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SOUHRN

Uvod: Monoklondlni gamapatie nejistého vyznamu (MGUS) je bezptiznakovy a potencidiné maligni stav charakterizovany
nezhoubnou klonalni proliferaci plazmatickych bunek secernujicich monoklonalni imunoglobulin (MIG, M-protein) detekova-
telny v séru a/nebo v modi pri absenci zhoubného lymfoproliferativnino stavu. Je znamo, ze ¢ast jedinct s MGUS transfor-
muje v nékterou z malignich forem monoklonalnich gamapatii. Mezi znamé faktory urcujici miru rizika progrese patfi zejména
kvantita, typ M-proteinu a pomér volnych lehkych Fetézcl imunoglobulinu (VLR) umozriuijici ucelnou stratifikaci jedinct
s MGUS. Nékteii autofi pokladaji i za mozny faktor progrese pritomnou supresi hladin polyklonélnich imunoglobuling.

Cil: Gilem studie bylo provedeni pilotni analyzy hladin pard tézkych/lehkych fetézcl imunoglobulinu (HLC) v souboru jedincti
s MGUS a porovnani vysledkd s hladinami M-proteinu vySetfenych gelovou elektroforézou. Déle pak provedeni porovnani
hladin polyklonalnich imunoglobulind a hladin alternativnino paru HLC s cilem ovéreni stupné imunitni parézy v zavislosti na
rizikovosti MGUS.

Metody: Analyzovana sestava zahrnovala 148 vzork(d sér od jedinct s MGUS (102 IgG, 28 IgA, 18 IgM typu), ktefi byli
v zavislosti na hladinach, typu M-proteinu a hodnoté indexu VLR stratifikovani do 4 rizikovych skupin (nizké, nizké-stredni,
vysoké-stfedni a vysoké riziko transformace). Pro stanoveni hladin VLR, hladin polyklonélnich imunoglobuling a hladin HLC
bylo vyuzito platformy turbidimetru SPA Plus. Statisticka analyza byla provedena pomoci Spearmanovy korelacni analyzy
a Mann-Whitneyeho U testu s Bonferroniho korekci.

Vysledky: PFi porovnani hladin HLC byla v souboru IgG MGUS zjiSténa silna korelace s hladinami M-proteinu jak v pfipadé
lgGk (r= 0,698, p = < 0,0001), tak v pfipadé IgGA (r = 0,847, p = < 0,0001), soucet obou parl izotypu IgG velmi silné ko-
reloval s celkovymi hladinami IgG v séru (r = 0,893, p = < 0,0001). Obdobné vysledky byly ziskany u MGUS s IgA izotypem
MIG. V pripadé izotypového paru IgAk byla zjisténa stfedné silna korelace s hladinami M-proteinu (r = 0,601, p = 0,018),
v pripadé IgAN pak silnd korelace (r = 0,733, p = 0,004), pricemZ soucet obou HLC péarl vykazoval velmi silnou korelaci
s hladinami celkového IgA (r = 0,941, p = < 0,0001). Pri analyze jedinct s IgM typem byly taktéz zjistény velmi siiné kore-
lace hladin IgMk (r = 0,904, p = 0,001) resp. IgMA (r = 0,783, p = 0,013) a hladin M-proteinu. NejsilngjSi korelace byly opét
Zjistény mezi souctem obou izotypovych parl a celkovych hladin IgM imunoglobulinu v séru (r = 0,967, p = < 0,0001). Pri
porovnani miry suprese hladin polyklonalnich imunoglobulint u jednotlivych rizikovych tfid v souboru IgG MGUS byly zjistény
signifikantné vy$si hladiny IgA imunoglobulinu u jedinct s nizkym resp. nizkym stfednim rizikem ve srovnani se skupinou
s vysokym stfednim rizikem (p = 0,0001 resp. p = 0,047). P¥i analyze skupiny MGUS s IgA izotypem byly zjiStény vyznamné
vy$$i hladiny IgM imunoglobulinu u skupiny s nizkym stfednim rizikem neZli u jedincl s vysokym strednim resp. vysokym ri-
zikem (p = 0,085 resp. p = 0,017). V souboru IgG MGUS bylo rovnéz provedeno porovnani hladin alternativnich izotypovych
péart mezi jednotlivymi rizikovymi skupinami. U jedinct s dominantni sekreci IgGk byly zjistény signifikantné vyssi hladiny
alternativniho paru IgGA ve skupiné nizkého a nizkého stfedniho rizika nezli ve skupiné vysokého strfedniho rizika (p = 0,003
resp. p = 0,006). V pripadé dominantni sekrece IgGA byly zjistény vyznamné vySsi hladiny IgGk u jedinct s nizkym resp.
nizkym stfednim rizikem nezli ve skupingé s vysokym stfednim rizikem (p = 0,0006 resp. p = 0,009).

