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SOUHRN

Cil studie: Pro monoklonadlni gamapatie (MG) je typicka pritomnost molekul monoklonalniho imunoglobulinu (MIG) nebo
jejich fragmentl v séru a/nebo v modci. NejnovéjSim testem rozsirujicim spektrum mozZnosti vySetfeni MIG je systém
HevyLite™, principialné zalozeny na uZiti dvojice specifickych protilatek proti junkénim epitoplm mezi doménami tézkého
a lehkého retézce imunoglobulinu. Cilem prace bylo zavedeni systému Hevylite™ a provedeni pilotni analyzy ve skupiné
nemocnych s MG typu IgA.

Nézev a sidlo pracovisté: lll. interni klinika, Fakultni nemocnice Olomouc.

Material a metody: VySetreny soubor tvorilo 24 nemocnych s mnohocetnym myelomem (MM) a 7 jedinct s monoklonaini
gamapatii nejistého vyznamu (MGUS). Pro stanoveni sérovych hladin IgAk, IgAX byl pouzit systém HevyLite™ (The Binding
Site, UK) a analyzator BN Il (Siemens Healthcare Diagnostics). Vypoctem byl uréen pomer IgAk/IgAX.

Vysledky: U nemocnych s aktivni formou MM byly zjiStény vysoce patologické hladiny dominantniho MIG, se supresi hladin
alternativniho imunoglobulinu IgA a s vyraznym ovlivnénim pomeéru IgAx/IgAL. Ze 6 nemocnych s dosazenim kompletni re-
mise byl u 5 zaznamenan normalni pomér IgAk/IgAL, jeden nemocny vykazoval supresi obou IgA typl se zménou pomeéru
IgAK/IgAL. U vSech jedinct s MGUS byly zjistény abnormalni hladiny i pomér IgAx/IgAX, u jedince s low-risk typem byla
hodnota poméru IgAk/IgAL pouze nadhraniéni. Pri srovnani vysledkl stanoveni M-proteinu metodou HevyLite™ a elektro-
forézou, Spearmanova korelacni analyza potvrdila velmi tésnou korelaci hladin M-proteinu jak v pfipadé IgAx (r = 0,946,
p < 0,0001), tak IgAA (r = 0,872, p = 0,0001). Soucty hladin dominantniho i alternativniho IgA imunoglobulinu vyznamné
korelovaly s celkovou hladinou imunoglobulinu IgA stanoveného nefelometricky (r = 0,994, p < 0,0001).

Zaver: Je patrné, ze systém HevylLite™ nadeéjné doplfiuje soubor vysSetreni, pouzivanych standardné pri sledovani MG,
zejména pak v pripadech s velmi nizkou koncentraci MIG &i jen pouhé pozitivity imunofixacni elektroforézy. Pro definitivni
zhodnoceni pfinosu vySetreni pro klinickou praxi je nutné ziskani dalSich zkusenosti.
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SUMMARY

Pika T., Hefmanova Z., Lochman P., Zapletalova J., Minafrik J., Badovsky J., Séudla V.: System HevyLite™ and
IgA monoclonal gammopathy - first experience

Objective: Typical features of monoclonal gammopathy (MG) include the presence of monoclonal immunoglobulin (MIG)
molecules or their fragments in the serum and/or urine. The latest test which extends the range of MIG examination pos-
sibilities is the HevyLite™ system, using principally a couple of specific antibodies against junctional epitopes between the
domains of heavy and light immunoglobulin chains in constant regions. The study aimed at implementing the HevyLite™
system and performing a pilot analysis in the group of IgA-type MG patients.

Settings: Department of Internal Medicine lll, University Hospital Olomouc.

Material and methods: The studied group consisted of 24 patients with multiple myeloma (MM) and 7 individuals with
monoclonal gammopathy of undetermined significance (MGUS). The HevyLite™ system (The Binding Site, UK) was used
to determine the serum levels of IgAk, IgAX as well as the BN Il analyser (Siemens Healthcare Diagnostics). The ratio of
lgAk/IgAA was determined by calculation.

