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Uzytecznosc¢ testow Hevylite™

w diagnostyce i monitorowaniu szpiczaka
plazmocytowego i gammapatii monoklonalnej
o niezdefiniowanym znaczeniu.

Gammapatie monoklonalne to
grupa choréb, w ktorych zmienione
komorki plazmatyczne produkujg
nieprawidilowe biatka monoklonalne
(paraproteiny). Diagnostyka obej-
muje identyfikacje biatka oraz jego
oceng ilosciowa. Z uwagi na istotne
ograniczenia konwencjonalnych me-
tod diagnostycznych - elektroforezy
(SPE) i immunofiksacji (IFE) — coraz
czesciej w praktyce wykorzystywa-
na jest nowa technika — testy Hevy-
lite™, ktére umozliwiajg precyzyjne
oznaczenie stezenia kompletnych im-
munoglobulin poszczegélnych klas
z rozréznieniem na typy tancucha
lekkiego, a takze wyliczenie proporcji
stezen (HLCr) immunoglobuliny mo-
noklonalnej (iHLC) do poliklonalnej
tej samej klasy (uHLC). Wieksza czu-
tos¢ testow Hevylite™ w poréwnaniu
z tradycyjnymi badaniami wynika
z jednoczesnego oznaczania dwoéch
parametrow: stezenia monoklonalnej
immunoglobuliny oraz supresji izoty-
powo specyficznej uHLC. Testy He-
vylite™ sa szczegolnie istotne w de-
tekcji biatka monoklonalnego IgA,
utrudnionej w elektroforezie biatek
surowicy z powodu przemieszczania
sie paraproteiny w region 3 razem
z innymi biatkami osocza (gtéwnie
transferyng i biatkami komplemen-
tu). Najistotniejszym parametrem
jest HLCr niezalezny od czynnikéw
zaklécajacych (objetosci osoczal/he-
matokrytu, obiegu immunoglobulin).
Nieprawidiowy HLCr w momencie
klinicznej prezentacji szpiczaka pla-
zmocytowego (MM) stanowi o kroét-
szym czasie przezycia wolnego od
progresji, glownie w zwiazku z su-
presja izotypowo specyficzng, suge-
rujgca zajecie szpiku przez komorki
nowotworowe. Normalizacja HLCr to
dobry czynnik predykcyjny (nawet
w przypadku dodatniego wyniku IFE),
odzwierciedlajacy eradykacje nowo-
tworowych komoérek plazmatycznych

The monoclonal gammopathies
are a group of diseases characterised
by the proliferation of clonal plasma
cells to produce abnormal monoclonal
proteins (paraproteins). Diagnostics in-
cludes protein identification and quan-
tification. Due to the significant limita-
tions of the conventional diagnostic
methods (electrophoresis — SPE, im-
munofixation — IFE), a new technique
— Hevylite™ immunoassay - is used
to precisely separately quantify the
different light chain types of each im-
munoglobulin class and to calculate
ratios (HLCr) of monoclonal involved
(iHLC) Ig to polyclonal uninvolved
(uHLC) Ig concentrations. The high
sensitivity of Hevylite™ results from
the simultaneous determination of
two parameters: monoclonal immu-
noglobulin and HLC-pair suppression
(suppression of uHLC). Hevylite™
assay is of particular importance in
detection of IgA monoclonal protein
comigrating on electrophoresis with
normal serum proteins (transferrin or
complement) to the beta zone, mak-
ing impossible a reliable densito-
metric estimation. HLCr is the most
important parameter not affected by
interfering factors (changes in blood
volume, hematocrit, variable metabo-
lism of Ig). Abnormal HLCr at clinical
presentation of myeloma multiplex
(MM) is predictive for shorter progres-
sion-free survival, predominantly due
to the suppression of uHLC suggest-
ing bone marrow involvement. Nor-
mal HLCr predicts a good outcome, ir-
respective of IFE positivity, reflecting
eradication of tumour cells and recov-
ery of the normal plasma-cell popula-
tion. The conversion of a normal to
an abnormal HLCr indicates evolv-
ing relapse, weeks or months before
changes evident by conventional
methods. Hevylite™ is also used in
benign gammapathies. Monoclonal
gammapathy of undetermined signifi-
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i odbudowe prawidtowej populacji plazmocytow. Konwersja
prawidlowego HLCr do wartosci nieprawidlowych swiad-
czy o zblizajgcym sie nawrocie choroby (tygodnie-miesia-
ce przed nieprawidlowosciami obserwowanymi w trady-
cyjnych metodach diagnostycznych). Hevylite™ znajduje
zastosowanie takze w gammapatiach nienowotworowych.
Gammapatia monoklonalna o niezdefiniowanym znacze-
niu (MGUS) po wielu latach bezobjawowego przebiegu
moze przejs¢ w MM lub inng chorobe limfoproliferacyjna.
Rozszerzona stratyfikacja ryzyka progresji obejmuje su-
presje izotypowo specyficzng, ktorej wartos¢ predykcyjna
jest znacznie wieksza niz klasycznej immunoparezy (su-
presji produkcji wszystkich immunoglobulin poliklonal-
nych). Cho¢ na chwile obecng nie ma jasnych wytycznych
uwzgledniajgcych testy Hevylite™ w rutynowej diagnostyce
i monitorowaniu MM oraz MGUS, metoda ta prawdopodob-

