S?UHRNNE PRACE
PUVODNI PRACE * KAZUISTIKY

Vyznam stanoveni sérovych hladin
volnych lehkych retézcu
imunoglobulinu u AL amyloiddzy

Pika T', Lochman P2, Minafik J', Bac¢ovsky J', S¢udla V'

M. interni klinika - nefrologicka, revmatologicka, endokrinologickd, LF UP a FN Olomouc
20ddéleni klinické biochemie, FN Olomouc

Transfuze Hematol. dnes, 19, 2013, No. 3, p. 134-138

SOUHRN

Uvod. Systémova AL amyloiddza je vzacné onemocnéni patfici do skupiny monoklondlnich gamapatii, pficemz pod-
kladem choroby je extraceluldrni depozice insolubilnich fibril tvofenych fragmenty nebo kompletnimi molekulami
monoklonalnich lehkych retézcl imunoglobulind produkovanych klondInimi plazmocyty. Identifikace plazmocytového
klonu, resp. jeho bilkovinného produktu - monoklonalniho imunoglobulinu (Mlg), pfedstavuje jeden ze stézejnich
aspektl v diagnostice a sledovani nemocnych s AL amyloiddzou. V poslednich letech je jiz zcela bézné provadéno
stanoven( sérovych hladin volnych lehkych Fetézct imunoglobulinu (VLR), co? vyznamné rozsifilo moznosti analyzy
Mlg u monoklondlnich gamapatii. NapIni predlozeného sdélenfi jsou vlastni zkusenosti se stanovenim sérovych hladin
volnych lehkych fetézc u pacientl s AL amyloidozou.

Soubor a metody. Soubor ¢ital 19 nemocnych s biopticky verifikovanou systémovou AL amyloidézou, vékovy median
¢inil 62 let (48-92 let), pomér muzl a zen ¢inil 16 : 3, zastoupeni sekrece kappa : lambda bylo 3 : 16. Sérové hladiny
volnych lehkych fetézcd byly stanovovany systémem FreeLiteTM. Normalni rozmezi sérovych hladin bylo 3,3-19,4 mg/I
v pfipadé lehkého fetézce kappa (x), v pfipadé lambda (A) pak 5,7-26,3 mg/I. Vzdjemny pomér lehkych fetézcd
kappa/lambda (index k/A) byl uréen vypoctem s normalnim rozmezim 0,26-1,65, v pfipadé rendini nedostatec¢nosti
pak 0,37-3,1.

Vysledky. Hladiny Mig byly prokazany v séru u 12/18 (63 %) nemocnych, pricemz median hladin ¢inil 1,69 g/I (0-9,8 g/I).
Typizacne se jednalo ve 4 pripadech o kompletni molekuly izotypu IgG (2x 19G-k, 2x IgG-A), ve 3 pfipadech IgA-A
a ujednoho nemocného byl zjistén izotyp IgD-A. U 4 nemocnych byla v séru zjisténa pfitomnost pouze lehkych retézci
. Pri proteinové analyze moci byla exkrece Bence-Jonesovy bilkoviny zjisténa u 11 nemocnych, ve vSech pfipadech
v kvantité nad 200 mg/24 hodin, pfi¢emz u 2 nemocnych byla navic prokazana pritomnost kompletnich molekul Mig
v moci (Ix IgA-A, 1x IgG-A). Analyza sérovych hladin volnych lehkych fetézcl prokazala u vsech nemocnych abnor-
malni hodnoty s medidnem 399 mg/| (54,4 - 2385 may/|), pficemz patologie indexu k/A byla zjisténa u 17 nemocnych
(90 %). Ze 17 nemocnych s abnormalnimi hladinami VLR a sou¢asné s patologii indexu k/A mélo 16 nemocnych hladiny
dVLR (dVLR - rozdil hladin dominantniho a alternativniho VLR) > 50 mg/I. U 16 z 19 nemocnych (84 %) tedy stanoveni
VLR umoznuje pravidelné sledovani pribéhu onemocnéni.

Zaveér. Stanoveni sérovych hladin volnych lehkych fetézcl v soucasnosti predstavuje klicovy laboratorni parametr
nejen v diagnostice a sledovani pribéhu onemocnéni, ale zejména v hodnoceni U¢innosti podavané terapie. Kombinace
standardnich technik detekce Mlig spolu se stanovenim hladin VLR umoZiuje monitorovani naprosté vétsiny nemoc-
nych s AL amyloiddzou.
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SUMMARY
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The importance of serum immunoglobulin free light chain assay in AL amyloidosis

Introduction. Systemic AL amyloidosis is a rare illness in the group of monoclonal gammopathies. The disease is based
on extracellular deposition of insoluble fibrils formed by complete monoclonal light immunoglobulin chains or their frag-
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ments, produced by clonal plasmocytes. Identification of the plasmocyte clone, or of its protein product - the monoclonal
immunoglobulin (MIg) - represents a key aspect of diagnostics and monitoring of AL amyloidosis patients. Serum immu-
noglobulin free light chain (FLC) assay, routinely performed in the recent years, significantly widened the options for Mlg
analysis in monoclonal gammopathies. The subject of this report is practical experience with serum immunoglobulin free
light chains assay in AL amyloidosis patients.

