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SOUHRN

Uvod: AL amyloiddza je vzécné onemocnéni patfici do skupiny monoklondlnich gamapatii, ptiéemz podkladem choroby
je depozice fibril tvorenych molekulami monoklonalnich lehkych Fetézct imunoglobulin ve formé amyloidu — amorfniho
bilkovinného materiélu. Detekce a kvantifikace monoklonalniho imunoglobulinu (Mlg), resp. lehkych fetézcd imunoglobulinu
predstavuje stézejni aspekt v diagnostice a sledovani nemocnych s AL amyloidézou.

Cil: Naplni predlozeného sdéleni jsou viastni zkusenosti se stanovenim Mig u pacientt s AL amyloidézou.

Soubor a metody: Soubor zahrnoval 27 nemocnych se systémovou AL amyloidézou. U vSech nemocnych byla provedena
detekce a kvantifikace monoklonalniho imunoglobulinu v séru a v modi uzitim elektroforézy a imunofixace, hladiny volnych
lehkych fetézcl byly stanovovany systémem Freelite™. U 13 nemocnych bylo provedeno stanoveni part tézkych/lehkych
fetézcl (HLC) imunoglobulinu v séru systémem HevyLite™.

Vysledky: Elektroforetické a imunofixacni vySetreni séra prokazalo pritomnost molekul Mig u 17/27 (63 %) nemocnych, medi-
an koncentraci byl 3,8 g/1 (0,3 — 14,2 g/l). Typizacné se jednalo v péti pfipadech o kompletni molekuly izotypu IgG (1x IgG-k,
4x IgG-A), ve Ctyrech pripadech IgA-A a v jednom piipadé IgD-A. U sedmi nemocnych byla v séru zjisténa pritomnost pouze
lehkych fetézcl A. Pri analyze modi byla exkrece Bence - Jonesovy bilkoviny zjisténa u 15 (56 %) nemocnych, ve vSech pfi-
padech v kvantité nad 200 mg/24 hodin, pri¢emz u tfi nemocnych byla navic prokazana pritomnost kompletnich molekul
Mg v moci (1x IgA-A, 2x IgG-A). Analyza sérovych hladin volnych lehkych Fetézcl prokézala u v8ech nemocnych abnormalni
hodnoty s medianem 310 mg/l (63,6 — 15662 mg/l), patologie indexu k/A byla zjisténa u 25 nemocnych (92,5 %). Analyza hladin
HLC byla provedena u 13 nemocnych. V pripadé IgA izotypu byla zjisténa patologie hladin IgA-A HLC spolu se zménou HLC
indexu u 3/4 nemocnych. V pripade IgG izotypu byla zjisténa patologie hladin IgG-A HLC i indexu u 2/2 nemocnych. V pfipadé
A a imunofixacné negativnich sér nebyla zjisténa elevace HLC hladin v jednotlivych izotypech. Naopak u 5/7 nemocnych byla
zjisténa suprese hladin HLC IgG-k spolu se zménou HLC indexu. Ve tfidach IgA a IgM suprese izotypovych pard zjisténa nebyla.
zaver: Detekce, kvantifikace a komplexni analyza monoklonalniho imunoglobulinu patfi mezi stézejni aspekty péce o nemoc-
né s AL amyloidézou. Kombinace standardnich technik elektroforézy a imunofixace spolu se stanovenim hladin VLR umoz-
fuje monitorovani naprosteé vétsiny nemocnych s AL amyloidézou. Pro objasnéni vyznamu HLC analyzy je potreba dalsich
vysledkl na obsahlejsich souborech nemocnych.

Kilicova slova: AL amyloidéza, monoklonalni imunoglobulin, volné lehkeé fetézce imunoglobulinu, pary tézkych/lehkych retéz-
cll imunoglobulinu.

