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SOUHRN

Cil studie: Cilem hodnoceni bylo srovnani sérovych hladin pard tézkych/lehkych Fetézcl imunoglobulinu (HLC) s parametry
signalnich drah myelomoveé kostni nemoci (MKN) u nemocnych s mnohoCetnym myelomem (MM).

Material a metody: Analyzovany soubor sestéval z 55 pacientd s nové diagnostikovanym mnohocetnym myelomem, z toho
37 s pritomnosti M-proteinu IgG a 18 s pritomnosti M-proteinu IgA. U v8ech pacientd byly v dobé diagnézy hodnoceny
sérové hladiny part téZzkych/lehkych fetézct imunoglobulinu (metodou Hevylite™) a pomér dominantniho/nedominantniho
tézkého retézce (HLC-r) ve vztahu k sérovym hladindm ukazateld myelomové kostni nemoci (MKN) a mikroprostredi kostni
drené: hepatocytarnimu rdstovému faktoru (HGF), zanétlivému makrofagovému faktoru 1a (MIP-1a), syndekanu-1/CD138
(SYN), Dickkopf-1-proteinu (DKK-1), osteoprotegerinu (OPG), Activinu A, Annexinu A2, nuklearnimu faktoru kappa B
(NF-kB) a také ve vztahu k rozsahu choroby hodnocenému dle Durie-Salmon stézovaciho systému (D-S).

Vysledky: Sérové hladiny pard tézkych/lehkych fetézcl imunoglobulinu pozitivné korelovaly se dvéma parametry mikropro-
stfedi kostni dfené. Byl zjistén vztah mezi hodnotami HLC IgG-k i HLC-r a HGF (korelaéni koeficient - r=0,424, p=0,044)
a dale vztah mezi hodnotami HLC IgA-k i HLC-r a OPG (r=0,697, p=0,025). Ostatni ukazatele MKN byly na hladinach HLC
nezavislé a nebyl prokézan ani vztah k rozsahu onemocnéni hodnocenému dle D-S.

Zaver: Metoda Hevylite™ patfi mezi perspektivni pomocna diagnosticka vysetfeni u mnohocetného myelomu. Nase vysled-
ky dokladuji vztah sérovych hladin HLC k vybranym ukazatelm kostniho metabolismu nezavisle na rozsahu onemocnéni.
Stanoveni HLC se proto jevi i jako vhodny doplfikovy parametr se vztahem k myelomoveé kostni nemoci.

Kilicova slova: mnohocetny myelom, hladiny paru tézkych/lehkych fetézcl imunoglobulinu, pary tézkych/lehkych Fetézcl
imunoglobulinu, Hevylite, myelomova kostni nemoc, ukazatele mikroprostredi kostni drené.

SUMMARY

Krhovska P., Hefmanova Z., Petrova P., Zapletalova J., Pika T., Badovsky J., Séudla V., Minarik J.: Comparison
of the serum levels of heavy/light chain pairs of immunoglobulin (Hevylite™) and analysis of parameters of bone
metabolism in patients with multiple myeloma.

Objective: Our aim was to assess serum levels of heavy/light chain pairs of immunoglobulin (HLC) and to compare them
with the parameters of myeloma bone disease (MBD) signaling in patients with multiple myeloma (MM).

Materials and methods: Our 55 patients cohort consisted of patients with newly diagnosed multiple myeloma, 37 with the
presence of M-protein IgG and 18 with the presence of M-protein IgA. At the time of diagnosis we measured serum levels
of heavy/light chain pairs of immunoglobulin (using Hevylite™ technique) and involved/uninvolved heavy chain ratio (HLC-r)
in comparison with serum levels of parameters of MBD signaling and bone marrow microenvironment: Hepatocyte grow-
th factor (HGF), Macrophage inflammatory factor 1 (MIP-1), syndecan-1/CD138 (SYN), Dickkopf-1-related protein (DKK-
1), osteoprotegerin (OPG), Activin A, Annexin A2, Nuclear factor kappa B (NF-kB). We also investigated the relationship
between the level of HLC and the extent of MM evaluated by Durie-Salmon staging system (D-S).

