Klin. Biochem. Metab., 18 (39), 2010, No. 2, p. 62-68.

Hevylite — nova analyticka metoda v diagnostice a hodnoceni
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SOUHRN

Naplni sdéleni je souhrnna informace o Hevylite (HLC — heavy/light chain) analytické metodé rozSifujici dosavadni moznosti
diagnostiky, typizace a monitorovani pribéhu malignich monoklondlnich gamapatii (MG) a dalsich B-bunéénych lymfopro-
liferativnich stavll véetné primarni systémové AlL-amyloiddzy, primarni Waldenstromovy makroglobulinémie a potencialné
i nehodgkinskych lymfomd. Jsou popséany vychodiska této nové techniky a metodické aspekty automatizované kvantitativni
imunochemické analyzy vyuzivajici vysoce specifické, avidni, polyklonaini ovéi HLC protilatky s vyznamnym potlacenim zkri-
zené reaktivity, jejichz terCem jsou unikatni junkeni epitopy umisténé mezi konstantnimi doménami tézkych (HC) a lehkych
(LC) Fetézcl molekul imunoglobulinu (Ig). Pouzité HLC protilatky umozriuji separatni rozpoznani a kvantifikaci lehkych retéz-
cl x a A v ramci jednotlivych tfid imunoglobuling, tedy IgGk a IgGA, IgAk a IgAX i IgMx a IgMA, vEetné stanoveni poméru
dominantniho a suprimovaného Ig, tj. pomeér Ig k/A a tim i posouzeni klonality hodnoceného procesu.Tato nova metoda
poskytuje reproduktibilni vysledky i v pripadé nizké hodnoty monoklonalniho imunoglobulinu (MIg) a volnych lehkych fetézc(
v séru ( sVLR), nebo i v situaci ,prekryti“ M-proteinu napt. transferinem, haptoglobinem nebo C3 slozkou komplementu
v ramci standardni elektroforézy bilkovin séra. K pfednostem Hevylite metody patfi skute¢nost, ze stanoveni HLC Ig /A po-
meru koriguje variabilitu katabolismu IgG i ostatnich tfid Mg a zmény hematokritu i plazmatického objemu. Jde o metodiku
citlivejsi, nezli je standardni gelova elektroforéza bilkovin séra s obdobnou, pfipade i vysSsi senzitivitou, neZli je imunofixacni
elektroforéza séra s vyhodou poskytnuti i kvantitativné vyjadrenych vysledkd meéreni. VySetfeni HLC rozSifuje dosavadni
moznosti nejen v oblasti diagnostiky, ale i ve sféfe monitorovani pribéhu malignich MG s moznosti véasné detekce remise,
relapsu Ci progrese nemoci a nepostrada ani prognosticky potencial. Skute¢né postaveni Hevylite metody ovSem vyplyne
teprve z vysledkl dalSich, prospektivnich randomizovanych studii a ze zkuSenosti redlné klinické praxe.

Klicova slova: HLC (heavy/light chain), Hevylite, imunochemicka analyza, monoklonalni gamapatie, mnohocetny myelom,
AL-amyloidéza, primarni Waldenstrémova makroglobulinémie.

SUMMARY

Séudla V., Pika T., Hefmanova Z.: Hevylite - the new analytic method in diagnostics and monitoring

of monoclonal gammopathies

The aim of the presented study is to display a general information about the Hevylite (HLC — heavy/light chain) analytical
method, spreading present possibilities of diagnostics, typization and course monitoring of malignant monoclonal gammo-
pathies (MG) and other B-cell lymphoproliferative diseases including primary systemic AL-amyloidosis, primary Walden-
strém macroglobulinemia and potentially also non-Hodgkin lymphomas. The study describes the basis of this new method,
methodical aspects of automatic quantitative immunochemical analysis using high specific, avid, polyclonal ovine HLC
anti-bodies with substantial suppression of crossreactivity, and their targets are unique junction epitopes located between
constant domains of heavy (HC) and light (LC) chains of immunoglobulin molecules (Ig). Used HLC anti-bodies allow sepa-
rate recognition and quantification of light chains k and A within the separate immunoglobulin classes, then IgGk and IgGA,
IgAk and IgAA also IgMk and IgMA, including assessment of relationship of dominant and suppressed Ig, i.e. Ig k/A ratio,
thereby the clonality of assessed process examination. This new method provides reproducible results also in case of low
levels of monoclonal immunoglobulin (MIg) and free light chains in serum (sFLC), or in condition of M-protein ,overlap® e.g.
by transferrin, haptoglobin or C3 complement compound. The advantage of Hevylite method is that assessment of HLC Ig
K/\ ratio amends the catabolism variability of IgG and other Mig classes, and also the changes of haematocrit and plasmatic
volume. The method is more sensitive than standard gel electrophoresis of serum protein with analogous, perhaps even
higher sensitivity than serum immunofixation electrophoresis, with advantage of quantitative analytical representation of re-
sults. HLC assessment extends current possibilities not only in the field of diagnostics, but also in monitoring of malign MG
with chance of the early detection of remission, relapse or progression of the disease and also has a prognostic potential.
But the real status of Hevylite method will emerge from results of other prospective randomized trials and from real clinical
practice experience.