cance (MGUS) may develop into MM or other lymphopro-
liferative diseases, even after many years of asymptom-
atic course. New risk-stratification model proposed in the
preliminary study includes HLC-pair suppression which
predictive value is significantly higher than classical im-
munoparesis (suppression of uninvolved, polyclonal im-
munoglobulins). Although Hevylite™ immunoassays have
not yet been incorporated into recommendations for diag-
nostics and monitoring of MM or MGUS, this method be-
comes more widely used in practice.

nie bedzie coraz czesciej wykorzystywana w praktyce.

Wstep

Szpiczak plazmocytowy (myeloma mul-
tiplex — MM) to trzeci co do czestosci no-
wotwér hematologiczny, stanowigcy 1-2%
wszystkich nowotworéw ztosliwych [1].
Nalezy do gammapatii monoklonalnych,
w ktérych nieprawidtowe komorki plazma-
tyczne produkujg biatko monoklonalne, co
prowadzi do manifestacji klinicznej choro-
by oraz powiktan narzgdowych [1,2]. Ob-
jawy sg niecharakterystyczne, dlatego wy-
krycie w surowicy biatka monoklonalnego,
ktore jest wysoce specyficznym markerem
szpiczaka, ma kluczowe znaczenie [3].
Diagnostyka obejmuje dwa kroki — identy-
fikacje biatka monoklonalnego (oznacze-
nie jakosciowe) oraz jego ocene ilosciowg
[1,4]. W tym celu wykorzystywane sg obec-
nie rozmaite metody laboratoryjne o bar-
dzo zréznicowanej czutosci i swoistosci.
Nalezg do nich: elektroforeza biatek suro-
wicy (ang. serum protein electrophoresis —
SPE) — zioty standard, elektroforeza biatek
moczu (ang. urine protein electrophoresis
— UPE), immunofiksacja (ang. immunofi-
xation electrophoresis — IFE), testy FLC
(ang. free light chain) [1,5]. Jednak mimo
znacznego ulepszenia wymienionych wy-
zej technik, precyzyjna ocena biatka mono-
klonalnego nadal sprawia trudnosci [4,6].

