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SOUHRN

Uvod: Biklonélni gamapatie nejistého vyznamu (BGUS) je méné obvyklé onemocnéni charakterizované pritomnosti dvou
monoklonalnich gradientd a relativné priznivym biologickym chovanim.

Cil: Cilem préace bylo posouzeni mozného prinosu ¢i naopak limitaci obvyklych parametrd pouZivanych u monoklonalni
gamapatie nejistého vyznamu (MGUS) ve skuping jedinc s BGUS.

Metody: Analyzovana sestava Citala 18 vzorkl sér od jedinct s BGUS (9x IgG-IgA, 7x IgG-IgM a 2x IgG-IgG typ). Pro
analyzu byl pouzit turbidimetr SPA Plus a stanovované parametry zahrnovaly sérové hladiny volnych lehkych fetézcl imu-
noglobulinu (FreeLite™), hladiny polyklonalnich imunoglobulind a hladiny parl tézkych/lehkych Fetézct imunoglobulinu (He-
vyLite™),

Vysledky a zaver: Pilotni analyza a zjisténé vysledky potvrzuji skute¢nost, Ze u velké ¢asti BGUS dochazi k ovlivnéni nékte-
rych parametr(l uzivanych ve stratifikaci a sledovani jedinct s MGUS, zejména v pripadé odliSnosti lehkych fetézct v obou
molekulach monoklonalnich imunoglobulind. Jako velmi perspektivni se jevi analyza part tézkych/lehkych fetézcl imuno-
globulinu (HLC), zohlednuijici moznost izotypoveé suprese alternativniho paru s ovlivnénim HLC indexu. AvSak v podminkach
bezné klinické praxe je zfejmé, Ze zasadni pro ureni prognézy BGUS bude nutna izolace a analyza klonalnich populaci
bunék na molekularné-cytogeneticke drovni.

Kilicova slova: biklonalni gamapatie, prognosticke faktory, diagnostika.

SUMMARY

Pika T., Lochman P., Maisnar V., Tichy M., Minafik J., Hajek R., Séudla V.: Clinical and laboratory aspects of
biclonal gammopathy of undetermined significance - BGUS

Introduction: Biclonal gammopathy of undetermined significance (BGUS) is a less frequent disease characterized by the
presence of two monoclonal gradients and a relatively favourable biological development.

Objective: The objective was to assess potential benefits and/or limitations of laboratory parameters typically used with
monoclonal gammopathy of undetermined significance (MGUS) when applied to a group of BGUS patients.

Methods: The analysed batch comprised 18 serum samples from BGUS patients (9x IgG-IgA, 7x IgG-IgM a 2x IgG-IgG
type). The assays were performed with a SPA Plus turbidimeter. Serum levels of polyclonal immunoglobulins, free light im-
munoglobulin chains (FreeLite™), and pairs of heavy/light immunoglobulin chains (HevyLite™) were assayed.

Results and conclusion: The results of the pilot analyses confirm that a significant portion of BGUS patients exhibits changes
of certain parameters typically applied to the stratification and monitoring of MGUS patients, particularly when the light cha-
ins in both molecules of monoclonal immunoglobulins differ. The analysis of heavy/light immunoglobulin chain pairs (HLC)
appears very promising, indicating the possibility of an isotype suppression of the alternative pair affecting the HLC index.
It is apparent, however, that the isolation and analysis of cell clones on a molecular and cytogenetic level will be essential
for BGUS prognosis in clinical practice.
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Uvod

Jako monoklonalni gamapatie (MG) je oznaCovana
heterogenni skupina onemocnéni charakterizovana
pfitomnosti molekul monoklondlniho imunoglobulinu
(MIG) nebo jejich fragmentl (lehkych, tézkych retéz-
cl), detekovatelnych v séru a/nebo v modi, pricemz
nejCastéjsi formu predstavuje monoklonalni gama-
patie nejistého vyznamu (MGUS) [1, 2]. Jako MGUS
je oznaCovan bezptiznakovy, ale potencialné maligni
stav charakterizovany nezhoubnou klonalni prolifera-