SUMMARY

Pika T., Lochman P., Latalova P., Minafik J., Pusgiznova P., Baovsky J., Séudla V.: Problems of determination
of monoclonal immunoglobulin in patients with AL amyloidosis

Introduction: AL amyloidosis is a rare disease belonging to the group of monoclonal gammopathies. The basis of the
disease is the deposition of fibrils formed by molecules of monoclonal immunoglobulin light chains into the form of amyloid
- amorphous proteinaceous material. Detection and quantification of monoclonal immunoglobulin (MIg) or immunoglobulin
light chains is a key aspect in the diagnosis and monitoring of patients with AL amyloidosis.

Aim: The content of this paper is our own experience with the determination of Mlg in patients with AL amyloidosis.
Patients and methods: The analyzed group included 27 patients with systemic AL amyloidosis. In all patients we performed
the detection and quantification of monoclonal immunoglobulins in serum and urine using electrophoresis and immunofixati-
on, serum free light chain levels were determined by Freelite™ system. In 13 patients we performed determination of heavy
/ light chain pairs (HLC) of immunoglobulins, using HevyLite™ system.

Results: Immunofixation and electrophoresis of samples showed the presence of molecules Mlg in 17/27 (63 %) patients
and the median concentration was 3.8 g/I (0.3 to 14.2 g/l). By immunofixation there were 5 cases of complete molecules of
the IgG isotype (1x IgG-k, 4x IgG-A), in 4 cases IgA-A and in one case IgD-A. In 7 patients we detected only A light chains in
serum. When analyzing the urine excretion, Bence - Jones protein was detected in 15 (56 %) patients. In all cases the quan-
tity was over 200 mg/24 hours, while in 3 patients we found the presence of complete molecules of Mlg in urine (IgA A 1x,
2x 1gG-A). Analysis of serum free light chains showed abnormal values in all patients with median of 310 mg/I (53.6 - 1562
mg/l), pathology of k/A ratio was found in 25 patients (92.5 %). Analyses of the HLC levels were performed in 13 patients. In
the case of IgA isotype we detected pathology of IgA-A HLC levels along with the change in HLC ratio in 3/4 patients. In IgG
isotype, pathology of IgG-A levels and HLC ratio was detected in 2/2 patients. In the case of A and immunofixation negative
sera there was no elevation of HLC levels in any of the isotypes. Conversely, in 5/7 patients we observed suppression of
lgG-k HLC combined with the change of HLC ratio. IgA and IgM isotype pair suppression was not observed.
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Conclusion: Detection, quantification and complex analysis of monoclonal immunoglobulin belongs to the key aspects
of care for patients with AL amyloidosis. The combination of standard techniques of electrophoresis and immunofixation
together with determination of serum free light chains allows monitoring of majority of the patients with AL amyloidosis. To
clarify the contribution of HLC test, analysis of more extensive group of patients is needed.

Key words: AL amyloidosis, monoclonal immunoglobulin, serum free light chains, immunoglobulin heavy/light chain pairs.

Uvod

Amyloiddzy predstavuiji heterogenni skupinu one-
mocneéni, jejichz spoleCnym rysem je depozice inso-
lubilnich  fibril patologického ¢i  fyzikalné-chemicky
pozmenéného fyziologického proteinu ve formé amyloi-
dovych depozit, zaujimajicich strukturu § — skladaného
listu. Doposud bylo identifikovano priblizné 30 amyloi-
dogennich proteind [1]. AL amyloiddza (light chain
amyloidosis) je systémové nebo organové limitované
onemocnéni patfici do skupiny monoklonalnich gama-
patil. Jedna se o vzacné onemocnéni, pficemz inci-
dence predstavuije priblizné 5-12 nemocnych na milion
obyvatel za rok. U &asti nemocnych (10-20%) byva
onemocnéni asociovano s mnohoCetnym myelomem
nebo Waldenstromovou makroglobulinémii [2 - 5]. AL
amyloidéza je charakterizovana extracelularni depozici
amyloidovych mas tvorenych fragmenty nebo kom-
pletnimi- molekulami monoklondlnich lehkych Fetézcl
imunoglobulind produkovanych klonalnimi plazmocyty.
Imbibice tkani amyloidem vede k Ubytku bunécnych
elementd, tkanové dezorganizaci a nasledné poruse
funkce postizenych organt — nejc¢astéji ledvin, srdce,
jater a periferniho nervového systému [6, 7]. Kromé
detailni typizace amyloidovych mas, identifikace plaz-
mocytarniho klonu a posouzeni funkce postizenych
organd, patii mezi stéZejni vySetfeni stanoveni mono-
klonalniho imunoglobulinu (Mlg), jako sekrecniho pro-
duktu Kklondlnich plazmocytl. Identicky jako u ostat-
nich monoklonéalnich gamapatif, slouzi stanoveni Mig
nejen k diagnostice, ale ipro sledovani nemocnych
s AL amyloidézou [2 — 4, 8]. NapIni predlozeného sdée-
leni jsou vlastni zkuSenosti se stanovenim hladin Mig
u nemocnych s AL amyloidézou.