Zavér: Analyza potvrdila velmi tésnou korelaci mezi hladinami M-proteinu a stanovenim HLC, ktera se jevi jako pomocna
ev. alternativni metoda stanoveni M-proteinu s vyhodou u atypickych vysledkd elektroforézy (zejména u IgA izotypu) &i
v pfipadé velmi nizkych koncentraci M-proteinu s vyhodou vypoctu indexu Igk/IgA. Odhalena souvislost miry imunosuprese
v zavislosti na rizikovosti MGUS a zejména jasné patrny prinos stanoveni alternativnino HLC paru prinasi dalsi aspekt k po-
chopeni souvislosti biologie, chovani a pfipadné maligni evoluce MGUS s vyhodou ziskani dobre méfitelného parametru.
Vyuziti platformy SPA Plus se jevi jako rychlé, efektivni, s vysokou vypovedni hodnotu a v neposledni fadé i s priznivymi
ekonomickymi aspekty.

Kilicova slova: monoklonaini gamapatie nejistého vyznamu, pary tézkych/lehkych fetézct imunoglobulinu, imunoglobuliny,
imunitni paréza, rizikova stratifikace.
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SUMMARY

Pika T., Lochman P., Klincova M., Maisnar V., Tichy M., Zapletalova J., Sandecka V., Séudla V., Hajek R.:
Suppression of alternative immunoglobulin pairs correlates with the MGUS risk degree more significantly
than suppression of polyclonal immunoglobulin levels - partial results from HevyLite™ examination in MGUS
Introduction: Monoclonal gammopathy of undetermined significance (MGUS) indicates an asymptomatic and potentially
malignant state characterised by benign clonal proliferation of plasma cells secerning (discharging) monoclonal immuno-
globulin (MIG, M-protein) detectable in serum and/or urine in the absence of malignant lymphocyte proliferation. It has been
observed that in some patients, MGUS transforms into one of the malignant forms of monoclonal gammopathy. The well-
known factors determining the risk degree of progression include in particular the quantity, M-protein type and the ratio
of immunoglobulin free light chains (FLC) allowing the efficient stratification of MGUS patients. In addition, several authors
consider the present suppression of polyclonal immunoglobulin levels to be a potential factor of progression.

Aim: The study aimed at conducting a pilot analysis of levels of immunoglobulin heavy/light chains pairs (HLC) in a group
of MGUS patients and at comparing the results with the M-protein levels detected by gel electrophoresis. Furthermore,
the polyclonal immunoglobulin levels and the levels of HLC alternative pairs were to be compared with a view to verify the
degree of immune paresis depending on the MGUS risk degree.

Methods: The analysed set comprised 148 serum samples of MGUS patients (102 IgG, 28 IgA, 18 IgM type) who were
stratified into 4 risk groups (low, low-intermediate, high-intermediate, and high risk of transformation) according to the le-
vels, M-protein type and FLC index values. FLC levels, polyclonal immunoglobulin levels, and HLC levels were determined
by means of the SPA Plus turbidimeter platform. In the statistical analysis, Spearmans rank correlation and Mann-Whitney
U Test with Bonferroni correction were applied.

Results: When comparing the HLC levels, the IgG MGUS group revealed strong correlation with M-protein levels both in the
case of IgGk (r = 0.698, p = < 0.0001), and in the case of IgGA (r = 0.847, p = < 0.0001), the summation of both pairs of
the IgG isotype correlated considerably with the total levels of IgG in serum (r = 0.893, p = < 0.0001). Similar results were
acquired in MGUS with the IgA isotype of MIG. In case of the IgAk isotype pair, medium-strong correlation with M-protein
levels was detected (r = 0.601, p = 0.018), and strong correlation in case of the IgAA (r = 0.733, p = 0.004), whereas the
summation of both HLC pairs showed very strong correlation with levels of the total IgA (r = 0.941, p = < 0.0001). Moreover,
analyses of IgM type patients revealed very strong correlation of IgMk levels (r = 0.904, p = 0.001) or IgMA (r = 0.783, p =
0.013) and M-protein levels. Again, the strongest correlation was found between the summation of both isotype pairs and
the total levels of IgM immunoglobulin in serum (r = 0.967, p = < 0.0001). Comparison of the suppression degree of poly-
clonal immunoglobulin levels in individual risk classes in the IgG MGUS group brought significantly higher levels of IgA im-
munoglobulin in patients with low or low-intermediate risk as opposed to the group with high-intermediate risk (p = 0.0001
and p = 0.047 respectively). When analysing the MGUS group with IgA isotype, notably higher levels of IgM immunoglobulin
were evident in the group with low-intermediate risk than in patients with high-intermediate or high risk (p = 0.035 and p =
0.017 respectively). In addition, the levels of alternative isotype pairs were compared among the individual risk groups of the
lgG MGUS group. Patients with dominant IgGk secretion showed significantly higher levels of the IgGA alternative pair in the
group of low and low-intermediate risk than in the group of high-intermediate risk (p = 0.003 and p = 0.006 respectively).
In case of dominant IgGA secretion, considerably higher IgGk levels were detected in patients with low or low-intermediate
risk than in the group of high-intermediate risk (p = 0.0006 and p = 0.009 respectively).