Key words: HLC (heavy/light chain), Hevylite, immunochemical analysis, monoclonal gammopathy, multiple myeloma, AL-
-amyloidosis, primary Waldenstrém macroglobulinemia.

Uvod homogenniho/monoklonainiho proteinu (M-protein, M-
komponenta, ,paraprotein®), nebo jeho strukturalnich

Monoklonalni gamapatie (MG) jsou stavy,vyznadujici ~ komponent, tj. lehkych fetézcl (LR) x nebo i a vzacné

se maligni nebo potencidlné maligni monoklonalni pro- i tézkych fetézcl molekuly imunoglobulinu (Ig) typu a,
liferaci element’ B-bunécné linie, provazené produkci B, uwa é [1, 2, 3, 4]. Z rozsahlé analyzy souboru 1056
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nemocnych provedené na Mayo klinice v roce 2002
vyplynulo, Ze nejcastéjsi MG je monoklonalni gamapa-
tie nejistého vyznamu (MGNV, 59 %), vzacnéji primarni
systémova AL-amyloiddza (12 %), zatimco ve skupiné
malignich MG jde pfedevSim o mnohocetny myelom
(MM) a jeho variantni formy (20 %), u ~ 3% 0o zhoub-
né lymfoproliferativni stavy, tj. nehodgkinské lymfomy
(NHL), chronickou lymfatickou leukémii (CLL), primarni
Waldenstromovu makroglobulinémii (WM ~ 2 %) a so-
litarni plazmocytom (1 %), zatimco velmi vzacné jsou
,nemoci z depozice lehkych fetézcl“ a ,nemoci téz-
kych fetézcl“ [5]. RozliSeni jednotlivych typl MG se
opird o standardni diagnosticka kritéria, avSak v bézné
klinické praxi dochazi ke vzniku situaci, vyzaduijicich
dal3i specidlni diagnostické testy [1, 3, 6]. NaroCnost
této problematiky vyplyva rovnéz z technickych a in-
terpretacnich limitaci standardné pouzivanych metod
detekce a kvantifikace monoklondlniho imunoglobuli-
nu (MIg) i jeho strukturalnich komponent (LR « a 1), tj.
standardni gelové elektroforézy bilkovin séra a moce
(SPE), kapilarni elektroforézy séra a imunofixaéni elek-
troforézy (IFE) [4, 7, 8, 9]. V poslednich letech doSlo
k doplnéni vySe uvedenych analytickych metod o vy-
soce citlivou techniku automatizované imunochemické
analyzy volnych lehkych fetézcd imunoglobulinu (VLR)
v séru, vyuzivajici vysoce specifické detekeni a avidni
polyklonalni protilatky proti vnitrnimu epitopu molekul
LR « a &, umoznujici kvantitativni stanoveni i velmi niz-
kych koncentraci obou volnych lehkych retézcl, napr.
souprava Freelite™ Binding Site [2, 7, 8, 10]. Neobycej-
nym pfinosem této metodiky je moznost stanoveni po-
méru «/A (index monoklonality), jehoz prednosti je ne-
zavislost na stavu renalni clearance, variabilité krevniho
objemu a schopnost zohlednéni nadorové podminéné
suprese alternativiniho nemaligniho VLR. Vysoka klinic-
k& upottebitelnost analyzy sVLR v séru vychazi ze dvou
kli¢ovych okolnosti: mnohem vySSi senzitivity a specifi-
city oproti béznym elektroforetickym technikdm a moz-
nosti vypodtu poméru /A jako méfitelného vyrazu klo-
nality pfitomnych zmén [11]. SouCasné vysetfeni séra
s pouzitim SPE a analyzy sVLR v&etné jejich poméru
k/) zajiStuje diagnostice MG vice nezli 99% presnost
a ve vetsing pripad’ odstranuje potrebu analyzy moce
[12]. Neobygejny pfinos vysetfovani sVLR v séru je do-
kumentovan skutecnosti, ze pfitomnost normalniho
poméru sVLR «/A je povaZzovéana za Kligové kritérium
»guidelines” vypracovanych IMWG (International Mye-
loma Working Group) pro rozpoznani tzv. ,stringent”
kompletni remise [13]. Z rozsahlé srovnavaci studie,
provedené nedavno na Mayo Klinice vyplynulo, ze za
jednoduchy a efektivni inicialni diagnosticky screening,
vedouci ke snizeni analytické senzitivity 1ze povazovat
u MG s velkou ndlozi nadorové tkang, tj. u MM, WM
aasymptomatické/doutnajici formy MM pouze vySetieni
SPE a sVLR v séru [14]. Vynechani IFE z diagnostické-
ho screeningového algoritmu naopak snizuje detekeni
senzitivitu u MGNV o0 8 %, v pfipadé POEMS syndro-
mu o 23 %, u solitarniho plazmocytomu 0 4% a u AL-
-amyloiddzy 01 % [14]. Dnes jiz jednoznacné overeny
prinos vydetfovani hladin sVLR v séru v diagnostice,
sledovani priibéhu, hodnoceni hloubky Ié¢ebné odezvy