Results: Serum levels of heavy/light chain pairs of immunoglobulin were found to correlate with some parameters of bone
microenvironment: We found significant relationship of HLC IgG-k and HLC-r to HGF (correlation coefficient - cc=0.424,
p=0.044) and also the relationship between HLC IgA-k and HLC-r to OPG (cc=0.697, p=0.025). All the other parameters of
MBD were independent of HLC levels, and there was no relationship of HLC levels to the extent of MM assessed by D-S.
Conclusion: Hevylite™ method is a perspective auxiliary diagnostic test in multiple myeloma. Our results document the rela-
tionship of serum levels of HLC and selected indicators of MBD independent of the extent on the disease. The assessment
of HLC therefore seems to be a promising tool also for the assessment of the relationship to myeloma bone disease.
Keywords: multiple myeloma, levels of heavy/light chains of immunoglobulin, pairs of heavy/light chains of immunoglobulin,
Hevylite, myeloma bone disease, bone marrow microenvironment.
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Uvod

Mnohocetny myelom (MM) je zhoubné onemoc-
néni zpUsobené nekontrolovanou proliferaci a aku-
mulaci patologicky zménénych plazmatickych bunék
(terminélné diferencovanych B-lymfocytl) s produkci
monoklonalniho imunoglobulinu (MIg) detekovatelné-
ho v séru a/nebo v modi, doprovazené MDE (mye-
loma defining events), mezi néz patfi pfiznaky orga-
nového postizeni CRAB (C-hyperkalcémie, R-renalni
postizeni, A-anémie, B-postizeni skeletu resp. ,bone
disease”) anove téz tfi tzv. ,biomarkery malignity”
(zastoupeni klonalnich plazmatickych bunek v kostni
dfeni >60, pomér dominantniho a nedominantniho
lehkého fetézce >100, >1 fokalni Iéze vétSi nez 5 mm
na magnetické rezonanci) [1].

Jednim z hlavnich projevi onemocnéni je myelomo-
va kostni nemoc (MKN), projevujici se v rlizném rozsa-
hu od osteopordzy, az po vyrazné rozsahlé postizeni
skeletu osteolytickymi lozisky, pfipadne i s pfitomnosti
patologickych fraktur. MKN je zpUsobend nerovno-
vahou mezi osteoresorpci a kostni novotvorbou a ma
zasadni vztah k morbidité i mortalité pacientd s mno-
hoCetnym myelomem [2,3].

V soucasnosti se mezi perspektivni metodiky pfi
posuzovani MM zacina fadit stanovovani sérovych
hladin par( tézkych/lehkych Fetézcl imunoglobulinu.
Hevylite™ je nova pomocna nefelometricka, popfipa-
dé turbidimetricka metoda, kterd vyuziva specifické
polyklonalni protilatky zamérené na junkéni epitopy
umisténé mezi konstantnimi oblastmi tézkych a leh-
kych Fetézcl molekul imunoglobulinu. To umoZnuje
presnou kvantifikaci jak dominantniho monoklonalniho
imunoglobulinu (involved), tak polyklonalniho ,,nenado-
rového" imunoglobulinu (non-involved) a tedy i urCeni
miry imunoparézy [4-6]. Stejné jako u ukazateld MKN
byl i pfi hodnoceni HLC prokazan vztah mezi sérovymi
hladinami HLC a celkovou dobou preziti [7,8]. Cilem
naSeho hodnoceni bylo posoudit potencidlni vztah
mezi hladinami HLC a rozsahem onemocnéni a také
mezi hladinami HLC a parametry signalnich drah
MKN.