Charakterystyka Hevylite™

W ostatnim czasie coraz szerzej wy-
korzystywana jest nowa metoda diagno-
styczna — testy Hevylite™ — HLC (immuno-
globulin heavy/light chain immunoassays).
Stuzg one do okreslenia klonalnosci i ilo-
Sciowego oznaczenia immunoglobulin po-
szczegolnych klas z rozréznieniem na typy
tancucha lekkiego (IgGk, IgGA, IgAK, IgAA,
IgMK, IgMA) w zautomatyzowanej analizie
turbidymetrycznej lub nefelometrycznej,
wyznaczenia proporcji stezen (ang. heavy/
light chain ratio — HLCr) immunoglobuliny
monoklonalnej (ang. involved HLC —iHLC)
do poliklonalnej tej samej klasy (ang. uni-
nvolved HLC — uHLC) tj. IgGk/IgGA, IgAK/
IgAA, IgMk/IgMA oraz obliczenia réznicy
(dHLC) miedzy iHLC a uHLC (terminologia
Hevylite™ — (Tab. 1)). Wykorzystujg prze-
ciwciata poliklonalne rozpoznajgce epitopy
znajdujgce sie pomiedzy przylegtymi regio-
nami statymi ciezkich i lekkich tancuchow
[1,3,5,7] (Ryc. 1). Docelowe epitopy to tylko
niewielki fragment powierzchni immunoglo-
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buliny, wiec stworzenie przeciwciat, ktore
zapewnityby odpowiednio wysokg czuto$¢
testu, wydaje sie by¢ duzym wyzwaniem.
Wykorzystywane obecnie przeciwciata
poliklonalne sg produkowane na drodze
immunizacji owiec monoklonalnymi immu-
noglobulinami danej klasy zawierajgcymi
dany typ tancucha lekkiego, pozyskiwany-
mi na drodze elektroforezy zelowej w wa-
runkach denaturujgcych (ang. sodium
dodecyl sulfate polyacrylamide gel elec-
trophoresis — SDS-PAGE) i Western blott
Z moczu i osocza 0s6b z rozpoznanymi
gammapatiami monoklonalnymi [3]. Naj-
bardziej wymagajacy aspekt produkcji te-
stow Hevylite™ to zapewnienie odpowied-
niej swoistosci — po wyjsciowej immunizaciji
uzyskuje sie wysoce reaktywne surowice,
ktére musza przejs¢ proces oczyszczania
z przeciwciat reagujacych krzyzowo. Wa-
lidacja metody nastepuje poprzez wyko-
rzystanie probek kontrolnych i zestawienie
uzyskiwanych wynikbw z oznaczeniami
sumarycznego stezenia immunoglobuli-
ny danej klasy. Spéjnos¢ miedzy partiami
odczynnikow jest kluczowa ze wzgledu na
stosowanie testdow Hevylite™ w monito-
rowaniu przebiegu choroby w ciggu wielu
lat. Poliklonalne surowice wykorzystywane
do produkgciji testow HLC zawsze zawierajg
co najmniej 90% sktadnikow poprzedniej
partii reagentéw, co minimalizuje rézni-
ce, zapewniajac jednoczesnie mozliwosc
detekcji maksymalnej ilosci epitopow [3].

Tabela |
Terminologia Hevylite™.
Hevylite™ terminology.

Wartosci referencyjne dla poszczegdlnych
oznaczen panelu Hevylite™ po raz pierw-
szy ustanowit Bradwell i wsp. [5]. Obecnie
producent odczynnikéw zaleca albo ustale-
nie lokalnych wartosci referencyjnych, albo
walidacje juz istniejgcych. Na analizg¢ HLC

Rycina 1

Docelowe epitopy (na biato) dla przeciwciat HLC mig-
dzy przyleglymi regionami statymi ciezkiego i lekkie-
go faricucha immunoglobuliny. Dzigki uprzejmosci
The Binding Site®.

Target epitopes (in white) for HLC antibodies on the
constant regions between the heavy and light chains
of immunoglobulin molecule. Reprinted by permission
from The Binding Site®.

Wyrazenie Definicja i znaczenie Przyklad - pacjent z monoklonalnym IgGA

HLCr

wskaznik klonalnosci 1gGk/IgGh
(HLC ratio)

zaangazowany izotyp - produkowany przez

komorki szpiczaka e

(miara produkcji biatka monoklonalnego)

niezaangazowany izotyp-o tym samym
uHLC taficuchu ciezkim, a odmiennym taricuchu

lekkim wzgledem iHLC IgGx
(uninvolved HLC)

(miara produkgcji biatka poliklonalnego)

_ iHLC - uHLC 1gGh - IgGk

HLC pair supression

uHLC ponizej zakresu referencyjnego + L
(supresja izotypowo | nieprawidfowe HLCr niskie [gGc
specyficzna)

A. SuskaiA. Jurczyszyn



moga mie¢ wptyw: hemoglobina (znaczna
hemoliza), bilirubina (hiperbilirubinemia),
lipoproteiny (osocze lipemiczne) — maksy-
malne stezenia poszczegdlnych substancji
interferujgcych podane sg w specyfikacji
odczynnikéw. Co wazne, choroby nerek nie
wptywajg na wyniki HLC, poniewaz kom-
pletne immunoglobuliny nie sg usuwane
przez nerki [3]. Wyniki uzyskane w postaci
liczbowej mozna zestawi¢ z wczesniejszy-
mi i pdzniejszymi oznaczeniami, co utatwia
ocene przebiegu choroby [8,9].

Wieksza czulos¢ testéw Hevylite™
w poréwnaniu ze stosowanymi obecnie na
szerokg skale metodami konwencjonalny-
mi wynika z jednoczesnego oznaczania
dwéch parametrow — stezenia monoklonal-
nej immunoglobuliny produkowanej przez
komoérki szpiczaka oraz supresji izotypowo
specyficznej — zahamowania produkcji im-
munoglobuliny niemonoklonalnej tej samej
klasy (HLC-pair supression) [1,10].

