnich gradientt ¢i prechodna pritomnost oligoklondlnich past u pacientt po autolog-
ni transplantaci pravdépodobné predstavuje prechodny jev souvisejici s obnovou produkce imunoglobuliné bez zndamek
negativniho klinického vyznamu a relapsu onemocnéni.

Kilicova slova: elektroforéza sérovych proteindi, imunofixacni elektroforéza, izoelektricka fokusace, monoklonalni imunoglo-
bulin, oligoklonalita, mnohocetny myelom.

SUMMARY

Kusnierova P., Zeman D., Sigutova, R., Svagera Z.,V$iansky F., Zahradova L., Hajek R.: Interpretation difficulties
in electrophoresis and immunofixation findings in patients with multiple myeloma after autologous transplanta-
tion

Objective: The study of abnormal gradients including new monoclonal immunoglobulins and oligoclonal bands in patients
with multiple myeloma after autologous transplantation

Design: Retrospective study.

Material and Methods: 100 multiple myeloma patients after autologous transplantation between November 2013 and
August 2016 from the Clinic of Haematooncology, University Hospital Ostrava, were included in the study. For the identifica-
tion and quantification of paraproteins, standard serum protein electrophoresis and immunofixation electrophoresis were
used. Exceptionally, in case of equivocal results, agarose isoelectric focusing with subsequent affinity-mediated immunob-
lotting was performed.

Results: Changes in immunofixation result were observed 2 months (mean; range 1-8 months) after the autologous trans-
plantation in 46 % of patients. In 6 (13%) of them isotype switch was observed, in 17 (37 %) transient oligoclonal profile,
and in 23 (50 %) isotype shift as well as transient oligoclonal profile. Return towards the original immunofixation result was
observed 14 months (mean; range 4-32 months) after the autologous transplantation.

Conclusion: Observation of new monoclonal gradients or transient presence of oligoclonal bands in patients after autolo-
gous transplantation probably represents a transient phenomenon linked to the recovery of immunoglobulin production
without any negative clinical significance in sense of a disease relapse.

Keywords: serum protein electrophoresis, immunofixation electrophoresis, isoelectric focusing, monoclonal immunoglobu-
lin, oligoclonality, multiple myeloma.

Uvod nich past je Casto popisovana po alogenni i autologni
transplantaci a také po intenzivni chemoterapii u pa-

Mnoho&etny myelom je charakterizovan klondini  cientl s leukémif [1-6]. Pri¢inou mize byt zména v pro-
proliferaci plazmatickych bunék a produkci monoklo-  dukci paraproteinu malignimi plazmatickymi burikami,
nalniho imunoglobulinu konstantniho izotypu a konkrét-  vznik druhého maligniho klonu nebo se mdze jednat
niho lehkého retézce, tzv. paraproteinu. Zména izotypu o doCasny nasledek myeloablativni terapie [4,7,8].
paraproteinu nebo prechodna pritomnost oligoklonal-  Prechodnéa pritomnost abnormadlnich gradientd/oligo-
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klondlnich pasd mlZe predstavovat znacny problém
pro laboratof provadgjici interpretaci elektroforetickych
nalezd.

Metodika

Do studie bylo zarazeno 100 pacientl z Kliniky
hematoonkologie Fakultni nemocnice Ostrava s dia-
gnostikovanym mnohocetnym myelomem po autologni
transplantaci v obdobi listopad 2013 az srpen 2016.
K identifikaci a kvantifikaci paraproteind byla pouzita
standardni elektroforéza sérovych proteind (Hydragel
30 Protein B1-B2, kat. ¢: S-4141, SEBIA) a imunofixac-
ni elektroforéza (Hydragel 4 IF, kat. &.: S-4804, SEBIA),
dopInéné o stanoveni polyklonalnich imunoglobulind (N
Antisera to Human Immnoglobulins IgG, IgA and IgM,
kat. ¢. OSAS,0SAR, OSAT, Siemens) a stanoveni vol-
nych lehkych fetézcl (Freelite Kappa SPA PLUS Kit,
kat. ¢. LKO16.L.S; Freelite Lambda SPA PLUS kit, kat.
¢. LKO18.L.S. The Binding Site Ltd.). V pfipadé nejas-
ného nalezu, popf. podezieni na paraprotein tvoreny
pouze volnymi lehkymi Fetézci byla provedena imu-
nofixace s tézkymi fetézci y, a, W, O, € a prislusnymi
lehkymi Fetézci K, free K, A, free A, pfipadné doplnéna
izoelektrickd fokusace v agarézovém gelu s nasled-
nym afinitnim imunoblotingem (IEF/AIB, modifikovana
in-house metoda C. J. Sindica) [9-12]. Ke statistické-
mu zpracovani dat byl pouzit program MedCalc, verze
16.1.2.