Patients and Methods. The patient set comprised 19 patients with biopsy-verified systemic AL amyloidosis. Age median
was 62 years of age (48-92 years of age), male to female ratio was 16 : 3, representation of secretion kappa : lambda was
3 :16. Free light chains serum levels were determined by the FreelLiteTM system. Normal range of serum levels was
3.3-19.4 mg/I for light chain kappa (x), and 5.7-26.3 mg/! for light chain lambda (A). Mutual ratio of light chains kappa/lambda
(the /A index) was determined by a calculation with normal range 0.26-1.65, in case of renal insufficiency 0.37-3.1.
Results. Mlg serum levels were determined in 12 out of 18 (68%) patients, where the median level was 1.69 g/I (0-9.8 g/1). As
for isotypes, there were 4 cases of complete isotype IgG (2x IgG-k, 2x IgG-\), 3 cases of IgA-A, and one patient presented
the isotype IgD-A. Light chains A only were found in the serum of 4 patients. Protein analysis of urine found excretion of
Bence-Jones protein in 11 patients, in all cases in quantity over 200 mg/24 hours, while the presence of complete Mlg mol-
ecules in the urine (Ix IgA-A, 1x lgG-A) was additionally determined in 2 patients. Serum immunoglobulin free light chain
assay determined abnormal levels in all patients with median value 399 mg/I (54.4-2 385 mg/I), while x/A index pathology
was determined in 17 (90%) patients. Out of the 17 patients with abnormal FLC levels and concomitant /A index pathology,
16 patients had dFLC levels > 50 mg/! (dFLC = difference between dominant and alternative FLC levels). Therefore, FLC
assay enables regular monitoring of the disease in 16 out of 19 (84%) patients.

Conclusion. Serum immunoglobulin free light chain assay currently represents a key laboratory parameter not only for dia-
gnostics and monitoring of the course of the disease, but namely for treatment efficacy evaluation. A combination of stan-
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dard Mlg detection techniques with FLC level assay enables monitoring of a vast majority of AL amyloidosis patients.
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uvop

AL amyloidéza (light chain amyloidosis) je systé-
mové nebo organové limitované onemocnéni patfici do
skupiny monoklonalnich gamapatii, resp. plazmocelu-
larnich dyskrazii (1-4). Incidence pfedstavuje pfiblizné
5-12 nemocnych na milion obyvatel za rok a ptiblizné
v 10-20 % ptipadd byva asociovano s mnohocetnym
myelomem nebo Waldenstromovou makroglobuline-
mii (5). Onemocnéni je charakterizované extracelularni
depozici insolubilnich fibril tvofenych fragmenty nebo
kompletnimi molekulami monoklonalnich lehkych
fetézcli imunoglobulinti produkovanych klonalnimi
plazmocyty, coz ve svém disledku vede k nasledné
tkanové dezorganizaci a poruse funkce postizenych
organi - nejcastéji ledvin, srdce, jater a periferniho
nervového systému (6, 7). Identifikace plazmocytového
Klonu, resp. jeho bilkovinného produktu - monoklonal-
niho imunoglobulinu, pfedstavuje jeden ze stézejnich
aspektil v diagnostice a sledovani nemocnych s AL
amyloiddzou (3). V poslednich letech je jiZ zcela bézné
k dispozici test umoznujici stanoveni sérovych hla-
din volnych lehkych fetézcli imunoglobulinu (systém
FreeLiteTM), ktery vyznamné rozsitil moznosti analyzy
MIg u monoklondlnich gamapatii (8). Naplni predlo-

Zeného sdéleni jsou vlastni zkuSenosti se stanovenim
sérovych hladin volnych lehkych fetézch u pacientl
s AL amyloidézou.