Ograniczenia konwencjonalnych me-
tod diagnostycznych vs mozliwosci He-
vylite™

Ocena ilosciowa biatka monoklonal-
nego w SPE zalezy od wielu czynnikéw,
wsrod  ktérych najwazniejsze to: strefa
migracji, szeroko$¢ migracji, stezenie
bialka monoklonalnego oraz wielkosc¢ tta
poliklonalnego [7]. W zwigzku z tym do-
ktadny pomiar stezenia immunoglobuliny
monoklonalnej moze by¢ problematyczny
z kilku powodoéw. Pierwszym z nich jest
przemieszczanie sie IgA w region 8 razem
z innymi biatkami osocza (transferyna,
beta-lipoproteina, biatko C3 komplemen-
tu) [7,9,11,12]. Ta kwestia moze dotyczyc
nawet >40% monoklonalnego IgA [13]. Po-
nadto, monoklonalne biatko IgA moze dac¢
obraz szerokiego rozproszonego zespotu
lub kilku (2-3) pikow ze wzgledu na wyste-
powanie w postaci mieszaniny monome-
réw i oligomeréw [7,14], co sprawia trudno-
Sci w ocenie klonalnosci. W przypadkach
detekcji immunoglobuliny monoklonalnej
IgG, wystepujacej w SPE w postaci dys-
kretnego pasma, niewtasciwe wysycenie
barwnikiem moze prowadzi¢ do zanizenia
stezenia biatka monoklonalnego [15]. Oce-
na ilosciowa matych biatek monoklonal-
nych moze by¢ natomiast zaburzona przez
mocne poliklonalne tto [16]. Obserwuje sie
liniowg korelacje miedzy oznaczeniami
stezenia immunoglobuliny monoklonalnej
IgG i IgA w SPE i w testach Hevylite™, jed-
nakze w przypadku MM IgA stwierdza sie
lepszg korelacje iHLC z catkowitym steze-
niem IgA wyznaczonym w nefelometrii niz
z oznaczeniem w SPE, co wynika z trudno-
$ci zwigzanych z przemieszczaniem sig tej
paraproteiny [12].

Doktadne oznaczenie ilosciowe biatka
monoklonalnego, réznicowanie miedzy im-
munoglobuling monoklonalng a poliklonal-
nym ttem (zwtaszcza przy niskich stezeniach
biatka M), ocena supresji szpiku sg wazne
dla prognozy, wyboru terapii oraz oceny od-
powiedzi na leczenie. Wstepne wyniki ba-
dan naukowych nad uzytecznoscig testéw
HLC wskazujg, iz parametr HLCr moze byc¢
wykorzystany w screeningu [17], monito-
rowaniu i stratyfikacji ryzyka u pacjentéw
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ze szpiczakiem plazmocytowym [6,18,19],
amyloidozag AL [20], MGUS [21].