Soubor a metody

VySetfeny soubor zahrnoval 27 nemocnych
s biopticky verifikovanou a typizovanou systémovou
AL amyloidézou, u kterych byla vylouCena asociace
s jinym hematologickym onemocnénim (mnohocetny
myelom, Waldenstromova makroglobulinémie) a kteff
byli diagnostikovani a léCeni ve Fakultni Nemocnici Olo-
mouc v letech 2004 — 2014. Vékovy median Cinil 62 let
(48 — 92 let), pomér muzl a zen ¢inil 18:9, zastoupeni
amyloidogenniho lehkého fetézce kappa:lambda bylo
4:23. Stanoveni hladin Mig bylo provadéno elektrofore-
ticky na pfistroji Sebia Hydrasys s uzitim souprav Sebia
Hydragel 30 Protein(e) s naslednou denzitometrickou
kvantifikaci monoklonalniho gradientu pomoci skeneru
Epson 1680 Pro a softwarového vybaveni Phoresis. Pro
typizaci Mlg imunofixacni analyzou bylo uzito souprav
Hydragel 4 IF na identické platformé. K detekci a kvan-

tifikaci odpadu monoklonalniho imunoglobulinu, resp.
Bence-Jonesovy bilkoviny v moci bylo pouzito stejné-
ho vySetfovaciho postupu a souprav, kdy byla moc¢
pacienta vySetfena pomoci elektroforézy s naslednou
imunofixaci paralelné s jeho sérem. Hodnoty celkovych
bilkovin v séru, resp. v moci pro vypocet kvantitativniho
zastoupen/ frakci se stanovily na analytické lince Cobas
8000 firmy Roche pomoci souprav TP2, resp. TPUC3.
Sérové hladiny volnych lehkych fetézct (VLR) byly
stanovovany systémem FreeLite™ (The Binding Site)
s uzitim platformy nefelometru Radim Delta (Radim
Diagnostics) a od roku 2010 turbidimetru SPAplus (The
Binding Site). Normalni rozmezi sérovych hladin bylo
3,3 — 19,4 mg/l v pfipadé lehkého Fetézce kappa (K),
v pfipadé lambda (A) pak 5,7 — 26,3 mg/l. Vzajemny
pomér lehkych fetézcl kappa/lambda (index k/A) byl
uréen vypocCtem s normalnim rozmezim 0,26 — 1,65,
v pfipadé renadlni nedostatecnosti pak 0,37 — 3,1. Pro
analyzu hladin pard téZzkych/lehkych fetézcl imuno-
globulinu (HLC) u 13 nemocnych bylo uzito souprav
HevyLite Human IgG kappa (NR: 3,84 — 12,07 g/l), IgG
lambda (NR: 1,91 — 6,74 g/l), IgA kappa (NR: 0,57 az
2,08 g/l), IgA lambda (NR: 0,44 — 2,04 g/l), IgM kappa
(NR: 0,19 — 1,683 ¢/l) a IgM lambda kit for the use on
the SPA Plus (NR: 0,12 — 1,01 g/l), vzajemny pomér
parl izotypl imunoglobulinu byl zjistén vypoctem. Ana-
lyza byla provedena opét na turbidimetru SPAplus (The
Binding Site).