a v odhadu progndzy nemoci, a to zejména u oligo-
sekre¢nich forem plazmocelularnich dyskrazii, véetné
AL-amyloiddzy a nesekretorické formy MM, naSel své
vyjadreni v recentnich IMWG ,guidelines” vénovanych
MM a dal$im pribuznym staviim [15].

Predlozené sdéleni se zaméfilo na poskytnuti sou-
hmné informace o principu a potencialnim klinickém
vyuziti nové analytické metody Hevylite umozniuijici se-
paratni stanoveni koncentrace lehkych fetézct /A v in-
taktni molekule IgG, IgA a IgM typu monoklondlniho
imunoglobulinu a jez si vytkla za cil dosazeni obdob-
ného analytického pfinosu u MG, jako je dnes jiz stan-
dardni vySetfovani hladin sVLR v séru [11, 16].

Charakteristika metody

Stézejnim  vychodiskem zavedeni nové Hevylite
(HLC — heavy/light chain) analytické metody jsou vy-
znamné technické limitace dosavadnich analytickych
postupt vyuzivanych k vySetfeni Mig v séru a v modi.
Standardni elektroforéza bilkovin séra je jednoduché
a levné, zcela bézné dostupné vySetfeni, postradajici
ovSem dostate¢nou citlivost a prfesnost, zejména v pfi-
padé nizkych koncentraci Mig (1-3 g/l), a v pfipadé
pfitomnosti tzv. fenoménu prekryti. Jde zejména o vy-
Setreni IgA typu M-proteinu, nebot jeho elektroforeticka
migracni pozice interferuje s haptoglobinem v oblasti
a frakce a s transferinem i C3 slozkou komplementu
v oblasti B, zatimco v pfipadé analyzy M-proteinu tfi-
dy IgM je na zavadu sklon makroglobulinu k autoagre-
gaci [17]. Pfinosem imunofixacni elektroforézy (IFE) je
jeji vysoka citlivost v rozpoznani pfitomnosti a v uréeni
izotypu Mlg, ovSem zavaznym nedostatkem je nemoz-
nost kvantitativniho vyjadfeni podchycenych zmén [8,
11]. V soucasnosti jiz naprosto standardné vyuzivané
nefelometrické nebo turbidimetrické vysetfeni sérovych
hladin sVLR se vyznacuje vysokou presnosti i v pFipa-
dé jejich nizkych koncentraci s moznosti kvantitativniho
vyjadreni ke stupni klonality procesu (index «/A) a s pfi-
rozenym zohlednénim promeénlivosti renalniho metabo-
lismu sVLR a zmén krevniho objemul.

Stézejnim vychodiskem zavedeni Hevylite techniky
bylo zviadnuti pfipravy specifickych HLC polyklonalnich
protilatek (Hevylite imunoeseje), jgjichz terCem jsou uni-
katni junkeni epitopy mezi konstantnimi doménami téz-
kych (HC) a lehkych fetézcl (LC) molekul imunoglobu-
linu (obr. 1). Ziskané HLC protilatky umoznuiji separatni
rozpoznani a kvantifikaci k a A LR v rdmci jednotlivych
tfid Mig, tedy IgGk a IgGa, IgAk a IgAL i IgMk a IgMa
(obr. 2). V ramci vySetfeni jedné imunoglobulinové tfi-
dy umoznuje napf. kvantitativni separatni vyhodnoceni
imunoglobulinu IgGk a IgGa a navic i stanoveni pomé-
ru hladiny maligniho, dominantné postizeného vs. ne-
zhoubného suprimovaného Ig, obdobné jako v pfipadée
vySetfeni indexu k/A SVLR s pomoci Freelite™ Binding
Site metody [8, 11]. KliCovym vychodiskem vypraco-
vani Hevylite analytické metody byla pfiprava vysoce
specifickych, avidnich polyklonalnich ov&ich HLC proti-
latek s vyraznym, i kdyz doposud ne zcela Uplnym po-
tlaGenim zkfizené reaktivity [11]. Pomoci imunizacnich,
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adsorp¢nich a purifikacnich technik bylo pfipraveno
doposud 6 individualnich vysoce specifickych a silng
reaktivnich IgG, IgA a IgM/HLC antisér vhodnych pro
nefelometrii a turbidimetrii, umoznuijicich rozpoznani
a kvantifikaci jednotlivych LR v jednotlivych hlavnich
tfidach Mig.