Prognoza w momencie diagnozy

Miedzynarodowa Klasyfikacja Pro-
gnostyczna Szpiczaka Plazmocytowego
(ang. International Staging System — ISS)
uwzglednia poziom  (2mikroglobuliny
i albuminy w surowicy [22]. W ostatnim
czasie wykazano, iz ekstremalnie wyso-
kie wartosci HLCr i podwyzszony poziom
B2mikroglobuliny to jedyne niezalezne
czynniki krotszego przezycia wolnego od
progresiji (ang. progression free survival —
PFS), nie uzyskano natomiast istotnosci
statystycznej dla albumin, FLCr, niepra-
widtowosci cytogenetycznych. W analizie
regresji wielu zmiennych HLCr okazat sie
najwazniejszym czynnikiem predykcyj-
nym przebiegu choroby. Nieprawidtowy
HLCr w momencie klinicznej prezentac;ji
Swiadczy o krotszym czasie PFS, gtdwnie
w zwigzku z supresjg izotypowo specyficz-
ng immunoglobuliny tej samej klasy o od-
miennym fancuchu lekkim (uHLC) [3,10].
Wigkszg istotno$¢ statystyczng obserwo-
wano, gdy HLCr byt wysoce nieprawidto-
wy [9,10]. Supresja tego samego izotypu
poliklonalnej immunoglobuliny sugeruje
zajecie szpiku przez komorki nowotwo-
rowe szpiczaka. Dzigki temu, iz znajduje
ona swoje odzwierciedlenie w nieprawi-
dtowym wyniku HLCr, mozna stwierdzic¢
obecno$¢ biatka monoklonalnego, nawet
gdy poszczegdlne oznaczenia HLC po-
zostajg w zakresie normy [5]. Obserwuje
sie, iz pacjenci z wyzszym stezeniem biaf-
ka monoklonalnego (iHLC) zwykle majg
nizsze stezenie biatka niemonoklonalne-
go (UuHLC). Ta ujemna korelacja ma zna-
czenie zwtaszcza u pacjentéw z MM IgG,
u ktérych mocne tto poliklonalne utrudnia
diagnostyke [23]. Jednak w poréwnaniu
z UHLC parametr HLCr ma wiekszg war-
tos¢ prognostyczng, poniewaz pozostaje
niezaburzony przez czynniki wptywajgce
na stezenie biatka monoklonalnego czy
immunoglobulin niemonoklonalnych w su-
rowicy. Do czynnikéw tych nalezg m.in.
zmiany hematokrytu/objetosci osocza (ste-
zenie immunoglobulin moze ulec zmianie
nawet ponad 50% niezaleznie od nasilenia
produkcji biatka monoklonalnego przez ko-
morki nowotworowe), obieg immunoglobu-
lin (wychwyt receptorowy zalezny od ste-
zenia — dotyczy IgG oraz IgA) [5,10,24-26].
Zatem sama zmiana stezenia immunoglo-
buliny monokloninej nie musi $wiadczy¢
0 zmianie produkcji immunoglobuliny przez
komorki nowotworowe, w zwigzku z czym
wyjsciowe stezenie biatka monoklonalnego
nie ma wartosci prognostycznej [27]. Szpi-
czaka plazmocytowego IgA i IgM cechuje
wieksza produkcja biatka monoklonalnego
0 krotszym okresie poéttrwania niz w szpi-
czaku IgG, przez co dochodzi do bardziej
nasilonej supresji produkcji immunoglo-
buliny poliklonalnej. Przektada sie to na
wieksze nieprawidiowosci w zakresie
HLCr (przy jednakowych stezeniach bia-
tek monoklonalnych IgA/IgM/IgG) i na
wiekszg czutos¢ testow HLC w ocenie ilo-
Sciowej biatka monoklonalnego IgA i IgM
niz IgG [5].

Monitorowanie choroby

W zwigzku z wprowadzeniem wielole-
kowej terapii, zwtaszcza w skojarzeniu z au-
tologicznym przeszczepieniem komorek
macierzystych (ang. autologous stem-cell
transplantation — ASCT), konsolidacjg oraz
przediuzonym leczeniem podtrzymujgcym,
nawet 50% pacjentdow osiggato remisje
catkowitg tradycyjnie definiowang (ocena
stezenia biatka monoklonalnego w surowicy
i moczu za pomocg elektroforezy lub/i im-
munofiksacji) [28-31]. Jednakze mimo to
zwykle dochodzito do nawrotu choroby, co
wskazywato na stale obecng chorobe, ktérej
nie wykrywano rekomendowanymi dotych-
czas narzedziami diagnostycznymi. Zaist-
niata wiec potrzeba wykorzystania nowych
technik pozwalajgcych na wykrycie minimal-
nej choroby resztkowej poza obecnie uzna-
wanymi kryteriami odpowiedzi.

W wigkszosci przypadkéw odpowiedz
na leczenie oceniana metodg Hevylite™ po-
krywa sie z wynikami oznaczen metodami
konwencjonalnymi (SPE, IFE, oznaczenie
catkowitego stezenia immunoglobulin w da-
nych klasach metodg nefelometrii). Niekiedy
jednak analiza HLC dostarcza dodatkowe;j
czutosci. Testy te bowiem oprocz informacii
o pozostatych wydzielajgcych klonach ko-
morek plazmatycznych dostarczajg istotng
wiedze o stanie uktadu immunologicznego
(normalizacja HLCr sugeruje dokfadniejszg
eradykacje klonu i odtworzenie populacji
prawidtowych komérek plazmatycznych, co
Swiadczy o braku negatywnego wptywu za-
stosowanego leczenia na status immunolo-
giczny) [1]. W dostepnej literaturze [9,32,33]
opisywano przypadki prawidtowego HLCr
u osob z bardzo dobrg czesciowg remisjg
(ang. very good partial response — VGPR)
lub prawie catkowita remisjg (ang. near
complete response — nCR). Rozbieznosci
miedzy HLC a IFE mogg wynika¢ z odbu-
dowy puli immunoglobulin poliklonalnych,
majgcej swoje odzwierciedlenie w normali-
zacji HLCr, mimo obecnos$ci immunoglobu-
liny monoklonalnej w niewielkim stezeniu.
Obserwowana normalizacja HLCr to dobry
czynnik predykcyjny, nawet przy dodatnim
wyniku IFE — w przypadku szpiczaka IgG
niewielkie ilosci immunoglobuliny monoklo-
nalnej mogg by¢ obecne nawet po zwal-
czeniu komorek szpiczaka ze wzgledu na
wydtuzony okres pottrwania zwigzany z ob-
rotem z wykorzystaniem receptoréow FcRn.
Woéwczas wynik IFE moze byé dodatni,
a HLCr pozostaje w normie. HLCr nie zale-
zy bowiem od obrotu immunoglobulin, dlate-
go tez wykazuje wieksza niz IFE zgodnos$¢
z wynikami cytometrii przeptywowej [34].
Jednakze, by mozliwe bylo sformutowa-
nie ostatecznych wnioskéw na temat HLC,
nalezy zgromadzi¢ wiekszg ilos¢ danych —
zwilaszcza w grupie pacjentow, ktérzy osig-
gneli remisje catkowita.