Vysledky

Elektroforetické a imunofixacni vySetreni séra pro-
kazalo pritomnost molekul Mlg u 17/27 (63 %) nemoc-
nych, pficemz median koncentraci hladin Cinil 3,8 g/l
0,3 — 14,2 g/l). Typizacné se jednalo v péti pripadech
0 kompletni molekuly izotypu I1gG (1x 1gG-K, 4x IgG-A),
ve Ctyrech pripadech IgA-A a u jednoho nemocného byl
zjistén izotyp IgD-A. U sedmi nemocnych byla v séru zjis-
téna piitomnost pouze lehkych fetézcl A. Koncentrace
Mg presahovaly hranici 10 g/l pouze u dvou nemocnych
(12,8 a 14,2 g/l) (Obr. 1). Pri proteinové analyze moci
byla exkrece Bence-Jonesovy bilkoviny zjisténa u 15
(56 %) nemocnych, ve vSech pripadech v kvantité nad
200 mg/24 hodin, pficemz u tfi nemocnych byla navic
prokazana pritomnost kompletnich molekul Mlg v moci
(1x IgA-A, 2x IgG-A). Samotna zjisténa kvantita protei-
nurie presahovala u 17 nemocnych hodnotu 3,5 g/den,
tedy nefrotického typu, pficemz Klinicky vyjadreny nef-
roticky syndrom byl zjistén u 15 pacient’ (Obr. 2). Ana-
lyza sérovych hladin volnych lehkych Fetézcl prokazala
u v8ech nemocnych abnormalni hodnoty s medianem
310 mg/l (63,6 — 1562 mg/l), pficemz patologie inde-
Xu K/A byla zjisténa u 25 nemocnych (92,5 %) (Obr. 3).
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Fig. 1. Serum monoclonal immunoglobulin levels in patients with AL amyloidosis (n = 27).
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Fig. 2. Quantification of 24-hour proteinuria in patients with AL amyloidosis (n = 27).

U dvou nemocnych s normalnimi hodnotami indexu k/A,
byla zjisténa soucasné elevace obou lehkych fetézcl
pfi pokrodilé rendlni nedostatecnosti. Z 25 nemocnych
s abnormélnimi hladinami VLR a sou¢asné s patologif
indexu K/A mélo 23 (85%, z celkového poctu 27) pa-
cientd hladiny dVLR (dVLR - rozdi hladin dominantni-
ho a alternativnino VLR) > 50 mg/l, coZ je v soucasnosti
vSeobecné akceptovany limit definujici méfitelné one-
mocnéni. Analyza hladin par( tézkych/lehkych fetézcl
imunoglobulinu a imunoglobulinovych podtfid byla pro-
vedena u 13 nemocnych (dle imunofixace: 4x IgA-A,
2x 1gG-A, 3x A, 4x negativni). V pfipadé IgA-A izotypu
byla zjisténa patologie hladin IgA HLC spolu se zménou
HLC indexu u 3/4 nemocnych, ktefi rovnéz vykazovali
vyraznou elevaci podtfidy imunoglobulinu IgA1. V pfipa-
dé IgG-A izotypu byla zjisténa patologie hladin IgG HLC
i indexu u obou nemocnych. U jednoho nemocného byl
Mg identifikovan jako izotyp podtfidy IgG1, u druného
IgG4. V pripadé A a imunofixatné negativnich sér neby-
la zjisténa elevace HLC hladin v jednotlivych izotypech.
Naopak u 5/7 nemocnych byla zjisténa suprese hladin

HLC IgG-k (u 2/7 soucasné ilgG-A) spolu se zménou
HLC indexu. Ve tfidé IgA algM suprese izotypovych
pard zjisténa nebyla.