Results: The patients in the active disease stage revealed highly pathological levels of the dominant MIG, with suppressed
levels of the alternative IgA immunoglobulin, and significant influence on the IgAk/IgAX ratio. 5 out of the 6 patients who had
achieved a complete remission showed a normal IgAk/IgAA ratio, 1 patient had suppression of both IgA with a modified
IgAk/IgAA ratio. All individuals with MGUS revealed abnormal levels as well as ratio of IgAx/IgAA, one patient with a low-risk
disease type had the IgAk/IgAA ratio value slightly above the threshold. When comparing the results of M-protein determi-
nation by the method of HevyLite™ and electrophoresis, Spearman’s correlation analysis confirmed a very close correlation
of M-protein levels regarding IgAk (r = 0.946, p < 0.0001) as well as IgAX (r = 0.872, p = 0.0001). The summations of the
dominant as well as alternative IgA immunoglobulin levels substantially correlated with the general level of IgA immuno-
globulin determined nephelometrically (r = 0.994, p < 0.0001).

Conclusion: It seems, that the HevyLite™ system promisingly complements the set of examinations used routinely by MG
monitoring, in particular by very low concentrations of MIG, or the mere positivity of the immunofixation electrophoresis.
Further experience needs to be gained in order to fully assess the benefits of this examination for clinical practice.

Key words: monoclonal gammopathy, multiple myeloma, MGUS, HevyLite, heavy/light chain.
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Uvod

Pro skupinu onemocnéni zvanych monoklonalni
gamapatie je typicka pritomnost molekul monoklonal-
niho imunoglobulinu (paraproteinu, M-proteinu) nebo
jejich fragmentl (lehkych, téZkych fetézcl), detekova-
telnych v séru a/nebo v modi [1]. Mezi zakladni vy-
Setfeni bézné vyuzivana k detekci M-proteinu v séru
patfi elektroforéza (gelova, kapilarni zénova) dovolujici
kvantifikaci a imunofixace (IFE), ktera predstavuje cit-
livéjSi metodu umoznuijici typizaci M-proteinu, avSak
s moznosti pouze kvalitativniho, nikoliv kvantitativni-
ho stanoveni [2]. V poslednich letech se stalo zcela
dostupné vySetfeni hladin volnych lehkych fetézcl
imunoglobulinu v séru pomoci souprav Freelite™. Sta-
noveni se provadi nefelometricky nebo turbidimetric-
ky a vyuziva vysoce specifickych detekenich protila-
tek proti vnitfnim epitopdm volnych lehkych fetézcl
Kk a A. VySetfeni umoznuje jejich pfesnou kvantifikaci
a stanoveni jejich vzajemného poméru kappa/lambda
- tedy indexu klonality lehkych fetézcd a tim i klona-
lity pfitomné plazmocytarni populace [3, 4]. Nejno-
vejSim testem ve spektru vySetfeni monoklonalniho
proteinu je systém HevyLite™, principialné zaloZeny
na uziti dvojice specifickych protilatek proti junkénim
epitopdm mezi doménami tézkého a lehkého fetéz-
ce v konstantni oblasti fetézcl imunoglobulinu (HLC).
V zavislosti na typu pouzité soupravy metoda umoz-
nuje stanoveni hladin HLC u rdznych izotypd imuno-
globulind (IgG, IgA, IgM, IgE, IgD), poskytuje repro-
dukovatelné, kvantitativni vysledky i v pfipadé pouhé
imunofixacni pozitivity M-proteinu a analogicky, jako
v pfipadé vysSetreni sérovych hladin volnych lehkych
fetézcd, umoznuje vypocdet poméru HLC - indexu
klonality Igk/Igh. Metoda taktéz eliminuje omezeni
konvencni elektroforézy, zejména v pfipadech zmény
hematokritu nebo prekryti &asti spektra M-proteinu
transferinem, haptoglobinem ¢i C3 slozkou komple-
mentu [5, 6, 7, 8]. NapIni prfedlozeného sdéleni jsou
prvni zkuSenosti se systémem HevyLite™ u nemoc-
nych s monoklondlnimi gamapatiemi s IgA typem
M-proteinu.