Light
chain

Heavy

chains \

Hevylite |
epitopes

Fig. 1. Target epitopes (in black) for Hevylite antibodies are
on the constant regions (CH1 and CL) between the heavy
and light chains of immunoglobulin molecules (Courtesy of
AR Bradwell and J Hobbs)

1gG:’»

18Gk IgAk  IgAk lgMx  IgMA

Fig. 2. Heavy chain/light chain pairs of IgG, IgA and IgM
molecules showing the target epitopes for Hevylite immuno-
assays in black (Courtesy of AR Bradwell)

Koncentrace intaktniho Ig a jejich HLC « a A ,sub-
setd“ je za normalnich okolnosti udrzovana v poméme
uzkém rozmezi. Na podkladé analyzy testovaciho pane-
lu darcl krve byla pripravena pro potfeby praktického
pouziti doporucena rozmezi normalnich hodnot HLC
imunoglobulint véetné HLC pomérd (tab. 1). Provedené
statistické Setteni (Pearson(v korelaéni test) pro sumaci
I9G, IgA a IgM « a A k celkové hladiné IgA a IgM pro-
kazalo vysokou spolehlivost (~ 0.9, p < 0,01), ale niz8i
analytickou zpUsobilost v pripadé IgG typu M-proteinu
nezli pfi pouziti SPE [8, 11, 17]. Je ale nasnadé, ze ke
zpresnéni v soucasnosti doporucenych limitd je nutné
provedeni dalSich analyz, zahruijicich jedince i v senior-
ském véku a nemocné s pritomnosti réiznych zanétlivych
a autoimunnich stavd. Z dosavadnich studii vyplyva, ze
pomeér HLC /A se udrzuje v rozmezi soucasnych nor-
malnich limitd i v piipadé vySetreni jedincl se zvySenim
hodnot polyklonalnich imunoglobuling [8].

Ovéreni v podminkach klinické praxe

Jiz z biologické podstaty choroby se nemocni s MM
vyznacuji abnormalni koncentraci HLC « a HLC i s na-

rusenym pomérem HLC «/A. Srovnani vysledk( vySet-
feni HLC v souboru 18 nemocnych s IgG typem MM
v obdobi diagndézy nemoci oproti sestavé 103 zdra-
vych darcl krve prokazalo vysoce abnormalni poméer
HLC /A, a tim tedy i vysokou citlivost pro monoklonalni
charakter neoplastického stavu, a to zfejmé nejen v di-
sledku vzestupu ,tumordznich®, ale i suprese ,netumo-
roznich® molekul HLC M-proteinu (obr. 3). V pripadé
srovnani 33 nemocnych s IgA typem MM se souborem
191 normalnich sér darcd krve byla zjisténa odchylnost
HLC /A poméru u vS8ech nemocnych vyznaduiicich se
pozitivitou pfi vySetfeni s pomoci IFE (obr. 4). Dlkladna
analyza ukazala, ze s vyjimkou Mg tfidy IgG byla Hevy-
lite analyza IgA a IgM typu Mg stejné citliva jako stan-
dardni SPE a srovnatelna u IgG, IgA a IgM typu Mig
s vysledky pfi pouziti IFE [8, 11]. Potvrdilo se, ze HLC
analyza pfinasi u nemocnych vyznacuijicich se pouhou
pozitivitou IFE navic i kvantitativné vyjadrené vysledky,
pficemz stanoveni poméru HLC /A vyznamné rozsifilo
spektrum nalezenych zmén oproti pouhému stanove-
ni vySe Mlg pfi pouZiti standardni SPE, zfejmé i v dU-
sledku zohlednéni hloubky ,imunosuprese” s poklesem
»netumordzniho® Ig.