Pacienti a metody

Analyzovanym souborem bylo 55 pacient s nové
diagnostikovanym mnohocetnym myelomem splnuiji-
cich IMWG kritéria nemoci [1]. Celkem bylo 37 jedinc(
s monoklonalnim imunoglobulinem (Mig) IgGa 18 s Mig
typu IgA. Vékovy median nemocnych byl 67 (41-85) let,
pomé&r M:Z 1,03:1,0. Rozsah onemocnéni byl hodno-
cen pomoci stazovaciho systému dle Durie-Salmona
[9]. Z hlediska pokrocilosti MM dle stazovaciho systé-
mu Durie-Salmon bylo stadium | zastoupeno v 16 %
(N=9) pacientd, stadium Il ve 20% (N=11) a stadium lll
v 64 % (N=35), podstadium B bylo zastoupeno v 15%
(N=8) (Tabulka 1). Vzhledem k vysledkiim predeslych
studii, kdy byly srovnavany zvlasté hladiny Hevylite™
u pacient’ s Mlg IgA a IgG predevsim z ddvodu odlis-
ného biologického chovani jednotlivych typd parapro-

Table 1: Basic characteristics of the analyzed group of pa-
tients with multiple myeloma

Age (Years) 67 (41 - 85)

Sex (M/F) 1.03:1.0

Mig Type (IgG/IgA) 37 .18

Durie-Salmon

Stage: 1 9 (16.36 %)
2 11 (20 %)
3 35 (63.64 %)

Substage: B 8 (14.54 %)

M —men, F - female
Mlg — monoclonal immunoglobulin

teinu, jsme i v naSem sledovani jednotlivé Mig hodnotili
zviast [10].

U v8ech pacient( byly v dobé diagndzy hodnoceny
sérové hladiny part tézkych/lehkych fetézcl imunoglo-
bulinu metodou HevyLite™ a sérové ukazatele myelo-
moveé kostni nemoci.

Sérové hladiny HLC byly analyzovany pouzitim tur-
bidimetru SPA plus firmy Binding Site a soupravy Hevy-
Lite™ Human IgG kappa (normalni rozmezi-NR: 3,84
az 12,07 g/l), IgG lambda (NR: 1,91 — 6,74 g/l), IgA kappa
(NR: 0,57 — 2,08 g/l) algA lambda (NR: 0,44 — 2,04 g/l).
Vzéjemny pomér par( tézkych fetézcl izotypl IgG
a lgA Ig byl urCen vypoctem.

Ze sérovych ukazatell myelomové kostni nemoci
byly posuzovany:

hepatocytarni rlstovy faktor (HGF), zanétlivy mak-
rofagovy faktor 1a (MIP-1a), syndekan-1/CD138
(SYN), Dickkopf- related protein 1 (DKK-1), nuklearni
faktor kappa B (NF-kB), activin A a annexin A2 meto-
dou kvantitativni sendviCové enzymatické imunoeseje,
osteoprotegerin (OPG) metodou enzymoimunoeseje.
K hodnoceni byl pouzit pfistroj Evolis firmy BIO-RAD.
K analyze dat byl pouzit statisticky software IBM SPSS
Statistics 22 (USA). Zavislost mezi Hevylite™ a kost-
nimi markery byla analyzovana pomoci Spearmanovy
korelaCni analyzy. Zavislost mezi Hevylite™ a stadiem
DS byla posouzena pomoci Kruskal-Wallisova testu, na
hlading statistické vyznamnosti p<0,05.

Vysledky

V ramci korelace sérovych hladin HLC k ukazateldim
MKN byla zjiSténa pozitivni korelace mezi hodnotami
HLC IgG kappa a HLC- r ve tfidé IgG k parametru HGF
(korelacni koeficient - r=0,424, p=0,044), (obr. 1). Ve tfidé
IgA byla zjisténa pozitivni korelace mezi hodnotami HLC
IgA kappa i HLC-r k OPG (r=0,697, p=0,025), (obr. 2).
U ostatnich ukazateld KMN nebyl prokdzan statisticky
signifikantni vztah k hladinam HLC v Zadném z posuzo-
vanych izotypU (IgG ani IgA) véetné poméru HLC-r.