Cilem prace bylo zavedeni metody HevylLite™
pro vySetfovani sér pacientdl s MG typu IgA na ne-
felometru BN Il s naslednou korelaci ziskanych vy-
sledkd s hladinami M-proteinu, celkovymi hladinami
IgA imunoglobulinu a nasledné i s klinickym stadiem
onemocneéni.

Material a metody

VySetfeny soubor nemocnych s IgA monoklonal-
ni gamapatii tvorfilo 24 nemocnych s mnohoCetnym
myelomem, splfiujicich SWOG a IMWG diagnosticka
kritéria, z nichz 4 nemocni byly vySetfeni v dobé dia-
gndzy nemoci, 6 nemocnych pfi dosazeni kompletni
remise (negativni imunofixace séra) a 14 nemocnych
v pribéhu onemocnéni, tedy v aktivni fazi nemoci [9].
Déle bylo vySetfeno 7 jedincd s monoklonaini gama-
patii nejistého vyznamu, z &ehoz bylo 6 jedincl s high-

-intermediate a high-risk typem podle Rajkumara, vy-
chézejici z typu a hladiny M-proteinu a hodnoty indexu
k/M volnych lehkych retézcl [9]. Pomér sekrece izoty-
pu k : A byl v celém souboru 1,4 : 1. Pro stanoveni
sérovych hladin HLC bylo pouzito nefelometru BN |l
(Siemens Healthcare Diagnostics) a souprav HevyLite™
lgAk, IgAL (The Binding Site Ltd.). Primarni fedéni
vzorkd bylo 1 : 100, v pfipadé potieby byly vzorky
dale dofedovany bud 1 : 20, nebo 1 : 400, k ziska-
ni konkrétni koncentrace. Pomér HLC IgAk/IgAA byl
ziskan vypoctem. Referen¢ni rozmezi bylo vzato od
vyrobce souprav: HevylLite™: IgAk (0,48-2,82 g/l),
IgAX (0,36-1,98 g/l) a indexu Igk/IgA (0,8-2,04) [5].
Celkové hladiny imunoglobulinu IgA byly stanovova-
ny rovnéz nefelometricky na analyzatoru BNII s uzitim
diagnostického antiséra (N antiserum to Human IgA)
s normalnim rozmezim hodnot 0,7-4 g/I. Stanoveni
hladin M-proteinu bylo provadéno na pfistroji Sebia
Hydrasys s uzitim souprav Sebia Hydragel 30 Pro-
tein(e) s naslednou kvantifikaci monoklonalniho gradi-
entu pomoci skeneru Epson 1680 Pro. K imunofixac-
ni analyze byly pouzity soupravy Hydragel 4 IF. Pro
statistickou analyzu byl pouzit software SPSS v.15
(SPSS, Inc., Chicago, USA). Vzhledem k nenormalni
distribuci dat byla zavislost parametr(l posouzena po-
moci Spearmanovy korelacni analyzy.