Table 1: Paraprotein characterization at initial diagnosis in
100 patients with multiple myeloma

Ig No. of Patients
19G K 42
I9G Kk & free k 4
I9G A 13
IgG A & free A 8
IgA K 10
IgA A 7
IgA A & free A 3
IgM A & free A 1
Free k 7
Free A 5

Table 2: Number of patients with apparent isotype switch

e N | unchanged | change
2013 7 5 2
2014 23 10 13
2015 37 17 20
2016 33 12 8

*13 patients were evaluated with regard to short term monitoring of
patients after autologous transplantation

Vysledky

Do studie bylo zafazeno 45% zen (N = 45; me-
dian véku 61,1 + 8,1 let) a 55 % muzd (N = 55; median
véku 60,9 = 7,1 let). Prehled typu paraprotein’ v dobé
stanoveni diagndzy je uveden v Tabulce 1. Zmény
v imunofixaénim ndlezu byly popsany u 46 % pacientd
(N = 46). U 13% (6 pacientl) byla pozorovana zména
izotypu paraproteinu, u 37 % (17 pacientl) prechod-
ny prikaz oligoklonality a u 50 % (23 pacientd) zména
izotypu a prechodna pritomnost oligoklonélnich pasu,
Tabulka 2, obr. 1 3. Median intervalu identifikace odlis-
ného paraproteinu/oligoklondlnich past od plvodniho
nalezu na imunofixaci po autologni transplantaci byl 2
mésice (rozmezi 1-8 mésicl), median intervalu navra-
tu k plvodnimu nélezu na imunofixaci byl 14 mésict
(rozmezi 4-32 mésicl). Nicméné je zde nutno zohlednit
kratkou dobu sledovani pacientti po provedené autolo-
gni transplantaci (zahajeni autolognich transplantaci ve
Fakultni nemocnici Ostrava od 2. pol. roku 2013). Kap-
lan-Meierova analyza preziti vzhledem k pfitomnosti/
nepiitomnosti abnormalnich gradient’ nevykazuje sta-
tisticky vyznamny rozdil mezi obéma studovanymi sku-
pinami (P = 0,5887), obr. 4.

Diskuse

Tato prace potvrzuje vyskyt odlignych typl mono-
klonalnich imunoglobulind, popt. prfechodnou piitom-
nost oligoklondlnich pasd u pacientd s mnohocetnym
myelomem po autolognitransplantaci. Také Mitus a kol.
[1] popisuji prechodné oligoklonalni a monoklonalni
gamapatie u vice nez 50 % pacientd po alogenni a syn-
genni transplantaci kostni dfené préimémé za 84 dn(
po transplantaci pretrvavajici primémeé 175 dnd. Zent
a kol. [4] oproti tomu publikovali, ze 10% (55) pacien-
t0 mélo pritomné abnormalni proteinové pasy, z toho
48 pacientl oligoklondlni pasy a 23 z nich popsanou
zménu izotypu paraproteinu (16 mélo pritomné jak
oligoklonalni pasy, tak paraprotein odliSného izotypu).
Nicméné morfologicka vySetieni a pritokova cytomet-
rie neprokazaly u této skupiny pacientll zménu izotypu
klonalnich plazmatickych bunék. Soucasné i Hovenga
a kol. se zabyvali podobnou problematikou [7]. U 73 %
pacientl pozorovali nové oligoklonalini a monoklonaini
pasy tfi mésice po autologni transplantaci. Pfevazovaly
typy IgGA a IgGk. U 48 % pripadC vymizely oligoklonalni
pasy primeérneé za 22 mésict po transplantaci, zatimco
u 52 % pripadd pretrvaval vyskyt oligoklonélnich past
31 mésicl. Také Maisnar a kol. [5] publikovali pfitom-
nost abnormalnich proteinovych past u 43 % pacient(
s medianem dva mésice (rozmezi 1 az 6 mésicl) po
autotransplantaci. Popsané rozdily ve frekvenci vyskytu
abnormalnich proteinovych past mezi nasimi vysledky
a vysledky jednotlivych vyzkumnych skupin pravdépo-
dobné souvisi se sensitivitou pouzivanych analytickych
metod a pfislusnych diagnostickych souprav.