Table 1. Normal concentration range of HLC (heavy/light
chain) immunoglobulins and HLC ratios in blood donors (IgG
103 samples; IgA 191 samples; IgM 118 samples) (Courtesy
of AR Bradwell)

Immunoglobulin Means and Ranges
19G « 7231 mg/L (3608-11655)
l9G A 4203 mg/L (2023-9158)
lgG «/A Ratio 1.8 (1.15-2.70)
IgA « 1280 mg/L (300-2440)
IgA A 936 mg/L (312-2300)
IgA «/A Ratio 1.47 (0.479-3.26)
IgM « 837.6 mg/L (267-1960)
IgM A 563.5 mg/L (185-1320)
IgM /A Ratio 1.6 (0.71-2.61)
100000
= MRC MM Trial Sera
= BTS MGUS Sera
+ Normal Sera
2 10000
E
£
@ 1000
100 '
100 1000 10000 100000

IgG kappa (mg/L)

Fig. 3. IgG Hevylite tests on 103 blood donor sera (95% ran-
ge) and 18 IgG multiple myeloma (MM) patients at disease
presentation. Immunosupression of the non-tumour HLC from
hypercatabolism is apparent in high concentration samples
One blood donor sample (BTS) had an IgGi monoclonal
gammopathy of undetermined significance (MGUS) confir-
med by immunofixation electrophoresis (IFE). MRS-Medical
Research Council (Courtesy of AR Bradwell).
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Fig. 4. IgA Hevylite tests on 191 blood donor normal sera
(95% range) and 33 IgA multiple myeloma (MM) patients at
disease presentation

All MM samples were abnormal by Hevylite while 6 of the
samples could not be quantitated by serum protein electro-
phoresis (SPE) because of overlying protein bands (Courtesy
of AR Bradwell).

Jde tedy o metodu, poskytujici mnohem dyna-
mictgjsi informaci, nezli standardné pouzivana SPE
[17]. Jednoznacnou vyhodou stanoveni poméru HLC
k/A je na rozdil od elektroforetického stanoveni vyse
M-proteinu okolnost, ze dosazeny vysledek neni zkres-
len zménou objemu krve a vySe hematokritu, ani varia-
bilitou katabolismu Mlg, zpsobuijici az 30-50% kolisé-
ni Mlg bez vztahu k vlastni neoplastické produkci [18].
Je vSeobecné znamo, Ze vyse IgG i IgA M-komponenty
zavisi v podstatné mife na stupni jejich degradace [19].
Bylo zjiSténo, Ze neonatalni Fc receptory pro IgG (FCcRn)
se vazi na albumin a IgG imunoglobulin [20]. Hetero-
dimerické molekuly FcRn ochranuji IgG imunoglobulin
a albumin od proteolytické digesce a uplatiuji se pfi
jeiich mnohonasobné recyklaci zpét na povrch bunék
s jejich naslednym uvolnénim do kolujici krve. V pfi-
padé vysoké koncentrace IgG imunoglobulinu v séru
tak dochazi k Uplné saturaci FcRn, coz zpUsobuije, Ze
IgG vazany na FcRn je recyklovan, zatimco volny IgG
bez vazby na FcRn je urychlené degradovan. Podle
zavérl nékterych studif je mozno obdobné argumenty
aplikovat do jisté miry i na imunoglobulin IgA [21]. Bylo
zjisténo, Ze katabolicky poloCas imunoglobulinu IgG je
v piipadé jeho normalni koncentrace v séru ~ 21 dnd,
zatimco v pripadé vysoké koncentrace ma jeho frak-
ce bez moznosti vazby na FcRn katabolicky polocas
pouze ~ 3 dny. Naopak pfi velmi nizké koncentraci IgG
imunoglobulinu dosahuje katabolicky poloc¢as v dUsled-
ku vystupriované ochrany délky nékolika tydnd [20, 22,
23, 24]. Vzhledem k tomu, Ze v pfipadé Mig tfidy IgA
a IgM neni clearance Uzce zavisla na jejich koncentra-
ci, je katabolicky polocas IgA M-proteinu ~ 6 dnd, IgM
~ 5 dnla gD pouze 3 dny, z ehoz vyplyva, Ze skutec-
na naloz nadorové masy je u téchto tfid Mlg ve vztahu
k obdobné koncentraci u IgG typu relativné vétsi [19].