Mezi rozsahem choroby hodnocenym dle D-S stazo-
vani a sérovymi hladinami HLC nebyl prokazan statis-
ticky signifikantni vztah, a to v€etné posouzeni korelace
HLC tfidy IgG kappa a stéazovanim dle Durie-Salmon
klasifikace (p=0,446) algG lambda a stéazovanim dle
Durie-Salmon (p=0,360), ani mezi stazovanim Durie-
Salmon a IgA k a IgA A (p=0,293, resp. p=0,100).
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Fig. 1 Graphical display of the relationship between HLC IgG-k and HGF (r= 0.424, p=0.044) and HLC-r (r= 0.527, p=0.023)

in patients with IgG multiple myeloma
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Fig. 2 Graphical display of the relationship between HLC IgA-k and OPG (r=0.697, p=0.025) and HLC-r and OPG (r=0.522,

p=0.0395) in patients with IgA multiple myeloma
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Diskuse

Stanoveni hladiny monoklonalniho imunoglobuli-
nu (Mlg), ktery je produkovan patologicky zménénymi
plazmocyty, pomoci elektroforézy, pfipadné imuno-
elektroforézy, patii mezi zakladni diagnostické metody
u monoklonalnich gamapatii. Je soucasti diagnos-
tickych kritérii a také stéazovaciho systému MM dle
Durieho a Salmona [1,9]. Je pouzivan pro monitorova-
ni 1é&ebné odpovédi i stanoveni relapsu onemocnén.
Mezi zékladni metody stanoveni Mlg patfi: standard-
ni elektroforéza séra (SPE) a/nebo modi, imunofixaéni
elektroforéza (IFE), nefelometrické vySetfeni bilkovin
séra (NEF) a vysSetreni hladin volnych lehkych retézc(
imunoglobulinu (VLR) kappa a lambda metodou Free-
lite™, v&etné vypoctu indexu k/A [11,12]. Uréeni Mig

pomoci IFE je limitovano jednak jeho hladinou, imuno-
chemickym typem (u IgA typu Mlg tzv. fenomén pre-
kryti, kdy oblast alfa u SPE interferuje s haptoglobinem,
oblast beta s transferinem a C3 slozkou komplementu),
objemem plazmy a hodnotou hematokritu [13].

Metoda Hevylite™ patfi mezi nové, principialiné
odlisné vysetrovaci metody, které umoznuiji dalsi zpres-
néni diagnostiky monoklonalnich gamapatii, predevsim
detekci a kvantifikaci monoklonalniho imunoglobulinu.
Prinos této nové techniky byl potvrzen hlavné v pfipadé
nizkych &i nulovych hladin MIg s pouhou pozitivitou/
negativitou imunofixace [14].

Dalsi prinos byl prokézan u IgA typu Mig, kde byla
popsana pozitivita, resp. nadhranié¢ni hodnoty HCL-r
u jedincd s negativnimi IFE a SPE [15-17]. Ve svétovém
pisemnictvi byl nalezen vztah mezi celkovym prezitim
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a hladinou HLC, kdy pacienti s vysokymi hladinami
HLC méli signifikantné kratsi preziti nez pacienti s hla-
Myelomova kostni nemoc patfi mezi hlavni pficiny
morbidity, ale i mortality u pacientli s mnohocetnym
myelomem [2]. Casné& diagnostika a stanoveni rozsahu
postizeni myelomové kostni choroby jsou dilezité jak
z hlediska zahdjeni 1écby MKN, tak ke stanoveni pro-
gndzy onemocnéni. Je znam vliv rozsahu choroby na
celkové preziti nemocnych, kdy pacienti s patologicky-
mi frakturami maji kratSi median celkového preziti [18].
K posouzeni rozsahu kostniho postizeni prispiva hod-
noceni parametrt kostniho metabolismu a mikroprostredi
kostni dfené. Rozeznavame tfi zékladni signaini drahy,
podilejici se na vzniku MKN: Prvni je draha RANK/RANKL,
kterd hodnoti pomér mezi aktivatorem receptoru nuklear-
niho faktoru kappa B (receptor activator of nuclear factor
kappa B, RANK) a jeho ligandem (ligand aktivatoru nuk-
learniho faktoru kappa B, RANKL). Dale se jedna o drahu
makrofagoveého zanétlivého proteinu (macrophage inflam-
matory protein, MIP), ktera souvisi prfedevsim s bunéd-
nou adhezi a migraci a také indukuje efekt RANK tim,
Ze posiluje jeho navazani na ligand, coz vede k aktivaci
osteoklastd. Posledni je tzv. ,Wingless“ (Wnt) draha, coz
je hlavni signdini drahou osteoblastti. Za fyziologickych
podminek se Wnt glykoproteiny vazou na Wnt receptor,
¢imz stimuluji osteoblastickou prestavbu. Tato draha je
inhibovana proteiny ze skupiny Dickkopf (DKK) [2,3].