Conclusion: The analysis confirmed a very close correlation between M-protein levels and HLC determination which ap-
pears to be an auxiliary or alternative method of M-protein determination with an advantage in case of atypical electrophore-
sis results (in particular in IgA isotypes) or by very low M-protein concentrations with the benefit of Igk/IgA index calculation.
The discovered connection between the degree of immune suppression depending on the MGUS risk level and especially
the clearly visible benefit of determining the alternative HLC pairs contributes with another aspect to understanding the links
between the biology, behaviour, and the potential malignant evolution of MGUS with the advantage of obtaining a well-me-
asurable parameter. The use of the SPA Plus platform seems to be fast, effective, with high prognostic value and, last but
not least, even with favourable economic aspects.

Key words: monoclonal gammopathy of undetermined significance, pairs of immunoglobulin heavy/light chains, immuno-
globulins, immune paresis, risk stratification.

Uvod

Jako monoklonalni gamapatie (MG) je oznacovana
heterogenni skupina onemocnéni charakterizovana pfi-
tomnosti molekul monoklonalniho imunoglobulinu (MIG)
nebo jejich fragmentt (lehkych, tézkych retézcl), dete-
kovatelnych v séru a/nebo v modi [1, 2]. Mezi zakladni
vySetfeni bézné vyuzivana k charakterizaci M-proteinu
v séru patfi elektroforéza, dovolujici kvantifikaci a imu-
nofixaci, ktera predstavuje kvalitativni metodu umoz-
Aujici typizaci M-proteinu [3, 4]. V soucasnosti je jiz
zcela bézné dostupné vysetieni hladin volnych lehkych
Fetézcl (VLR) imunoglobulinu v séru pomoci souprav
Freelite™. Stanoveni se provadi nefelometricky nebo
turbidimetricky a vyuziva vysoce specifickych detekde-

nich protilatek proti vnitfnim epitopdm volnych lehkych
fetézcl kappa (K) a lambda (A). VySetfeni umoziuije je-
jich pfesnou kvantifikaci a stanoveni jejich vzajemného
poméru kappa/lambda - tedy indexu klonality lehkych
fetézc, a tim i klonality pfitomné plazmocytami popula-
ce [5 - 7]. Nejnovéjsim testem ve spektru vySetfeni mo-
noklonalniho proteinu je systém HevyLite™, principiel-
neé zalozeny na uziti dvojice specifickych protilatek proti
junkénim epitoplim mezi doménami t&Zkého a lehkého
fetézce v konstantni oblasti fetézcl imunoglobulinu [8
- 10]. V zavislosti na typu pouzité soupravy metoda
umoznuje stanoveni hladin HLC u rfiznych izotypd imu-
noglobulind (IgG, IgA, IgM) a poskytuje kvantitativni vy-
sledky i v pfipadé, kdy neni elektroforeticka kvantifikace
M-proteinu mozna, a analogicky jako v pfipadé vyset-
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feni sérovych hladin volnych lehkych retézcd umozriuje
vypocCet pomeéru HLC — indexu klonality Igk/IgA.