Diskuse

VySetfeni proteinového spektra, zejména pak
detekce, typizace a kvantifikace hladin Mlg patfi mezi
stézejni aspekty v diagnostice a sledovani nemocnych
s monoklonalnimi gamapatiemi [9 az 11]. V pfipadé
mnohocetného myelomu predstavuje standardni pfi-
stup stanoveni a monitorovani kvantity Mlg pomoci
agarozové/kapilami elektroforézy séra a nasledné den-
zitometrie elektroforetické stopy s ur¢enim typu imuno-
globulinu imunofixaci a/nebo prikaz Bence-Jonesovy
bilkoviny v moci s uréenim jejiho typu pomoci imuno-
fixace zahusténé moci z 24 hodinového sbéru [11, 12].
V pfipadé méne obvyklych variant myelomu (nesekreto-
ricky, Bence-JonesUv &i oligosekredni typ) a pro uréeni
hloubky remise je navic vyuzivano stanoveni sérovych
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Fig. 3. Serum free light chain levels in patients with AL amyloidosis (n = 27).

hladin volnych lehkych fetézcl imunoglobulinu [13].
Podobné je postupovano iv pfipadé AL amyloiddzy,
avSak s urcCitymi specifiky. Kombinace zvyklé analyzy
(elektroforéza a imunofixace) séra a moci sice umoznu-
je detekovat MIg u ~ 94 % nemocnych s AL, nicméné
u velké Casti nemocnych vsak ziskané vysledky nedo-
voluji u€inné hodnotit miru IéCebné — tzv. hematologické
odpovédi nebo naopak progresi onemocnéni, z divo-
du obvykle velmi nizkych hladin Mig v séru (<10 g/l) Ci
modci (<200 mg/den) &i jen pouhé imunofixaéni pozi-
tivity [9,14 az 16]. V naSem souboru byly hladiny Mig
v séru detekovany u 63 % nemocnych, avSak median
koncentraci byl velmi nizky a pouze u dvou nemocnych
hladiny MIg pfesahovaly 10 g/I, definujici méfitelné one-
mocneéeni. Exkrece Bence — Jonesovy bilkoviny do modi
byla zjisténa u 63 % nemocnych, u tfi nemocnych byly
detekovany i kompletni molekuly Mlg v moci, pfi¢emz
ve vSech pfipadech se jednalo o nemocné s tézkou for-
mou nefrotického syndromu. Samotné sledovani odpa-
dd Bence — Jonesovy bilkoviny do modi bylo vyuzivano
pro monitorovani onemocnéni u dvou pacient s nepii-
tomnosti Mlg v séru a absenci sérovych hladin VLR
jako méfitelného parametru. Kvantifikace celkové pro-
teinurie za 24 hodin mimo jiné slouzi i jako diagnosticky
ukazatel organového postizeni ledvin u AL amyloiddzy.
U nemocnych s AL amyloiddzou a postizenim ledvin
nachazime poveétsinou neselektivni proteinurii s domi-
nantni albuminurii. Jako diagnostické kritérium plati pfi-
tomnost proteinurie > 0,5 g/den pfi absenci jiné pFiciny
nefropatie (napf. diabeticka nefropatie). Stejné tak i kri-
térii organoveé léCebné odpoveédi/progrese jsou reduk-
ce resp. nardst proteinurie 0 50 % a zmény v hladindch
kreatininu a kreatininové clearance [17 az 19]. Postizeni
ledvin byva pfitomno az u 60 % nemocnych, coz ilu-
struje i nas soubor. Proteinurie nefrotického typu byla
zaznamenana u 17 nemocnych, pri¢emz u 15 pacient(
byl pIné vyvinut nefroticky syndrom.

V soucCasnosti je jiz zcela bézné dostupné stano-
veni sérovych hladin volnych lehkych Fetézcl (VLR) se
vzajemnym vypoctem pomeéru obou fetézcl — tzv. k/A