Z uvedeného vyplyva, ze monitorovani pribéhu MM
podle zmén vysky M-komponenty v séru neni dostate¢né
spolehlivé, nebot neodrazi vérohodné zménu produkce
Mlg s ohledem na rozsah a vlastnosti nadorové tkane.
Znacné vysoka hodnota Mig typu IgG v séru u MM zpd-
sobuje prostfednictvim piné saturace FcRn receptor(

a suprese normalnich plazmatickych bunék vyznamny
pokles polyklonalnich IgG imunoglobulint [25]. Nemocni
s MM vyznalujici se vysokou koncentraci M-proteinu,
a tedy i vysokou nalozi myelomove tkané a rychlym po-
¢ateCnim poklesem koncentrace IgG monoklonalniho
imunoglobulinu po indukéni terapii, mivaji rychly relaps
nemoci a nepfiznivou progndézu nemoci [26]. Jiz pred
vice nez 30 lety bylo zjisténo, ze koncentrace Mig v sé-
ru vyznamne kolisa v zavislosti na hodnoté hematokritu
i objemu plazmy v krevnim recisti, pfi¢emz oba vlivy ovliv-
nuji koncentraci IgG, IgA a IgM M-proteinu protichfidné
[18]. Ukazalo se, ze podstatné zvySeni masy Cervenych
krvinek (hematokritu), napf. po Uspésné léchbe, vede
ke zvySeni koncentrace Mlg bez skute¢né zmény jeho
mnozstvi, pficemz v disledku rozdilné velikosti molekul
je nutno vzit v potaz i jejich odliSné setrvavani ve vas-
kularnim kompartmentu (u IgM v 90 %, u IgG v 50%
a v pfipadé sVLR pouze ve 20%). U MG dochazi vzhle-
dem k osmoticke aktivité molekul Mg rovnéz ke zménam
plazmatického objemu, kdy vysoka koncentrace Mig ob-
jiem plazmy podstatné zvySuje [18, 27]. Dojde-li po 1é&bé
k poklesu hladiny M-proteinu, poklesne i plazmaticky
objem a ,vice-versa“. Pouhé sledovani hladiny M-protei-
nu tedy podhodnocuje skutecné zmény nadorové pro-
dukce, a neni proto spolehlivym vyrazem objemu nado-
rové masy. Redlné uplatnéni téchto rdznorodych faktor(
mUze vysvétlovat, pro¢ hodnota Mig v séru pri diagndze
MM neni vhodnym prognostickym faktorem, zatimco
hladina sVLR v séru i pomér sVLR «/A, stejné jako po-
meér Ig «/A (Hevylite metoda), se dobrym vztahem k pro-
gndéze nemocnych s MM vyznaduiji [8, 28] — obrazek 5.
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Fig. 5. Prognostic significance of HLC (heavy/light chain) ra-
tio examination (Courtesy of J Hobbs)

Pfinos pro klinickou praxi

Z dosavadnich zkuSenosti s pouzitim Hevylite me-
tody vyplyva, ze stanoveni poméru HLC /A je mno-
hem presngjsi nez standardné pouzivané analytické
techniky, nebot je uchranéno od vySe diskutovanych
zkreslujicich viivd. Je z principu mnohem vhodnéjsi pro
sledovani stavu a pribéhu malignich monoklondlnich
gamapatii (MMG) nez pouhé monitorovani pohybu
M-komponenty s pomoci standardni gelové elektrofo-
rézy bilkovin séra.

Mnohoc&etny myelom

Jiz prvni zkuSenosti potvrdily, Ze vSichni nemocni
s MM, vySetfeni pfi diagnéze nemoci se vyznacovali
abnormalni hodnotou HCL poméru (Igk/Igh), pfiCemz
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u mnohych byla zjiténa imunosuprese netumordznich
HCL [11]. Sledovani poméru HLC /A u MM v pribé-
hu 1écby pfinasi informaci o stupni selektivnino zaniku
myelomovych plazmocytl ve srovnani s populaci ne-
malignich plazmocelularnich forem, tedy zhodnoce-
ni stupné selektivni redukce nadorové populace jako
vysledku efektivni 16Eby. Hevylite metoda ma zfejmé
potencial poskytnuti pohotové a dynamické informace
o stupni léCebné odezvy a je tedy nadgji i pro monitoro-
vani prdbéhu této zhoubné nemoci [8, 11]. Bylo zjisté-
no, ze v pfipadé nedosazeni kompletni remise (KR) pfi
lécbé 1gG typu MM pretrvava stale abnormalni pomeér
IgG «/A, a to dokonce i v pfipadé negativity imunofixac-
ni analyzy. V pfipadé nastupujiciho relapsu MM docha-
zi k vyvinu patologické hodnoty IgGk/IgGr podstatng
dfive nez pfi pouziti pouhé IFE [11]. Z dosavadnich
zkuSenosti tedy vyplyva, ze dlouhodobé monitorovani
zmeén HLC /A ma slibny potencial k podchyceni ne-
jen uplné remise MM, ale i detekce neulpiné 1éGebné
odezvy a Gasné faze relapsu onemocnéni [29]. Opro-
ti standardné pouzivané SPE ma stanoveni HLC «/A
vyS8i citlivost s vy88im rozsahem namérenych hodnot,
schopnost presného rozpoznani neuspokojivé, nebo
chybéjici 1éSebné odezvy k chemoterapii a potencial
¢asnéjsiho rozpoznani relapsu Ci progrese nemoci nez
elektroforetické monitorovani sérové hladiny M-kom-
ponenty v séru i vysledky IFE. Pfinosem Hevylite meto-
dy je predevsim vysoka citlivost pfi hodnoceni relapsu
i progrese nemoci v ramci oligosekrecni formy MM pro-
vézené nizkou hodnotou M-proteinu pfes jednoznacny
nardst myelomové tkané dokumentované vyraznym
zmnozenim myelomové populace v KD &i prikazem
extramedularni progrese nemaoci.