Jako monoklondlni gamapatie nejistého vyznamu
(MGUS) je oznaCovan bezpfiznakovy a potencialné ma-
ligni stav charakterizovany nezhoubnou klonaini prolife-
raci plazmatickych bunék secernujicich monoklonalni
imunoglobulin detekovatelny v séru a/nebo v modi pfi
nepfitomnosti zhoubného lymfoproliferativnino stavu
[2, 11]. MGUS predstavuije priblizné 60 % vSech mono-
klonélnich gamapatii, pficemz 1-2% jedincd s MGUS
rocné transformuje v nékterou ze zhoubnych monoklo-
nalnich gamapatii [12]. Cilem mnoha studii byla identi-
fikace rizikovych faktor( uréujicich miru rizika a prav-
dépodobnost transformace MGUS do nékteré z forem
maligni MG. Ze serologickych metod byly identifikova-
ny jako signifikantni koncentrace a izotyp MIG a Cast
autor( poklada jako vyznamny prediktor i pritomnost
Bence Jonesovy bilkoviny v modi a pfitomnost supre-
se izotypld polyklonélnich imunoglobulind [13 - 17].
Stanoveni sérovych hladin volnych lehkych fetézc(
(FreeLite™) se stanovenim indexu klonality k/A, dovo-
lilo 1épe identifikovat jedince s vySSim rizikem transfor-
mace do zhoubnych forem MG. Naslednou kombinaci
indexu klonality k/A, kvantity a izotypu M-proteinu byl
vytvoren a vSeobecné akceptovan stratifikacni systém
dle Rajkumara, rozdélujici nemocné do 4 prognostic-
ky rozdilnych skupin s naslednym doporucenim pro
optimalni pfistup sledovani (Tabulka 1.) [18 - 21].
Table 1. Risk stratification system for monoclonal gammopa-

thy of undetermined significance according to Rajkumar et
al.[18].

Risk factors:

1. M-protein in serum < 15 g/l

2. 1gG izotype

3. Normal k/A ratio of serum free light chains

Stratification model:

Low risk - normal values of all 3 factors

Low-intermediate risk - abnormity of 1 factor

High-intermediate risk - abnormity of 2 factors

High risk - abnormity of all 3 factors

Cilem studie bylo provedeni pilotni analyzy hladin
HLC u jedincd s MGUS, porovnani vysledkd s hladina-
mi M-proteinu stanovenymi elektroforézou a celkovymi
hladinami imunoglobulinu vySetfenymi turbidimetricky.
Cilem druhé &asti prace bylo posouzeni miry imuno-
parézy definované supresi hladin polyklondlnich imu-
noglobulind a mirou suprese alternativniho paru imu-
noglobulinu u jednotlivych stadii rizikové stratifikace
MGUS dle Rajkumara v souboru IgG a IgA MGUS. Pro
laboratorni analyzu bylo v maximalni mife uzito turbidi-
metrického systému SPA Plus (The Binding Site).

Soubor a metody
Pro analyzu bylo uzito zamrazenych sér depono-

vanych v sérovych bankach FN Brno Bohunice (CMG)
a FN Olomouc (lll. interni klinika) se znamym izotypem

a kvantitou M-komponenty, stanovenych standardnimi
laboratornimi metodami. Analyzovany soubor zahrnoval
102 jedincl s IgG MGUS (pomér sekrece kappa 52 %
(n = 53)/ lambda 48 % (n = 49)). Pfi vyuziti Rajkumarova
stratifikacniho systému 32 % (n = 33) jedincl splrhovalo
kritéria nizkého rizika, 46% (n = 47) nizkého-stfedniho
a 22 % (n = 22) vysokého-stredniho rizika. Analyzovana
sestava MGUS IgA izotypu Citala 28 jedincl (pomér se-
krece kappa 54 % (n = 15)/ lambda 46 % (n = 13)), 54 %
(n = 15) bylo ve skupiné nizkého-stfedniho rizika, 29 %
(n = 8) vysokého-stfedniho rizika a 17% (n = 5) vyso-
kého rizika zhoubné transformace. Soubor IgM MGUS
ital 18 jedincl (pomér sekrece kappa/ lambda 50 %),
pricemz 50% (n = 9) jedinc bylo ve skuping nizkého-
stfedniho rizika, 39% (n = 7) vysokého-stredniho rizika
a 11% (n = 2) ve skuping vysokého rizika. Pro stano-
veni sérovych hladin volnych lehkych fetézcl bylo uzito
souprav FreeLite SPA Plus kappa free (normalni rozmezi
(NR): 3,3 — 19,4 mg/l) a Freelite SPA Plus lambda free
(NR: 5,71 — 26,3 mg/l) s naslednym vypocCtem indexu
klonality. Hladiny polyklonalnich imunoglobulinG byly sta-
novovany soupravami Human IgG kit (NR: 7 — 16 g/l),
Human IgA kit (0,7 — 4 g/l) a Human IgM kit for SPA Plus
0,4 - 2,3 g/l). Pro analyzu hladin HLC bylo uzito sou-
prav HevyLite Human IgG kappa (NR: 3,84 — 12,07 g/l),
lgG lambda (NR: 1,91 - 6,74 g/l), IgA kappa (NR: 0,57
- 2,08 g/l), IgA lambda (NR: 0,44 — 2,04 g/l), IgM kappa
(NR: 0,19 - 1,63 g/l) a IgM lambda kit for the use on the
SPA Plus (NR: 0,12 — 1,01 g/l), vzdjemny pomér par(
izotypl imunoglobulinu byl zjistén vypoctem. Analyza
byla provedena na turbidimetru SPA Plus (The Binding
Site) v laboratofich Oddéleni klinické biochemie, FN Olo-
mouc. Céast analyzovanych vzork{ vyzadovala manudini
predredéni z dlvodu extrémnich hodnot mimo méfici
rozsah pfistroje. Statisticka analyza byla provedena po-
moci Spearmanovy korelacni analyzy a Mann-Whitneye-
ho U testu s Bonferroniho korekci.