V na8i pfedchozi praci byl popsan predevsim vliv
HGF, osteopontinu a syndecanu-1 na celkové prezit
nemocnych [8]. Cilem nyné&jSi analyzy bylo zhodnoce-
ni vzdjemného vztahu hladin HLC a parametr( signal-
nich drah u MKN. Vysledky naseho hodnoceni potvr-
dily predbézny vztah sérovych hladin HLC k nékterym
ukazateldm MKN. Signifikantni korekce byla zjisténa
v pfipadé HLC ve tfidé IgA a OPG a také mezi HLC ve
tfidé 1gG a HGF. Hepatocytarni rlstovy faktor (HGF) je
cytokin schopny stimulovat rdst epitelidinich bunék a je
také potentnim induktorem neovaskularizace [19]. Kro-
me toho také potencuje osteoklastogenezi. HGF je za
fyziologickych podminek produkovan mesenchymal-
nimi bunkami v€etné stromalnich bunék kostni dfené
[20]. Monoklonalni gamapatie nejasného vyznamu se
od mnohocetného myelomu lisi také hustotou kapilarni
sité v kostni dreni, HGF jakozto vyznamny proangio-
genni plisobek se jevi byt slionym markerem pfi stano-
veni rozsahu myelomové kostni nemoci.

Osteoprotegerin (OPG) je solubilni receptor patfi-
ci do rodiny receptorl TNF-alfa. Jeho hlavni funkci je
zabrariovat navazani RANKL na svij RANK receptor
atedy spusténi jedné z hlavnich osteoklastogennich
drah [21]. Jiz v pfedchozich studiich bylo potvrzeno, ze
hladina OPG jednoznacné nesouvisi s mirou postizeni
u mnohoceného myelomu [10, 22]. Tento fakt je zfejmé
dan skutecnosti, ze OPG neni tvofen pouze v mikro-
prostredi kostni dfeng, nybrz i v kapilarni siti [10].

Nas vysledek korelace pouze ve tfidé IgA mize
byt dan faktem, ze monoklonalni IgG ma delSi poloCas
rozpadu (21 dni). Také je znamo, ze plazmocyty pro-
dukuijici 1IgG Mlg suprimuiji polyklonalni imunoglobuliny
intezivnéji nez klony IgA a IgM typu [23].

Absence korelace mezi hladinami HLC a dalSimi uka-
zateli MKN neni tolik prfekvapiva. HLC spiSe odrazeji vnitr-
ni viastnosti myelomovych plazmocytl, zatimco parame-
try MKN jsou odvozeny od aktivace mikroprostredi KD.
Presto zjistény vztah k OPG a HGF potvrzuje vzéjemné
sprazeni procest vedoucich k aktivité myelomovych plaz-
mocytd a procesl aktivace bunécného mikroprostred.

Moznou limitaci naseho hodnoceni je omezeny
pocet pacientl a také pripadny vliv renalni insuficience
u osmi nemocnych (15 %) na sérové hladiny porovna-

dokladuiji jen omezeny vliv rendlni insuficience na séro-
vé hladiny posuzovanych ukazateld MKN [24].

Vyuzitl Hevylite™ v reélné praxi je v soucasnosti
predmétem zkoumani, definitivni indikace se stale hle-
da. Vysledky dosud provedenych analyz nelze jedno-
znaéné doporucit k rutinnimu pouZiti, presto je prikaz
vztahu HLC a vybranych ukazateld MKN slibny. Ve
vztahu k MKN a prognéze se metoda Hevylite™ jevi
jako potencidlné prinosna, o jejim vyuziti v diagnostice
MKN napovi rozsifeni stavajicich souborti a zhodnoce-
ni v ramci dlouhodobych sledovani nemocnych.
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