Ewolucja klonalna

Kolejnym aspektem waznym z punktu
widzenia przebiegu szpiczaka plazmocy-
towego jest ewolucja klonalna. Wyjsciowy
klon moze pozostac jako jedyny, ale praw-
dopodobnie czesciej dochodzi do powsta-
nia subklonéw produkujgcych odmienne
niz poczgtkowo biatka monoklonalne [35].
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Nowe subklony mogg produkowaé tancu-
chy lekkie lub kompletne immunoglobuliny,
dlatego testy HLC (obok FLC) stanowig
zrodto dodatkowych informacji o zmianie
klonalnej.

Ponizej przedstawiono najwazniejsze po-
tencjalne zastosowania testéw Hevylite™.

Gammapatia monoklonalna o nie-
zdefiniowanym znaczeniu

Gammapatia monoklonalna o niezde-
finiowanym znaczeniu (ang. monoclonal
gammapathy of undetermined significan-
ce — MGUS) stanowi ok. 50% wszystkich
dyskrazji plazmocytowych. Po wielu latach
bezobjawowego przebiegu moze przejsc
w MM lub inng chorobe limfoproliferacyjng
[36-40]. Ryzyko progresji wynosi ok. 1%/rok
[41]. Wyrdznienie pacjentow ze zwigkszo-
nym ryzykiem progresji MGUS do szpicza-
ka plazmocytowego w momencie stawiania
diagnozy jest trudne. R6znicowanie MM ze
stanami prekursorowymi opiera sie¢ na ma-
nifestacji uszkodzenia narzaddéw, a nie na
wynikach laboratoryjnych czy histopatolo-
gii [2] Typowo pacjenci z MGUS udajg sie
do hematologébw w obliczu narastajgcego
stezenia biatka M w elektroforezie, kiedy
cechy kliniczne charakterystyczne dla MM
(np. niedokrwistos¢, hiperkalcemia, bol
kostny, zmiany lityczne w ukfadzie kostnym
w badaniach obrazowych, uszkodzenie
nerek) sg juz obserwowane. Takie moni-
torowanie choroby nie pozwala na identy-
fikacje pacjentéw obarczonych wyjsciowo
najwiekszym ryzykiem progresji, a co za
tym idzie — nie jest mozliwa optymalizacja
badan kontrolnych [42].

Podstawowa stratyfikacja ryzyka re-
komendowana u wszystkich pacjentéw
z MGUS opiera sie na 3 czynnikach —
stosunku stezen tancuchow lekkich «/A
(nieprawidtowy FLCr), wielkosci piku M
w SPE (stezenie biatka monoklonalnego
w surowicy 215 g/L) oraz rodzaju tancucha
ciezkiego w biatku monoklonalnym (typ IgA

lub IgM) [43]. Rozszerzona stratyfikacja
ryzyka, zaproponowana przez Katzmanna
i wsp. [44], obejmuje nowy biomarker — su-
presje immunoglobuliny niemonoklonalnej
UHLC (Tab. Il). Im silniej wyrazona supre-
sja, tym wieksze ryzyko progresji. W jednej
z prac prezentowanych na zjezdzie Ame-
rykanskiego Towarzystwa Hematologicz-
nego w 2016 roku wykazano, iz supresja
immunoglobuliny niemonoklonalnej >50%
jest czynnikiem prognostycznym progresji
MGUS o znacznie wigkszej wartosci pre-
dykcyjnej niz klasyczna immunopareza
(supresja immunoglobulin klas odmien-
nych od klasy biatka monoklonalnego)
[45]. Dowiedziono, iz w przypadku MGUS
IgG nieprawidtowosci dotyczg w wiekszym
stopniu supresji izotypowo specyficznej
niz immunoparezy, natomiast w MGUS
IgA supresja izotypowo specyficzna byta
obserwowana na podobnym poziomie
jak immunopareza w grupie pacjentéw ze
zwiekszonym ryzykiem progresji [21]. Co
wiecej, niektére badania wskazuja, ze im-
munopareza w ogole nie stanowi czynnika
prognostycznego progresji MGUS [2,46].