Vysledky

Pri porovnani hladin HLC byla v souboru IgG MGUS
zjiSténa silna korelace s hladinami M-proteinu jak v pfi-
pade IgGk (r = 0,698, p < 0,0001) tak v pripadé IgGA
r = 0,847, p < 0,0001), pfitemz soucet obou pard
izotypu IgG velmi silné koreloval s celkovymi hladinami
IgG v séru (r = 0,893, p < 0,0001) (obr. 1). Obdob-
né vysledky byly ziskany pfi analyze skupiny MGUS
s IgA izotypem. V pfipadé izotypového paru IgAk byla
zjiSténa stfedné silna korelace s hladinami M-proteinu
(r=0,601, p = 0,018), v pfipade IgAA pak silna korelace
(r = 0,733, p = 0,004), kdezto soudet izotypovych par
vykazoval velmi silnou korelaci s hladinami celkové-
ho IgA imunoglobulinu v séru (r = 0,941, p < 0,0001)
(obr. 2). Pri analyze vzork( s IgM typem byly taktéz
zjistény velmi silné korelace hladin IgMk (r = 0,904,
p = 0,001) resp. IgMA (r = 0,783, p = 0,013) a hladin
M-proteinu a nejsiingjSi korelace byly opét zjistény mezi
souétem koncentraci obou izotypovych par( a cel-
kovych hladin IgM imunoglobulinu v séru (r = 0,967,
p < 0,0001) (obr. 3).
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IgG kappa + IgG lambda (gll)

Fig. 1. Correlation between serum M-protein levels and IgG
kappa resp. IgG lambda determined by HevyLite™ in IgG
MGUS. Correlation of total IgG to summation of IgG Hevy-
Lite™ pairs.
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Fig. 2. Correlation between serum M-protein levels and IgA
kappa resp. IgA lambda determined by HevyLite™ in IgA
MGUS. Correlation of total IgA to summation of IgA Hevy-
Lite™ pairs.
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Fig. 3. Correlation between serum M-protein levels and IgM
kappa resp. IgM lambda determined by HevyLite™ in IgM
MGUS. Correlation of total IgM to summation of IgM Hevy-
Lite™ pairs.

Pri porovnani miry suprese hladin polyklonainich
imunoglobulind u jednotlivych rizikovych tfid v soubo-
ru IgG MGUS byly zjistény signifikantné vySSi hladiny
IgA imunoglobulinu u jedincl s nizkym resp. nizkym
stfednim rizikem ve srovnani se skupinou s vysokym
stfednim rizikem (p = 0,0001 resp. p = 0,047) (obr. 4,
Tabulka 2).
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Fig. 4. The comparison of polyclonal IgA and IgM immuno-
globulin levels between risk stages in IgG MGUS.

V pripadé IgM imunoglobulinu se skupiny signi-
fikantné neliSily, avSak i zde byla naznaCena klesajici
hodnota hladin s mirou rizikovosti MGUS. P¥i analyze
skupiny MGUS s IgA izotypem byly zjiStény vyznamné
vySSi hladiny IgM imunoglobulinu u skupiny s nizkym
stfednim rizikem neZli u jedincl s vysokym stfednim
resp. vysokym rizikem (p = 0,035 resp. p = 0,017) (obr.
5, Tabulka 3). Stejné tak i hladiny IgG imunoglobulinu
vykazovaly klesajici tendenci s rizikovosti MGUS, avSak
ne na hlading statistické vyznamnosti.

p=0.017

12,0 - [ \ 12

p=0.035
10,0 4 I 1 - 1.0
702 084

_ 80 L 08 _
C) 2
o 807 529 052 524 06 <
> 5
W 40 04 m

n
]
=]
N

o

(=]
o
o

Low-intermediate  High-intermediate ~ High
Risk Risk Risk

(n=14) (n=8) (n=4)

Fig. 5. The comparison of polyclonal IgG and IgM immuno-
globulin levels between risk stages in IgA MGUS.