index, poskytujici informaci o mite produkce VLR klo-
nélnimi plazmocyty [20, 21]. Samotné stanoveni VLR
byva pozitivni u 88-92 % nemocnych s AL a pfi kombi-
naci s vyse uvedenymi standardnimi technikami detek-
ce paraproteinu dochazi k pozitivnimu zachytu Mig az
u 98% nemocnych s AL [14 - 16]. Nespornou vyho-
dou stanoveni VLR je pravé zisk méfiteiného parametru
u velké ¢asti nemocnych s oligosekrecnim onemocné-
nim Ci jen pouhou imunofixaéni pozitivitou, umoznujici
pravidelné sledovani nemocnych a hodnoceni efektu
terapie. V soucasnosti plati revidovana IMWG (Inter-
national Myeloma Working Group) a ISA (International
Society for Amyloidosis) kritéria, kdy za méfitelné one-
mocnéni je pokladan stav s absolutni hodnotou rozdilu
dominantniho - alternativniho VLR (dVLR) >50 mg/l,
pficemz dosazeni parcidlni remise odpovida >50%
redukce vstupnich hodnot, velmi dobra parcialni remi-
se je definovana jako absolutni hodnota dVLR <40 mg/I
a naopak progresi stavu definuje nardist VLR o >50%
(a to alespon o 100 mg/l) [13, 17 - 19]. Kompletni remi-
se je definovana jako negativni imunofixacni elektroforé-
za séra i modi, absence klondlnich plazmocytl v kostni
dfeni a normalni index k/A. Vzhledem k vySe uvedené-
mu je hodnoceni 1éCebné odpovedi pomoci stanove-
ni VLR preferovéano a pouze u nemocnych s absenci
patologickych hladin &i velmi nizkymi hladinami VLR by
se mélo uzit klasického hodnoceni pomoci elektrofo-
rézy séra a/nebo modi. V naSem pripade byla pozitivi-
ta testu vCetné patologie indexu k/A zjisténa u 92,5 %
nemocnych, pficemz pro sledovani onemocnéni bylo
pravidelné stanoveni sérovych hladin VLR uzito u 85 %
nemocnych.

Nejnovejsim testem vyuzivanym pro analyzu protei-
nového spektra je stanoveni izotypovych par( tézkych/
lehkych fetézcl imunoglobulinu (HLC). Jedna se o per-
spektivni metodu, ktera jak se zdda, obohati spekt-
rum vySetfeni uzivanych u mnohocCetného myelomu
a monoklonalni gamapatie nejistého vyznamu [20, 21].
Analyza HLC byla provedena v nasem souboru u 13
nemocnych, pfi¢emz u pacient’ s piitomnou komplet-
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ni molekulou imunoglobulinu (IgG-A, IgA-A) byly zjistény
patologické hladiny identickych izotypovych HLC pér(
se zménou HLC indexu, ve vSech pfipadech s vyhodou
citlivéji méfitelného parametru neZli v pfipade uziti elek-
troforézy. V pfipadé dvou nemocnych s elektroforetic-
kou typizaci a kvantifikaci jako lehké fetézce A a u tif
nemocnych s negativitou elektroforetického a imuno-
fixacniho vySetfeni séra byla zajimavym nalezem zjis-
téna suprese HLC hladin u izotypovych part tridy IgG.
Je nutno podotknout, Ze u téchto péti nemocnych byl
zZjistén tézky nefroticky syndrom, jakozto mozna pficina
ztrat monomerickych molekul IgG moci. Mozny pfinos
stanoveni hladin HLC u AL amyloiddzy pro klinickou
praxi vSak stale neni objasnén a teprve zavéry praci na
rozsahlejSich souborech tuto otazku zodpovi.

Zaveér

Detekce, kvantifikace a komplexni analyza mono-
klonalniho imunoglobulinu patfi mezi stézejni aspekty
péce 0 nemocné s AL amyloidézou. Kombinace stan-
dardnich technik elektroforézy a imunofixace spolu se
stanovenim hladin VLR umoZfuje monitorovani napro-
sté vétSiny nemocnych s AL amyloidézou. Vzhledem
k mnohdy obtiZzné interpretaci vysledkd vySetreni je
tésna spoluprace oSetrujiciho |ékare a laboratornich
expertl nezbytna. Pro objasnéni vyznamu HLC analyzy
je potieba daldich vysledkd na obsahlejSich souborech
nemocnych.
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