Testy Hevylite™ umozliwiajg doktadne
oznaczenie ilosciowe poszczegdlnych izoty-
péw immunoglobulin, przez co mozliwe jest
wykazanie supresji immunoglobuliny uHLC
np. supresja IgGA u pacjenta z MGUS IgGk.
W analizie regresji wielu zmiennych supre-
sja ta stanowi czynnik ryzyka progres;ji
MGUS do MM, niezaleznie od stezenia biat-
ka M w SPE, typu tancucha ciezkiego czy
wyniku FLCr [44]. Opisana wyzej supresja
biatka niemonoklonalnego pojawia sie wiele
lat (srednio 10 lat) przed manifestacjg kli-
niczng i progresjg MGUS do MM. Co cieka-
we, rézne klony wykazujg rézny potencjat
supresji produkcji immunoglobuliny niemo-
noklonalnej — klony plazmocytéw produku-
jace biatko monoklonalne 1gG powodujg
znacznie silniejszg selektywng supresje
produkcji niemonoklonalnej IgG niz supre-
sje produkcji IgA czy IgM [42,44].

Tabela ll

Supresja izotypowo specyficzna jako niezalezny
czynnik ryzyka progresji MGUS do MM. Zrédto:
Katzmann Leukemia 2013;27:208-212. Dzigki uprzej-
mosci The Binding Site®.

HLC-pair supression as an independent risk factor
for progression. Adapted from: Katzmann Leukemia
2013;27:208-212. Reprinted by permission from The
Binding Site®.

Czynnik ryzyka Haz?rd P-value
Ratio
1. Stezenie biatka
23 <0.001
monoklonalnego >15 g/L
2. Izotyp IgA i IgM 2.7 <0.001
3. Nieprawidtowa wartos$¢
2.0 0.007
FLCr
4.5 jai
upr"es;a izotypowo g 6
specyficzna
Dotychczasowe badania naukowe

dowodzg, ze testy Freelite™ i Hevylite™
tacznie zastosowane w momencie diagno-
zy pozwalajg na optymalng ocene ryzyka
u pacjentéw z MGUS [42]. Supresja uHLC
stanowi niezalezny czynnik ryzyka progre-
sji MGUS do MM [42,44]. Nalezy jeszcze
zbadac, czy parametr ten moze by¢ wyko-
rzystywany jako wczesny czynnik predyk-
cyjny rozwoju szpiczaka.

Choroba resztkowa

Ocena choroby resztkowej (ang. mi-
nimal residual disease — MRD) stanowi
istotny biomarker ryzyka nawrotu choroby.
Wprowadzenie nowoczesnych metod le-
czenia chorych na szpiczaka plazmocyto-
wego (zwtaszcza wysokodawkowanej che-
mioterapii wspomaganej ASCT) wigze sig
z koniecznoscig poszukiwania udoskona-
lonych technik monitorowania choroby, bo-
wiem okreslenie catkowitej remisji MM kla-
sycznymi metodami jest niewystarczajgce

SPE

IFE

Hewylite negative negative negative
IgAK 18.53 5.20 2.39 1.50 1.77 0.67 0.53 0.90
IgAN 0.02 0.08 0.17 0.23 0.36 0.30 0.31 0.52
IgAx/