V pocetné dostatecném souboru jedinct s IgG izo-
typem bylo rovnéz provedeno porovnani hladin alter-
nativnich izotypovych pard mezi jednotlivymi rizikovymi
skupinami. U jedincd s dominantni sekreci IgGk byly
zjistény signifikantné vyssi hladiny alternativniho paru
IgGA ve skupiné nizkého a nizkého-stfedniho rizika
nezli ve skupiné vysokého-stfedniho rizika (p = 0,003
resp. p = 0,006) (obr. 6). V pfipadé dominantni sekrece
IgGA byly zjistény vyznamné vyssi hladiny IgGk u je-
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Table 2. Suppression of polyclonal immunoglobulin and uninvolved isotype HLC pair levels in each risk group of IgG mono-
clonal gammopathy of undetermined significance.

Risk: Suppression of polyclonal | Suppression of polyclonal Suppression of

IgA IgM uninvolved IgG HLC pair
Low (n = 33) 6% (2/33) 9% (3/33) 39% (13/33)
Low-intermediate (n = 47) 25% (12/47) 10% (5/47) 45% (21/47)
High-intermediate (n = 22) 45% (10/22) 41% (9/22) 100% (22/22)

Table 3. Suppression of polyclonal immunoglobulin and uninvolved isotype HLC pair levels in each risk group of IgA mono-
clonal gammopathy of undetermined significance.

Risk Suppression of polyclonal | Suppression of polyclonal Suppression of

IgG IgM uninvolved IgA HLC pair
Low-intermediate (n = 15) 27% (4/15) 0% (0/15) 27% (4/15)
High-intermediate (n = 8) 75% (6/8) 38% (3/8) 63% (5/8)
High (n = 5) 60% (3/5) 60% (3/5) 100% (5/5)

dincl s nizkym resp. nizkym-stfednim rizikem neZli ve
skuping s vysokym-stfednim rizikem (p = 0,0006 resp.
p = 0,009) (obr. 7).
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Fig. 6. The comparison of uninvolved IgG lambda levels de-
termined by HevyLite™ between risk stages in IgG kappa
MGUS.
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Fig. 7. The comparison of uninvolved IgG kappa levels de-
termined by HevyLite™ between risk stages in IgG lambda
MGUS.