ci plazmatickych bunék secernujicich monoklonalni
imunoglobulin pfi nepfitomnosti zhoubného lymfopro-
liferativniho stavu [1, 2]. MGUS predstavuje pfiblizné
60 % v8ech monoklonalnich gamapatii, pficemz 1-2 %
jedincl s MGUS ro¢né transformuje v nékterou ze
zhoubnych monoklonalnich gamapatii [3, 4]. Rada au-
tor( identifikovala a definovala rizikové faktory uréujici
miru rizika a pravdépodobnost transformace MGUS
do nékteré z forem maligni MG. Ze serologickych me-
tod byly identifikovany jako signifikantni prognostické
faktory koncentrace a izotyp MIG, a pfitomnost supre-
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se hladin izotyp( polyklonélnich imunoglobulinG [5-9].
Stanoveni sérovych hladin volnych lehkych fetézc(
imunoglobulinu k a A (VLR) s uréenim indexu klonality
K/A, dovolilo 1épe identifikovat jedince s vySSim rizikem
transformace do zhoubnych forem MG [10,11]. Na-
slednou kombinaci indexu klonality k/A, kvantity a izo-
typu M-proteinu byl vytvoren a vSeobecné akceptovan
stratifikacni systém dle Rajkumara, rozdélujici nemoc-
né do 4 prognosticky rozdilnych skupin s naslednym
doporucenim pro optimalni pfistup sledovani [10,12].
Recentni prace rovnéz potvrdily pfinos stanoveni
hladin pard volnych/tézkych retézcl imunoglobulinu
(HLC) s vypoctem jejich vzajemného poméru (HLC
ratio), pfi¢emz nejen zminény pomer, ale zejména pfi-
tomnost suprese alternativnino HLC paru predstavuje
vyznamny rizikovy faktor [13, 14, 15].

Jako biklondlni gamapatie je oznacovana skupina
onemocnéni charakterizovana pritomnosti dvou rozdil-
nych monoklondlnich gradientd. Biklondlni gamapatie
predstavuiji pfiblizné 3-5% poctu monoklondlnich ga-
mapatii a v naprosté vétsing se jedna o biklonalni ga-
mapatie nejistého vyznamu (BGUS) [16]. Cilem nasi
prace bylo provedeni analyzy prognostickych ukazate-
IG obvykle pouzivanych pri stratifikaci jedinct s MGUS
v souboru jedincd s BGUS s posouzenim jejich mozné-
ho pfinosu nebo naopak limitaci.

Soubor a metody

Pro analyzu bylo uzito zamrazenych sér deponova-
nych v sérovych bankach FN Hradec Kraloveé (IV. interni
hematologicka klinika) a FN Olomouc (llI. interni klinika)
se znamymi izotypy a kvantitou M-komponent, stano-
venych standardnimi laboratornimi metodami. Analy-
zovany soubor zahrnoval celkem 18 jedinct s BGUS,
pficemz v 9 pfipadech se jednalo o biklonalni sekreci
IgG-IgA, u 7 jedinct byly zjistény typy IgG-IgM a u 2
jedinct se jednalo o IgG-IgG typ s odlisnym typem leh-
kych Fetézcl. Analyza vzork( sér byla provedena v la-
boratofich Oddéleni klinické biochemie, FN Olomouc,
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pro analyzu vSech vybranych ukazatel( bylo vyuZito
unikatni platformy turbidimetru SPA Plus. Pro stano-
veni sérovych hladin volnych lehkych fetézcl bylo uzito
souprav Freelite SPA Plus kappa free (normalni roz-
mezi (NR): 3,3-19,4 mg/l) a FreeLite SPA Plus lambda
free (NR: 5,71-26,3 mg/l) s naslednym vypocCtem inde-
xu klonality. Hladiny polyklonélnich imunoglobulinG byly
stanovovany 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 HevylLite Human IgG kappa (NR: 3,84-12,07 g/l),
IgG 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/)), 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 pérQ
izotypd imunoglobulinu byl zjistén vypoctem.

Vysledky

Ve skuping jedincl s IgG-IgA typem BGUS byly zjiste-
ny nasleduijici laboratorni ndlezy. Median hladiny IgG MIG
predstavoval 5,41 g/l (2,55-14,24 mg/l), median IgA MIG
¢inil 4,03 g/l (1,0-7,72 g/l). Patologicky zvySené hladiny
volnych lehkych fetézcl k a/nebo A byly zjistény u osmi
z deviti pozorovani, avSak abnormaini index klonality byl
zaznamenan pouze v péti pripadech. U tii jedincl s nor-
malnim indexem klonality, byly pifitomny rozdiné typy
lehkych fetézcl v molekulach obou MIG. Naopak u vyse
zminénych péti vzork( byly pitomny identické lehké fe-
tézce v obou molekulach MIG. Pfi analyze celkovych hla-
din polyklondlnich imunoglobuling, byla zjisténa suprese
v hladinach IgM pouze u dvou jedincC. Pri vyuziti systému
HevyLite™, byla zjisténa ve tfidé IgG patologie HLC inde-
XU U péti jedinct, naopak ve trideé IgA byl abnormaini index
zaznamenan u osmi z deviti pripadd (obr. 1).