Ukazuije se, zZe vySetfeni HLC je schopno vyhodnotit
zmény Mlg detekovatelné doposud pouze pomoci IFE,
pficemz nejslibngji vyzniva podle ocekavani stanoveni
HLC «/A poméru. V prvotnich studiich bylo ale zazna-
menano, ze pres pozitivitu SPE a IFE byly zjiStény nor-
malini vysledky pfi vysetfeni VLR a HLC. V pfipadé niz-
ké hodnoty M-proteinu jde zfejmé o MGNV, pfipadné
0 ,ow risk” MM [11]. V pfiznivém svétle vyzniva i pred-
bézné vyhodnoceni prognostického vyznamu vysetfo-
vani poméru HLC /A v séru, a to pii pouziti mediant
(p = 0,08) i terciant (p = 0,02) namérenych hodnot [11,
28] — viz obr. 5. Ve stejném souboru nemocnych s MM
bylo soucasné ovéreno, ze koncentrace intaktniho Mig
v séru vztah k celkovému preziti postradala, a to pfi
pouziti medianu (p = 0,89) i terciand (p = 0,84) namé-
fenych hodnot [28].

AL-amyloiddza

Dosavadni zkuSenosti nasvedCuji, ze vySetfovani
HLC je ucelné i u nemocnych s primarni systémovou
AL-amyloidézou. V souboru 16 nemocnych s IFE dete-
kovanou piitomnosti Mlg typu IgA vykazalo 14 vzorkd
abnormalni pomeér IgAx/IgAx (obr. 6). HLC analyza séra
v souboru 50 nemocnych s negativnim vysledkem SPE
a IFE odhalila pozitivitu u 24 jedincd, tedy ve 48 %, pri-
¢emz abnormalni pomér HLC IgA /A byl Zjistén v 26 %,
IgG «/A ve 20% a IgM /A ve 2 %. Dosazené vysledky
tedy nasvedduiji vysoké citlivosti HLC techniky i u stavi

s velmi nizkou hladinou MIg u AL-amyloiddzy, coz vytva-
fi velmi dobré predpoklady pro vyuziti Hevylite metody
v monitorovani léCebné odezvy i v pfipadech s normal-
nim nebo jen lehce abnormalnim vysledkem vySetieni
VLR v séru, tedy v situaci s velmi obtiznym hodnoce-
nim pribéhu nemoci a reakce na podanou lécbu [8].
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Fig. 6. IgA Hewylite tests on 118 unselected blood donor sera
(95% range) and 16 AL-amyloidosis samples with IgA mo-
noclonal proteins (14/16 had abnormal Hevylite ratios and all
could be quantified) (Courtesy of AR Bradwell)

Zhoubneé lymfoproliferativni stavy

Pri analyze sér nemocnych s nehodgkinskymi lym-
fomy byla prokézana vyssi citlivost HLC metody nez
pfi pouziti standardni SPE (48% vs 18%), pficemz
pozitivita HLC techniky byla zaznamenana u primarni
makroglobulinémie u vSech vySetfenych nemocnych,
u difuzniho B-bunécného lymfomu v 65 %, u lymfomu
plastové zény v 63 % a v pripadé folikularniho lymfomu
ve 29 % analyzovanych ptipadd. Je nasnadg, Ze zjisté-
ni HLC pozitivity s odchylnym indexem «/A jiz v jedné
tfidé Ig je dokladem monoklonality procesu [8]. HLC
protilatky byly s Uspéchem vyzkousSeny i pfi imunohis-
tochemickém vySetfeni lymfatickych uzlin, kostni dfené
a dalSich tkani obsahujicich B-lymfocyty a plazmocy-
ty s tim, Ze namisto techniky dvojiho barveni pomoci
standardnich monoklondlnich protilatek byly pouzity
HLC protilatky oznacené peroxidazou nebo fluorochro-
mem. Je nasnadg, ze ziskané vysledky jsou pfislibem
citlivého prikazu klonality u Sirokého spektra imuno-
proliferativnich chorob. Z dosavadnich predbéznych
vysledkl vyplyvd, Ze jsou nezbytné dalsi upfesnujici
studie, které blize osvétli redlnou upotrebitelnost vySet-
fovani pomoci HLC techniky pfi monitorovani préibéhu
a lécebné odezvy u nemocnych s rliznymi zhoubnymi
lymfoproliferativnimi stavy [8].