Diskuse

Stézejni problematikou v diagnostice a sledovani
nemocnych s monoklondlnimi gamapatiemi je stano-
veni a kvantifikace molekul monoklonalniho imuno-
globulinu &i jejich soucasti (lehkych/tézkych Fetézc).
V tomto ohledu predstavuje systém HevyLite™ novou
principieliné odliSnou metodu pro detekci a kvantifi-
kaci monoklonalniho imunoglobulinu nezli dosavad-
ni bézné elektroforetické a imunofixacni techniky [8
- 10]. Systém je metodicky zalozeny na vyuziti speci-
fickych ovc€ich polyklonalnich protilatek proti junkénim
epitopldm mezi doménami tézkého a lehkého fetézce
v konstantni oblasti fetézc( imunoglobulinu, nasledné
vzniklé komplexy je mozné kvantifikovat nefelometricky
Ci turbidimetricky. Publikované prace ukazuji, ze sys-
tém HevyLite™ je citlivgjsi nez konvencéni elektroforé-
za a nespornou vyhodou je moznost ziskat numerické
vysledky u pacientd s hraniéni imunofixaéni pozitivitou
bez moznosti elektroforetické kvantifikace [8 - 10]. Pro-
to prvni Gasti prace bylo porovnani ziskanych vysledkd
analyzy HLC s hladinami M-proteinu vySetfenych stan-
dardni gelovou elektroforézou. Ve vsech tfidach byla
zjisténa pomérné silna korelace obou metod, pficemz
nejvySSi shody bylo dosazeno v pfipadé izotypu IgG
a IgM. V tfidé IgA byla zjiSténa korelace meéné tésna,
CcozZ je v souladu s doposud publikovanymi pracemi,
kdy se predpoklada jista limitace elektroforetickych
technik pfi analyze IgA M-proteinu, ktery se mnohdy
vlivem svych biochemicky-fyzikalnich viastnosti chova
odliSné a migruje atypicky v oblasti -zény elektroforeo-
gramu, a tudiz bézna elektroforéza nevede ke sprav-
né kvantifikaci tohoto izotypu [8, 10, 22 -24]. Naopak
pomeérng prekvapivym zjisténim byly pomérné silné ko-
relace obou metod ve tfidé IgM. Je znamo, Ze analyza
izotypu IgM je mnohdy obtiznd, vzhledem k velikosti
molekuly, pentamerické forme, Casté dodatecné gly-
kosylaci molekul ¢i kryoprecipitacnim vlastnostem. Pri
srovnani soudtu obou izotypovych pard HLC (tedy do-
minantniho i alternativniho) a celkovych hladin imuno-
globulinu stanovenymi turbidimetricky byly zjistény vel-
mi silné korelace obou metod, coz je rovnéz v souladu
s pfedchozimi studiemi, v naSem pripadé je vSak nutno
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podotknout, Ze pro oboji stanoveni bylo vyuzito opti-
malni kombinace reagencii a analyzatorové platformy
turbidimetru od jednoho vyrobce. Je tedy mozno fici,
ze systém HevylLite™ Ize vyuZit jako jistou alternativu
stanoveni M-proteinu s vyhodou detekce alternativni-
ho (nedominantniho) izotypového paru. Je ale nutno si
uvédomit, Zze na rozdil od systému FreelLite™, kdy je
znamo, Ze pfi analyze hladin VLR se jedné o parametr
zcela nezavisly na hodnotach M-proteinu, nelze stano-
veni HLC uzit jako dal3i nezavisly ukazatel. Z dosavad-
nich zjisténi vyplyva, Ze hlavni oblasti vyuziti vySetreni
hladin HLC s vypodétem vzajemného poméru HLC pard
zUstava oblast nizkych koncentraci M-proteinu a stavy
s hrani¢ni pozitivitou imunofixaéni elektroforézy.
Hledani rizikovych faktor( pro transformaci s moz-
nosti identifikace a ¢asného zachytu jedincl s MGUS
s vysokym rizikem vyvoje zhoubné monoklonalni gama-
patie je naplni védeckych zamérd mnoha resitelskych
skupin. Pomineme-li velmi slibné moderni metody prd-
tokové cytometrie s identifikaci aberantnich fenotypd,
molekularné — cytogenetické metody &i analyzy genové
exprese, patfi mezi hlavni rizikové faktory typ a kvantita
M-proteinu. Nekteré publikace rovnéz zminuiji i pfitom-
nost Bence Jonesovy bilkoviny v modi, vysoké aktivity
laktatdehydrogendzy a v neposlednifadé i stanoveni sé-
rovych hladin VLR [13 - 15, 25 - 28]. Pomé&rné rozsahla
analyza 1148 jedincl s MGUS ve vztahu k rizikovym
faktordm transformace byla publikovana Rajkumarem
[18]. U zndmych parametrd — tedy kvantity a izotypu
M-proteinu (IgA, IgM, biklonalni IgA+IgM) dosahoval
v multivariani analyze index relativniho rizika hodnoty
2,4 resp. 2,5. P¥i analyze absolutnich hladin VLR bylo
Zjisténo, Ze nemocni s elevaci VLR vykazuji mnohem
vyS8i riziko transformace do nékteré z forem maligni
MG (index relativniho rizika 2,1) nez jedinci s nizkymi
hladinami. V multivariani analyze v3ak mnohem pre-
svedCiveji vyznéla hodnota indexu k/A, pficemz jedinci
s abnormalni hodnotou tohoto indexu méli vySsi riziko
transformace (index relativniho rizika 2,6) nez jedinci
s normalni hodnotou indexu k/A. Tento ukazatel byl
navic nezavisly na ostatnich vyhodnocenych paramet-
rech. Kombinaci hodnoty indexu k/A, kvantity a izotypu
M-proteinu jako diskriminac¢nich parametr’ byl vytvo-
fen a vSeobecné akceptovan vyse pouzity stratifikacni
systém, ktery dokaze pomeérné spolehlivé identifikovat
jedince s vySSim rizikem transformace a ktery byl in-
korporovan do IMWG (International Myeloma Working
Group) doporuceni pro MGUS [19]. Jako dalSi rizikovy
faktor pro progresi MGUS je Casto zminovana pfitom-
nost suprese hladin polyklonalnich imunoglobulind, coz
také bylo dfive jedno z ,malych” kritérii SWOG (South-
west Oncology Group) diagnostického systému mno-
hoCetného myelomu [14, 15, 29]. Je znamo, ze rozvi-
nuty mnohoc&etny myelom je spojen se supresi hladin
polyklonalnich imunoglobulin( nepostizenych tfid, stej-
né tak i Bence Jonesova Ci nesekretoricka forma mye-
lomu byva spojena se supresi vSech tfid polyklonalnich
imunoglobulint. Proto bylo ¢asti nasi studie posouzeni
hladin polyklondlnich imunoglobulin{ v zavislosti na rizi-
kovosti MGUS a v poCetné dostate¢né analyzované se-
staveé IgG MGUS i porovnani hladin alternativniho paru