Vysledky

U nemocnych s aktivnim onemocnénim byly zjis-
tény vysoce patologické hladiny dominantniho imu-
noglobulinu IgAx nebo IgAL (M-proteinu), se supresi
hladin alternativniho imunoglobulinu IgAk nebo IgAL
a s vyraznym ovlivnénim pomeru IgAx/IgAA. U paci-
entd, ktefi dosahli kompletni remise (negativita IFE),
byl u 5 zaznamenan normalni pomér IgAk/IgAL, avsak
1 nemocny vykazoval supresi obou typl IgA, ziejmé
z dlvodu kratkého odstupu od predchozi chemote-
rapie, se zménou pomeéru IgAk/IgAA. U vSech jedin-
cl s MGUS byly zjistény abnormalini hladiny i pomér
IgAk/IgAL, U jedince s low-risk typem byla hodnota
poméru IgAx/IgAL pouze nadhrani¢ni (obr. 1). Pri
srovnani vysledkl stanoveni M-proteinu metodou
HevyLite™ a elektroforézou, Spearmanova korelaéni
analyza potvrdila velmi tésnou korelaci hladin M-pro-
teinu a IgAk (r = 0,946, p < 0,0001), pficemz median
diferenci hladin IgAk k hladiné M-proteinu byl 3,5 g/l
(min-max: 0,36-13,50 g/l) (obr. 2). Obdobné vyzné-
la analyza v pfipadé IgAL a M-proteinu (r = 0,872,
p = 0,0001), s medianem diferenci 1,0 g/l (min-max:
-12,0 az +16,5 g/l) — obrazek 3. Nutno podotknout, ze
nejvétsi rozdily v hladinach paraproteinu stanovenych
elektroforézou a metodou HevyLite™ byly v oblastech
vysokych hladin, v pfipadé nizSich koncentraci byl
vzajemny rozdil hodnot minimalni. Soucty hladin do-
minantniho i alternativniho izotypu IgA imunoglobulinu
vyznamné korelovaly s celkovou hladinou imunoglo-
bulinu IgA stanoveného nefelometricky (r = 0,994,
p < 0,0001) s medianem diferenci -0,32 g/ (min-max:
-5,69 az +7,73 g/l) — obrazek 4.
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Fig. 1. IgA HevyLite™ test on 24 multiple myeloma (MM) sera and 7 monoclonal gammopathy (MGUS) sera
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Fig. 2. Spearman’s correlation between monoclonal protein (M-protein) and IgA kappa levels determined by HevyLite™
(p < 0.0001)
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Fig. 3. Spearman’s correlation between monoclonal protein (M-protein) and IgA lambda levels determined by HevyLite™
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Fig. 4. Spearman’s correlation of total IgA to summation of IgA HevyLite™ pairs (p < 0.0001)
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Diskuse

Systém HevyLite™ je nepochybné novou, principi-
alné odlisnou metodou pro detekci a kvantifikaci mo-
noklonalniho imunoglobulinu nez dosavadni zavedené
elektroforetické a imunofixacni techniky. Metodicky je
zaloZzeny na vyuziti specifickych, ov&ich polyklonalnich
protilatek proti junkénim epitopldm mezi doménami
tézkého a lehkého fetézce v konstantni oblasti fetézc
imunoglobulinu, nasledné vzniklé komplexy je mozné
detekovat nefelometricky Ci turbidimetricky. Doposud
jsou soupravy koncipované pro nefelometricky systém
BN Il (Siemens Healthcare Diagnostics) a turbidimetric-
ky systém SPA,, . (The Binding Site). Gilem nasi pilotni
studie bylo zavedeni vySetfeni pro pacienty s MG IgA
izotypu pravé na platformé BN Il. Samotna instalace
systému, vyhotovenikalibracnich kfivek a zahajeni sério-
vého vySetieni vzorkd se neshledala s vyznamnéjsimi
obtizemi, avSak vzhledem k inicialnimu vybéru vySetro-
vanych vzorkd (rozptyl od nulovych hodnot paraproteinu
po 51 g/l) bylo potfeba dals$iho nafedovani vzorkd sér
mimo zakladni fedéni k dosazeni ur&itych konkrétnich
hodnot hladin IgAx nebo IgAL a k naslednému vypodtu
indexu IgAk/IgAX. U v8ech naSich analyzovanych sér
od nemocnych s aktivnim mnohoCetnym myelomem,
stejné tak i monoklonalni gamapatii nejistého vyznamu,
byla zjisténa shoda mezi typem paraproteinu a elevaci
hladiny dominantniho HLC paru, stejné tak i pomérem
IgAk/IgAA. Vzhledem k tomu, Ze systém HevyLite™ je
nejen citlivejsi nez konvencni elektroforéza, ale taktéz
poskytuje numerické vysledky u pacientd s pouhou
imunofixaCni pozitivitou, bylo sou¢asti naSeho souboru
6 nemocnych s dosazenim kompletni remise po tera-
pii, tedy s negativni imunofixacni elektroforézou. U 5
pacientl byl zjistén normalni index IgAk/IgAA, pouze
u jednoho nemocného, byla zjisténa suprese obou
izotypl imunoglobulinu se zménou indexu IgAx/IgAX,
zfejmé z dlvodu kratkého odstupu od vysokodavko-
vané chemoterapie s podporou autologniho Stépu
s naslednou pretrvavajici polyklonalni supresi, doposud
bez restituce imunitni parézy (viz obr. 1). Pfedpokla-
dany velky potencidl vySetfeni HevyLite™ v pripadech
pouhé pozitivity/negativity imunofixacni analyzy je nyni
na prednim misté zajmu klinickych pracovist, nebot se
predpoklada, Ze tato metoda dovoluje mnohem citli-
véji detekovat nejen rezidudlni onemocnéni, ale i Casny
relaps/progresi choroby, a to mnohem dfive nez kon-
vencéni techniky [5, 6, 8]. Pfi srovnani absolutnich hladin
M-proteinu stanovenych pomoci metody HevylLite™
a elektroforézou byla zjisténa vysoce vyznamna, kore-
lace obou metod ve shodé s Udaji predchozich autor(.
Vétsi rozdil hodnot byl zaznamenan se vzrUstajici hla-
dinou paraproteinu, vétSinou ve prospéch nefelome-
trického stanoveni. Vysvétlenim mdze byt dodatecna
detekce skryté frakce paraproteinu, napf. v B-zong,
¢i technicka limitace jednotlivych metod; samozigjmé
v potaz nutno vzit i moznou chybu vzniklou pfi do-
dateéném redéni vzork(. Podobné pozorovani bylo
zjisténo i jinymi autory a nutno podotknout, Ze cilova
oblast nizkych koncentraci paraproteinu byla diferenci
ovlivnéna zcela minimalné [10, 11, 12]. Finalni Easti nasi