Zaveér

Na podkladé dosavadnich zkuSenosti Ize tedy kon-
statovat, ze Hevylite technika velmi nadéjné rozSifuje
dosavadni moznosti typizace a monitorovani priibéhu
malignich monoklonalnich gamapatii i dalich B-bunéc-
nych proliferaci, v€etné primarni systémové AL-amy-
loiddzy a NHL. K jejim pfednostem patfi jednoducha,
rychla a automatizovana technika umoznuijici pfesnou
a reproduktibilni identifikaci, typizaci a kvantifikaci jed-
notlivych slozek M-proteinu. Stanoveni HLC Igk/Igh
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poméru koriguje disledky variability katabolického po-
lo¢asu imunoglobulinu typu IgG i disledky viivu zmén
hematokritu a plazmatického objemu na méfeni séro-
vych hladin M-proteinu. S vyjimkou IgG jde o metodi-
ku citlivgjsi, nez je standardni SPE, avSak s obdobnou,
popr. i vySSi citlivosti, nez je IFE, navic také s moznosti
poskytovat kvantitativni vysledky. Jde o metodu, ktera
je dopliikem SPE a vySetfeni hladin sVLR s tim, Ze ji
nelze povazovat v sou¢asné realné klinické praxi jiz za
nahradu IFE, nebot IFE technika je nejen vysoce senzi-
tivni, ale i vysoce flexibilni a umozniuje detekci biklonalni
gamapatie, IgD a IgE monoklonalniho imunoglobulinu
i fetézcl a, y a p v pripadé nemoci tézkych fetézcl
[17]. Pfednosti HLC metody je moznost kvantitativniho
vyhodnoceni zastoupeni jednotlivych nadorovych klon(
s citlivym vyhodnocenim monoklonality procesu a s po-
skytnutim informace o depleci ,nenadorové” slozky Ig.
Zda se, ze vySetfeni pomeéru Igk/Igr prispiva v pfipade
nizké hladiny MIg — spolu s normalnim vysledkem vy-
etfeni hladin sVLR - k rozpoznani nemocnych s niz-
kym stupném klinického rizika a s pfiznivym prognos-
tickym vyhledem. Hevylite metodu Ize s Uspéchem
pouzit i pfi monitorovani pribéhu MM a AL-amyloidézy,
a to predevsim u stavd s nizkou hodnotou M-kompo-
nenty. Sledovani poméru Igk/Igr je citlivym indikato-
rem vyvoje MM véetné rozpoznani KR a zhodnoceni
minimalni rezidudlni nemoci, ale i Casného podchyceni
nastupu opétovného relapsu &i progrese MM. Poskytu-
je reprodukovatelné vysledky i v pfipadé ,problematic-
ké“ standardni SPE s pfitomnosti fenoménu ,prekryti
M-proteinu transferinem, haptoglobinem nebo C3 sloz-
kou komplementu a potencidlng i v odliSeni rekurence
ptvodniho paraproteinu od pritomnosti oligoklondlnich
prouzkd, objevujicich se u nékterych nemocnych po
vysokodavkované chemoterapii s podporou autologni
transplantace kmenovych krvetvornych bunék [17]. He-
wylite technika najde pro svou vysokou citlivost nejspise
uplatnéni jako komplementarni metoda k vySetfovani
koncentrace sVLR v séru, zejména u neoplastickych
stavll s omezenou produkei VLR. Zatimco zavedeni vy-
Setfovani sérovych hladin sVLR (Freelite™) bylo v moni-
torovani MM a nékterych dalSich B-buné&nych dyskrazif
revoluci, rozsifeni dosavadniho souboru vySetfeni MG
o metodu Hewylie (HLC) pfinese pravdépodobné dalsi
zvySeni dosavadni Urovné péce o tuto skupinu cho-
rob. Je ale nasnadg, ze o definitivnim postaveni této
nové analytické metody ve vySetfovacim algoritmu MG
rozhodnou vysledky prospektivnich randomizovanych
studii i zkuSenosti ziskané v ramci redlné klinické praxe.
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