Ve skuping jedinct s IgG-IgM typem BGUS byl me-
dian hladin IgG MIG 4,1 g/l (1-14,6 g/l) a v pfipadé IgM
MIG pak 1,9 g/l (1-33,7 g/l). Patologicky zvySené hla-
diny volnych lehkych fetézcl imunoglobulinu k a/nebo
A byly zjistény u Sesti ze sedmi analyzovanych sér, pfi-
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Fig. 1. Analysis of the pairs of heavy/light chains of immunoglobulin in biclonal gammopathy of IgG-IgA type in IgG (a) and

IgA (b) classes.
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¢emz patologie indexu k/A byla zjisténa pouze u tf je-
dincl. U tif zbyvajicich byly opét piitomny rozdiiné typy
lehkych fetézcl v molekulach obou MIG. V celém sou-
boru nebyla zaznamenana pfitomnost suprese hladin
polyklonalnich imunoglobulind. Pfi HLC analyze byla ve
tfide 1gG zjisténa patologie HLC indexu ve Ctyfech, ve
tfidé IgM pak v péti pfipadech.

U dvou jedincl s BGUS a identickym IgG typem
tézkého retézce v molekule MIG, byla zaznamenana
patologie indexu lehkych fetézcl pouze v jednom pii-
padé, a to z dlvodu extrémné vysokych hladin lehké-
ho fetézce A (1493 mg/l). Nicméné pfi provedeni HLC
vySetfeni byly v obou pfipadech hodnoty HLC indexu
zcela v mezich normy.

Diskuse

Jak jiz bylo zminéno, pfitomnost dvou monoklonal-
nich gradientd je zakladni charakteristikou biklonalnich
gamapatil. V soucasnosti néktefi autofi doporucuji po-
uzivat pro biklonalni gamapatie nazev spise ,zdvojené
paraproteinémie”, pokud nejsou jasné identifikovany
dva bunééné klony imunohistochemicky &i prdtokovou
cytometrii [17, 18]. Je znamo, Ze plvodcem biklonaini
gamapatie nemusi byt ve v8ech pfipadech dvé bunéc-
né populace, ale produkce dvou rozdilnych MIG mdze
byt zplsobena pouze jedinou buné&énou linii. Proto je
akceptovan nejen biklonalni, ale i monoklonaini plvod
biklonalni gamapatie [16, 18, 19 ]. Biklonalni gamapatie,
které maji pGvod v monoklonalni plazmocytarni popu-
laci, jsou obvykle zplsobeny abnormalini rekombinaci
tézkych fetézcl imunoglobulinu (,class switch®) béhem
vyvoje B-lymfocytd/plazmocytd, vedouci k biklonalni
syntéze a sekreci tézkych fetézcl. Oba té7ké fetéz-
ce jsou charakterizovany identickou variabilni oblastf

Frakce % gll Ref. rozmezi g/l
Albumin 54,5 38,7 35,0 - 50,0
Alpha 1 2,8 2,0 1,0- 2,0
Alpha 2 11,4 8,1 > 50- 8,0
Beta 15,2 10,8 > 6,0- 9,0
Gamma 16,1 11,4 > 6,0 - 11,0
Paraprotein % gll

1 6,7 4,8 IgAlambda

2 9,1 6,5 19G kappa

Celkova bilkovina: 71,1 g/l PomérA/G: 1,20

a)

a jsou konjugovany se stejnym typem lehkého fetézce
(napf. IgM kappa-IgG kappa) [16, 18]. Naopak ,pra-
wy* biklondlni typ nese dva rlizné lehké retézce (napfr.
IgM kappa-IgG lambda), nebot doposud nebyl popsan
mozny molekularni mechanismus zmény syntézy leh-
kych fetézc( na Urovni plazmatické burky [16, 19].
U BGUS je vétSinou velmi dobie patrna predominance
jednoho izotypu, ktery obvykle vykazuje vétsi variabilitu,
pficemz zejména IgA izotyp je z hlediska mozné maligni
evoluce velmi rizikovy a ,nevyzpytatelny” (obr. 2). V kli-
nické praxi je viak nutné sledovat oba izotypy.
Provedena pilotni analyza limitovaného souboru je-
dincl s BGUS poukazala na nékteré aspekty vyplyvajici
Z biologické povahy onemocnéni. Pfi diagnostice, sle-
dovani priibéhu a hodnoceni 1é¢ebné odpovédi u mo-
noklondlnich gamapatii patfi mezi zakladni vySetfeni
fada metod slouzicich k posouzeni pfitomnosti klonalni
plazmocytarni nadorové populace. U naprosté vétSiny
metod je vyuzivano stanoveni exprese povrchovych/
cytoplazmatickych lehkych Fetézcl imunoglobulinu.
V pripadé restrikce jednoho z lehkych retézcl pak Ize
s velkou mirou jistoty urcit pritomnost monoklonalni
plazmocytarni populace. Na tomto principu jsou za-
lozeny metody imunohistochemie, imunofluorescence
a zCasti i pritokové cytometrie. Analogicky k metodam
posuzujicim celulari sloZzku jsou v soucasnosti pou-
zivany i systémy detekujici nadbytek volnych lehkych
fetézcl v séru (systém FreeLite™), priCemZ hodnota
vzaiemného pomeéru dominantniho (postizeného) a al-
ternativnino (nepostizeného) lehkého fetézce vypovida
do jisté miry o pfitomnosti monoklonalni nadorové po-
pulace. Hladiny VLR nekoreluji s hladinami MIG a jedna
se 0 nezavisly prognosticky ukazatel. Samotna hod-
nota indexu k/A je vSeobecné akceptovana jako pro-
gnosticky ukazatel nejen u MGUS, ale i mnohocetné-
ho myelomu a AL amyloidézy [10, 11, 20]. Pfi analyze