studie bylo srovnani celkovych hladin IgA imunoglobu-
linu stanovenych nefelometricky a hladin celkového IgA
imunoglobulinu danych souc¢tem hladin IgAk a IgAX,
stanovenych metodou HevyLite™, a i v tomto pfipadé
bylo dosazeno velmi vyznamnych korelaci mezi obéma
metodami, coz bylo v souladu s pracemi, které hod-
notily jak séra od zdravych darc(, tak vzorky sér od
pacient’ s monoklonalnimi gamapatiemi. Doposud pu-
blikovana data v8ak nezahrnuiji vysledky analyzy sér od
nemocnych s autoimunitnimi &i chronickymi zanétlivymi
chorobami a je mozné, ze v piipadé stavll spojenych
s elevaci polyklonélnich imunoglobulint dojde i ke zmé-
n& samotnych hladin a nasledné i indexu Igi/Igh, i kdyz
se predpoklada, ze stejné jako v pfipadé systému
FreelLite™, hodnoty vzajemného pomeéru Igk/Igh ne-
budou ovlivnény [5, 13]. Samotné hodnoty Igk/Igh
indexu Ci v kombinaci s hladinami B,-mikroglobulinu
vykazuiji jisty prognosticky vyznam pro preziti nemoc-
nych s mnohoCetnym myelomem i rizikovy faktor pro-
grese monoklondlni gamapatie nejistého vyznamu do
symptomatické formy myelomu, ale také je pouzitelny
jako marker trvani obdobi faze nemoci do progrese
(PFS). Je vSak nutné podotknout, Zze vySe uvedené
analyzy vyznély presvedCivéji pro IgG nez pro IgA typ
imunoglobulinu a je potfeba dalSich prospektivnich
studii k ovéreni redlného prinosu indexu Igk/Igh jako
prognostického ukazatele u nemocnych s jednotlivymi
typy monoklonalnich gamapatii [5, 6, 13, 14].

Zaver

Zavedeni systému HevyLite™ vyznamné obohatilo
spektrum vySetfeni u monoklonalnich gamapatii a uve-
dena pilotni analyza potvrdila, ze se jedna o velmi pfi-
nosné vysetreni dopliujici zavedené elektroforetické
a imunofixaéni techniky analyzy, s vysokou citlivosti
zejména v nizkych hodnotach M-proteinu, kde maij
klasické metody ¢asto limitovany pfinos. Uvedené vy-
sledky poskytly zaklad pro dalsi vyzkumnou praci a je
nutno fici, Zze k ovéfeni prinosu systému HevyLite™ do
kazdodenni praxe je potreba ziskat dalsi zkusenosti.
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