SOUBOR A METODY

Sledovany soubor zahrnoval 19 nemocnych s biop-
ticky verifikovanou systémovou AL amyloidézou, kdy
amyloidéza nebyla asociovana s jinym hematologickym
onemocnénim (mnohocetny myelom, Waldenstromova
makroglobulinemie) a ktefi byli sledovani a 1éCeni na
I11. interni klinice v letech 2004-2012. Vékovy median
¢inil 62 let (48-92 let), pomér muzl a Zen ¢inil 16 : 3,
zastoupeni sekrece kappa : lambda bylo 3 : 16. Sérové
hladiny volnych lehkych fetézci byly stanovovany
systémem FreeLiteTM (The Binding Site) s uzitim plat-
formy nefelometru Radim Delta (Radim Diagnostics)
a od roku 2010 turbidimetru SPAplus (The Binding Site).
Normalni rozmezi sérovych hladin bylo 3,3-19,4 mg/1
v pripadé lehkého fetézce kappa (k), v pfipadé lambda
(M) pak 5,7-26,3 mg/1. Vzajemny pomér lehkych fetézct
kappa/lambda (index x/A) byl urcen vypoctem s normal-
nim rozmezim 0,26-1,65, v pfipadé renalni nedostatec-
nosti pak 0,37-3,1. Stanoveni hladin M-proteinu bylo
provadéno elektroforeticky na ptistroji Sebia Hydrasys
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s uzitim souprav Sebia Hydragel 30 Protein(e) s nasled-
nou denzitometrickou kvantifikaci monoklonalniho
gradientu pomoci skeneru Epson 1680 Pro a softwa-
rového vybaveni Phoresis. Pro typizaci imunofixacni
analyzou byly uzity soupravy Hydragel 4 IF na témze
zafizeni. K detekci a kvantifikaci odpadu monoklonal-
nihoimunoglobulinu, resp. Bence-Jonesovy bilkoviny
v moci, bylo pouzito stejného 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 mo-
¢i, pro vypocet kvantitativniho zastoupeni frakci se
stanovily na analytické lince Cobas 8000 firmy Roche
pomoci souprav TP2, resp. TPUC3.

VYSLEDKY

Elektroforetické a imunofixac¢ni vySetfeni séra pro-
kazalo hladiny Mlg v séru u 12/19 (63 %) nemocnych, pfi-
cemz median hladin ¢inil1,69 g/1(0-9,8 g/1). Typizacné
se jednalo ve 4 ptipadech o kompletni molekuly izotypu
1gG (2x 1gG-k, 2x IgG-\A), ve 3 pfipadech IgA-A a u jednoho
nemocného byl zjistén izotyp IgD-A. U 4 nemocnych
byla v séru zjisténa pfitomnost pouze lehkych fetézcii
\. Pri proteinové analyze moci byla exkrece Bence-
-Jonesovy bilkoviny zjiS§téna u 11 nemocnych, ve vSech
pfipadech v kvantité nad 200 mg/24 hodin, pficemz u 2
nemocnych byla navic prokdzana pritomnost komplet-
nich molekul MIg v moci (Ix IgA-A, 1x IgG-A). Analyza
sérovych hladin volnych lehkych fetézcli prokazala
u vSech nemocnych abnormalni hodnoty s medidnem
399 mg/1(54,4-2385 mg/1), pficemz patologie indexu /A
byla zjisténa u 17 nemocnych (90 %) - graf 1. Je nutné
dodat, Ze 2 nemocni s normalnimi hodnotami indexu
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Graf 1 Sérové hladiny volnych lehkych Fetézcll u nemocnych s AL
amyloidézou (n =19).
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k/\, vykazovali soucasné elevaci obou lehkych fetézcli
Pri pokrocilé rendlni nedostatecnosti. Ze 17 nemocnych
s abnormdalnimi hladinami VLR a soulasné s patologii
indexu k/A mélo 16 nemocnych hladiny dVLR (dVLR -
rozdil hladin dominantniho a alternativniho VLR) > 50
mg/l, coZje v soucasnosti vSeobecné akceptovany limit
definujici méfitelné onemocnéni. U16 z19 nemocnych
(84 %) tedy stanoveni VLR umozZriuje pravidelné sledo-
vani priibéhu onemocnéni (graf 2).

DISKUSE

Detekce pritomnosti, typizace a kvantifikace mo-
noklonalniho imunoglobulinu nebo jeho podjednotek
(tj. lehkych a téZkych fetézcli) patii k nezbytnym zaklad-
nim vySetfenim v diagnostickém algoritmu u nemoc-
nych s AL amyloidézou (3, 9). Jesté donedavna bylo
standardnim pristupem stanoveni a monitorovani
kvantity MIg pomoci agarézové/kapilarni elektrofo-
rézy séra a nasledné denzitometrie elektroforetické
stopy s urcenim typu imunoglobulinu imunofixaci a/
nebo prikaz Bence-Jonesovy bilkoviny v moci s uréenim
jejiho typu pomoci imunofixace zahusténé moci z 24ho-
dinového sbéru. Tato kombinace vySetfeni umozrovala
detekci MIg u ~ 94 % nemocnych s AL (9, 10, 11, 12). Je
nutno podotknout, Ze u velké ¢asti nemocnych vsak
ziskané vysledky nedovolovaly zcela ucinné hodnotit
miru 1écebné, tzv. hematologické odpovédi, z divodu
obvykle velmi nizkych hladin MIg v séru (> 10 g/1) ¢i moci
(> 200 mg/den) ¢i jen pouhé imunofixacni pozitivity,
coz bylo patrné i u podstatné ¢asti nasich nemocnych,
pficemz hladiny MIg nepresahovaly 10 g/l u zadného
nemocného. Sledovani priibéhu onemocnéni a zejména
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Graf 3 Zmény v sérovych hladinach volnych lehkych fetézct