7, 2
i |4 =

Frakce % all Ref. rozmezi g/l
Albumin 25,8 19,09 < 35,00 - 50,00
Alpha 1 2,8 2,07 > 1,00 - 2,00
Alpha 2 8,7 6,44 5,00 - 8,00
Beta 57,4 42,48 > 6,00 - 9,00
Gamma 53 3,92 < 6,00 - 11,00
Paraprotein % gll

1 50,4 37,30 IgA lambda

2 1.5 1,11
Celkova bilkovina: 74 g/l

lgG kappa
PomérA/G: 0,35

b)

Fig. 2. Serum electrophoresis in biclonal gammopathy IgGk-IgAA at the time of diagnosis (a), and at the time of transformation

into symptomatic multiple myeloma IgAA (b).
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hladin VLR a zejména indexu k/A ve skuping jedincl
s BGUS byla zjisténa u velké ¢asti jedincd normaliza-
ce indexu k/A, aCkoliv byly pfitomny zvysené absolutni
hladiny VLR, a to u jedinct s rozdiinym typem lehkého
fetézce v molekulach MIG. Tento nélez je v souladu se
zavéry Bradwella et al., ktery pfipousti moznost ovliv-
néni hodnoty indexu k/A, pravé u biklondlnich gama-
patii [21]. Jak je tedy patrno, u pomérné velké Casti
jedincl s BGUS nebude mozno stanoveni indexu k/A
vyuzit jako stratifikaCni a prognosticky ukazatel. Ana-
lyza hladin polyklondlnich imunoglobulinG méla v nasi
praci spiSe doplfikovy charakter, pfiCemz suprese ne-
postizeného imunoglobulinu IgM byla zaznamenana
pouze u dvou jedinct s biklonalni gamapatii IgG-IgA. Pri
analyze vzork{ sér s vyuzitim HevyLite™ systému byly
Zjistény vyraznéjsi rozdily, nebot se jedna o izotypové
specifickou analyzu. Nejvétsi rozdily v hladinach a ze-
jména v patologii HLC indexu byly patrny ve tfidach IgA
algM, coz je v souladu s predchozimi sdélenimi, naopak
v pfipadé IgG tfidy nebyly rozdily tak vyrazné, zfejmé
z dlvodu pomémé vysoke fyziologické variability hladin
IgG imunoglobulinu [22, 23]. V pfipadé IgG-IgG BGUS
vSak analyza HLC indexu zcela selhava. Prestoze HLC
analyza zatim nepatfi k bézné vyuzivanym metodam
a dosud nema své jasné indikace, jiz nékolik praci po-
tvrdilo prinos v detailngjsi stratifikaci jedinct s MGUS
do prognostickych skupin [13, 14, 15]. Recentné pu-
blikovana prace Katzmanna et al. poukazuji na jedno-
znaény pfinos stanoveni alternativnino HLC paru pro
progndzu jedinct s MGUS a umozruje déle optimali-
zovat i zavedeny Rajkumar(yv stratifikani systém [14].

Zaveér

BGUS patfi mezi méné obvyklé klinické jednotky
a acCkoliv je znamo, Zze maji stejné biologické chovani
jako MGUS, velka Cast prognostickych ukazatell (ze-
jména stanoveni VLR) vyuZivanych ve stratifikaci MGUS
u této jednotky selhava. Pro detailni doSetreni a zejmé-
na pak urceni rizikovosti BGUS bude zfejmé nezbytné
vyuZiti technik multiparametrické pritokové cytomet-
rie s izolaci a separaci jednotlivych bunéénych klond
s naslednou molekularné-cytogenetickou analyzou Ci
vySetrenim profilu genové exprese, a tim i posouzenim
rizika mozné maligni transformace. Z klinického pohle-
du naddle plati doporucCeni klinicko-laboratorniho sle-
dovani v tff az SestimésiCnich intervalech.
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