HLC. Pfi porovnani hladin polyklonalnich imunoglobuli-
nd byly v souboru IgG MGUS  zjistény signifikantni roz-
dily v hladinach IgA, pfi¢emz jedinci ve vysokém-stied-
zachycen i pro imunoglobulin IgM, avSak bez statistic-
ké vyznamnosti. V pfipadé IgA MGUS byly v pfipadé
s vysokym rizikem transformace, pfi¢emz hladiny IgG
taktéz vykazovaly klesajici tendenci s rizikovosti MGUS,
avSak opét bez statistické vyznamnosti. V souboru IgG
MGUS bylo rovnéz provedeno porovnani hladin alter-
nativniho HLC paru, pficemz bylo zjisténo, ze jedinci
s vysokym-stfednim rizikem vykazovali signifikantné
nizsi hladiny neZli ostatni rizikové skupiny. Statisticky
rozdil byl mnohem vyrazngjsi neZli v pfipadé hladin po-
lyklonélnich imunoglobulind. Imunitni paréza je u roz-
vinutého mnohocCetného myelomu pomérné Casta
a souvisi s poklesem funkénich B- a posléze i T-bunék,
pfiCemz je nejlépe postizitelna pravé vySetfenim hladin
polyklondlnich imunoglobulinG, které informuji o mire
produkce ,nenadorovymi“ plazmocyty. Je znamo, ze
néktefi autofi pokladaji supresi polyklonalnich imuno-
globulindl za jeden z rizikovych faktor( pro transformaci
MGUS do MM [14, 15]. V naSem souboru jsme pro-
kdzali vztah této imunitni parézy k rizikovosti MGUS,
pficemz jedinci s vysokym rizikem transformace maji
nejen Castéji snizeny hladiny polyklondlnich imunoglo-
bulind pod fyziologickou mez, ale rozdil je signifikantni
i v absolutnich hladinach. Posouzeni rezidudlni ,,nena-
dorové" produkce imunoglobulinu, ktery je stejného
typu jako M-protein produkovany nadorovymi plazmo-
cyty, nebylo principidlné mozné, nebot nefelometrické
¢i turbidimetrické stanoveni imunoglobulind zahrnuje
celkovou sumu polyklondlnich i monoklonalnich typd.
Doposud bylo mozné stanoveni alternativniho imuno-
globulinu, resp. lehkého fetézce imunoglobulinu pomo-
ci systému FreeLite™ s naslednym vypodétem indexu
K/A, pfi¢emz pravé nizké hladiny alternativniho fetézce
do jisté miry vypovidaly o stavu rezidualni ,nenadorové
sekrece”. Stanoveni alternativniho HLC paru umoznuje
posoudit rezidudlni sekreci ,nenadorové” plazmocytarni
populace produkujici imunoglobulin s t&zkym fetézcem
shodnym s typem M-proteinu, ale s rozdilnym fetéz-
cem lehkym. Nicméné naddle vyvstava otazka, jak vy-
svétlit vyssi rozdily v hladinach alternativnich HLC pér(
oproti hladindm polyklonalnich imunoglobuliné mezi
jednotlivymi rizikovymi skupinami MGUS. Je nutné fici,
ze podobné pozorovani jiz bylo publikovano Katzman-
nem et al. v pfipadé transformuiicich jedinct s MGUS
v IgG tfidé, kdy mira suprese alternativnino HLC paru
byla vyraznéjSi a ukazovala se jako rizikovy faktor pro
evoluci MGUS, avsak pro izotyp IgA a IgM tento feno-
meén v této studii potvrzen nebyl [30].

Zaveér

Prvotni analyza HLC parQ u jedinct s MGUS pou-
kazala vysledky, které patrné rozsifi diagnostické a ze-
jména prognostické moznosti u MGUS. Byla zjiSténa
vysoka korelace vysledk’ HLC s hladinami M-proteinu
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vySetfenych standardni gelovou elektroforézou, a lze
tedy fici, ze se stanoveni HLC jevi jako pomocna ev. al-
ternativni metoda v pripadé atypickych vysledkd bézné
elektroforézy (zejména u IgA izotypu) Ci v pfipadé velmi
nizkych koncentraci M-proteinu s pfidatnou vyhodou
vypoctu indexu Igk/IgA. Zjisténa souvislost miry imu-
nosuprese v zavislosti na rizikovosti MGUS a zejména
dobre patrny piinos stanoveni alternativniho HLC paru,
pfinasi dalsi aspekt k pochopeni souvislosti biologie,
chovani a pfipadné maligni evoluce MGUS s vyhodou
ziskani méfitelného parametru. VySe uvedené vysledky
bude nutno ovSem ovéfit i v tfidach izotypl IgA a IgM.
Vyuziti platformy turbidimetru SPA Plus pro veskeré
vySe uvedené analyzy se jevi jako efektivni po strance
analytické i organizacni a v neposledni fade i po stran-
ce ekonomickeé.
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