reflektujici miru dosazené hematologické [é¢ebné odpovédi.
CR - kompletni remise, PR - parcialni remise, NR - bez dosazené
lécebné odpovédi
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pak hodnoceni efektu terapie bylo tedy velmi obtizné.
V poslednich letech je jiz zcela bézné dostupné stano-
veni sérovych hladin volnych lehkych fetézcl (VLR) se
vzajemnym vypoctem pomeéru obou fetézcl - tzv. kK/A
index, poskytujici informaci o mife klonalni produkce
VLR. Samotné stanoveni VLR byva pozitivni u 88 aZ
92 % nemocnych s AL a pti kombinaci s vy$e uvedenymi
standardnimi technikami detekce paraproteinu dochazi
k pozitivnimu zachytu MIg azZ u 98 % nemocnych s AL
(9-12). Nespornou vyhodou stanoveni VLR je pravé zisk
meéritelného parametru u velké ¢asti nemocnych s oli-
gosekre¢nim onemocnénim ¢i jen pouhou imunofixacni
pozitivitou, umoznujici pravidelné sledovani nemoc-
nych a hodnoceni efektu terapie. V nasem pripadé bylo
vyuZito pravidelného stanoveni sérovych hladin VLR
u 84 % nemocnych, v pfipadé zbyvajicich nemocnych
bylo uzito k hodnoceni efektu terapie pravidelné elek-
troforetické vySetfeni séra a stanoveni odpadu Bence-
-Jonesovy bilkoviny v moci. V soucasnosti plati revido-
vana IMWG (International Myeloma Working Group)
a ISA (International Society for Amyloidosis) kritéria,
kdy za méftitelné onemocnéni je pokladan stav s abso-
lutni hodnotou rozdilu dominantniho-alternativniho
VLR (AVLR) > 50 mg/1, pfi¢emZ dosaZeni parcidlni remise
odpovida > 50% redukci vstupnich hodnot, velmi dobra
parcialni remise je definovana jako absolutni hodnota
dVLR < 40 mg/1, a naopak progresi stavu definuje na-
rlist VLR 0 > 50 % (a to alespoti > 100 mg/1) - tabulka 1
(13-16). Kompletni remise je definovana jako negativni
imunofixacni elektroforéza séra i moci, absence klonal-
nich plazmocytl v kostni dfeni a normalizace hladin
VLR v€etné indexu k/A. Vzhledem k vySe uvedenému
je hodnoceni 1ééebné odpovédi pomoci stanoveni VLR
preferovano a pouze u nemocnych s absenci patologic-
kych hladin & velmi nizkymi hladinami VLR by se mélo
uzit klasického hodnoceni pomoci elektroforézy séra
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a/nebo moci. V pfipadé hodnoceni efektu terapie pak
VLR 1épe reflektuji dosazenou hematologickou odpovéd
nez stanoveni kompletnich molekul MIg a je znamo,
Ze redukce vstupnich hladin VLR o > 90 % piedstavuje
priznivy faktor pro dalsi vyvoj nemoci i pro nemocné,
u kterych nelze nebo neni mozné usilovat o dosazeni
kompletni hematologické remise, napt. pro vyrazné or-
ganové postizeni ¢i komorbidity (17). Sérové hladiny VLR
koreluji s tiZi a po¢tem postiZzenych organd, a stejné tak
koreluji s hladinami kardialnich ukazatel@ - troponint
a natriuretickych peptidd. Jsou uzivany jako prognos-
ticky faktor, a toiv kombinaci s dalsimi ukazateli, jako
jsou pravé srde¢ni enzymy a proteiny (18, 19).

ZAVER

Stanoveni sérovych hladin volnych lehkych fetézc
v soucasnosti predstavuje klicovy laboratorni parametr
nejen v diagnostice a sledovani pritbéhu onemocnént,
ale zejména v hodnoceni ii¢innosti podavané terapie.
Kombinace standardnich technik detekce MIg spolu se
stanovenim hladin VLR umozZiiuje monitorovani napro-
sté vétSiny nemocnych s AL amyloidézou. Vzhledem
k mnohdy obtizné interpretaci vysledkli vySetfeni je
tésnd spoluprace osetfujiciho 1ékafe a laboratornich
expertd nezbytna.
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Tab. 1 Kritéria pro hodnoceni hematologické l1é¢ebné odpovédi o nemocnych s AL amyloidézou.
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