Déle jsme srovnavali délku preziti pacientd v zavis-
losti na pritomnosti/nepfitomnosti abnormalnich gradi-
entd/oligoklonalnich past. Na rozdil od vySe citovanych
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Fig. 1. Ig isotype switching in patient after autologous transplantation;

1 The findings of the immunofixation electrophoresis at initial diagnosis — monoclonal protein IgG k
2 Five months after autologous transplantation — monoclonal protein IgM k & free A (2 gradients)

3 Eleven months after autologous transplantation - negative finding
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Fig. 2. Transient presence of oligoclonal bands in patient after autologous transplantation;

1 The findings of the immunofixation electrophoresis at initial diagnosis — monoclonal protein IgA k

2 Four months after autologous transplantation — initial monoclonal protein IgA k and oligoclonal bands
3 Nine months after autologous transplantation - original monoclonal immunoglobulin IgA k
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Fig. 3. Patient with paraprotein composed of monoclonal free light chains lambda. The findings of the immunofixation elec-
trophoresis at initial diagnosis (1a), immunofixation with anti-IlgD and anti-IgE antisera was negative, and positive reaction was
observed with anti-free lambda antiserum (not shown); reappearance of monoclonal free lambda band, barely visible by im-
munofixation (1b) but clearly demonstrated using isoelectric focusing even at 1/1600 dilution of serum (2).
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Fig. 4. Kaplan — Meier survival curves according to the presence (1) or absence (0) of abnormal protein bands (APB) on im-

munofixation electrophoresis

praci jsme neprokazali statisticky vyznamny rozdil mezi
obéma skupinami, coz miZe souviseti s pomérné krét-
kym intervalem studovanych pacientl po podstoupené
autologni transplantaci.

V soucasné dobé se setkavame s témito nalezy &im
dél Gastgji. Je velmi dllezité odlisit pritomnost plivodni-
ho monoklonalniho gradientu od novych abnormalnich
past predevsim v gama-migracni zoné. Pokud nemame
k dispozici plivodni informaci o elektroforetické pohybli-
vosti, izotypu paraproteinu a tfidé lehkych fetézcd, mize
dojit k chybnému pfifazeni denzitometricky vyhodno-
cené koncentrace anomalniho gradientu plvodnimu
paraproteinu. Tento fakt vyzaduje archivaci gel za tUce-
lem srovnani. Ve vétsiné pripadl pak takovéto nélezy
popisujieme jako prikaz nového/odliSného anomainino
gradientu (od plvodniho paraproteinu), popr. vice gra-
dientd migruijicich v piislusnych zénach - oligoklonaini
profil anebo zdlraznime pitomnost pdvodniho mono-
klondlniho imunoglobulinu a popiseme vyskyt dalSich
diskrétnich anomalnich gradient’ pfislusné tridy a typu
s poznamkou, ze klinicky vyznam téchto prfechodné se
vyskytuijicich pasl nenf zcela jasny.

Zaveér

Prlkaz novych anomalnich gradient nebo oligo-
klonalnich past po autologni transplantaci u pacientt
s mnohoCetnym myelomem je bézny a podle cito-
vanych studii nema pravdépodobné zadny negativni

klinicky vyznam a nemél by byt povazovan za znam-
ku relapsu onemocnéni. Pfesto je nutno poskytovat
klinickym pracovnikdm podrobnou informaci o jejich
vyskytu, nebot nelze vyloucit, ze v nékterych pfipadech
mUze dojit ke skutenému relapsu se zménou izotypu
monoklonalniho imunoglobulinu.
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