IgAA 805.7 61.9 14.06 6.52 4.92 2.23 171 1.73

Rycina 2

Rola Hevylite™ w wykrywaniu choroby resztkowej. Zrodto: Ludwig Leukemia 2013; 27: 213-219. Dzigki uprzejmosci Macmillan Publishers Ltd: Leukemia © 2013.
Hevylite™ in detection of minimal residual disease. Adapted from: Ludwig Leukemia 2013;27:213-9. Reprinted by permission from Macmillan Publishers Ltd: Leukemia © 2013.
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ze wzgledu na ich zbyt matg czuto$é. Prog
wykrywalnosci komoérek nowotworowych
za pomocy technik cytomorfologicznych
wynosi 15%. W przypadku leczenia prze-
szczepianiem autologicznych komérek ma-
cierzystych (ASCT) istotne jest okreslenie
stopnia zanieczyszczenia materiatu prze-
szczepowego komdrkami nowotworowymi.
Pozadana czuto$¢ technik oceniajgcych
MRD wynosi co najmniej 10 komoérek
(1 komorka nowotworowa na 1000 pra-
widtowych) [47]. Obecnie najczesciej do
oceny MRD stosuje sie fenotypowanie
komorek za pomocg cytometrii przeptywo-
wej (ang. multiparameter flow cytometry
— MFC) oraz PCR w oparciu o oligonukle-
otydy allelo-specyficzne (ang. allele-specific
oligonucleotide — (ASO-qPCR)), a takze se-
kwencjonowanie nowej generacji (sekwen-
cji VDJ), co przyczynia sie do poprawy de-
tekcji komorek szpiczakowych [48-52].

W jednej z prac przedstawionych na
Zjezdzie Amerykanskiego Towarzystwa
Hematologicznego w 2016 roku wykazano
po raz pierwszy, iz normalizacja zaréwno
HLCr jak i FLCr stanowi uzyteczny marker
zastepczy negatywnego wyniku cytometrii
przeptywowej [53]. Jednakze z uwagi na
matg prébe badawczg oceniang w niniej-
szej pracy, potrzebne sg dalsze badania.
Dotychczas przeprowadzone badania
wskazujg, iz dzieki wysokiej czutosci te-
sty Hevylite™ pozwalajg wykry¢ chorobe
resztkowg w przypadkach sklasyfikowa-
nych na podstawie konwencjonalnych te-
stow (SPE, nefelometria, IFE) jako remisja
catkowita (ang. complete response — CR)
[9] (Ryc. 2), natomiast negatywny wynik
oceny MRD wg. kryteriow IMWG w pota-
czeniu z prawidtowym stosunkiem HLCr
stanowi ztozony punkt koncowy odzwier-
ciedlajgcy eradykacje nowotworowych ko-
morek plazmatycznych i odbudowe prawi-
dtowej populacji plazmocytow do aktualnie
dostepnego poziomu detekcji [54].

Bradwell i wsp. [5] wykazali, ze nie-
kiedy HLC jest mniej czute niz IFE i SPE.
Autorzy ttumaczg jednak, iz niskie stezenie
biatka monoklonalnego wykryte metodami
konwencjonalnymi przy prawidtowym wyni-
ku HLCr i FLCr $wiadczy prawdopodobnie
o niskim ryzyku klinicznym. Niezaleznie
od dodatniego wyniku IFE, HLCr w zakre-
sie normy to czynnik predykcyjny dobrej
odpowiedzi na leczenie (spadek biatka
monoklonalnego przy wzroscie stezenia
poliklonalnej immunoglobuliny). Natomiast
konwersja prawidtowego HLCr do wartosci
nieprawidtowych to czynnik prognostyczny
zblizajgcego sie nawrotu choroby (tygo-
dnie-miesigce przed nieprawidtowosciami
obserwowanymi w tradycyjnych metodach
diagnostycznych) [5,9]. Dzieki testom He-
vylite™ mozliwe jest zatem wczesne wy-
krycie nawrotu choroby i $ledzenie odpo-
wiedzi na leczenie (niszczenie komoérek
nowotworowych vs toksyczny wplyw na
komorki nienowotworowe/odbudowa popu-
lacji komérek nienowotworowych) [5].

Szpiczak plazmocytowy IgA

Pacjenci chorujgcy na szpiczaka pla-
zmocytowego IgA (21-25% gamapatii mo-
noklonalnych) [1] majg krétsze przezycia

Przeglad Lekarski 2017 /74 /12
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Ograniczenia elektroforezy. Na podstawie: Avet Loiseau Hematology Reports 2010; 2: G72a; Boyle Blood
2012; 120: 3970a; Damoiseaux NVVI 2012; Ludwig Leukemia 2013; 27: 213-219. Dzieki uprzejmosci The

Binding Site®.

Limitations of electrophoresis. Adapted from: Avet Loiseau Hematology Reports 2010;2:G72a; Boyle Blood
2012;120:3970a; Damoiseaux NVVI 2012; Ludwig Leukemia 2013; 27: 213-219. Reprinted by permission from The

Binding Site®.

niz w przypadku szpiczaka 1gG [22]. Na-
dziejg na ulepszenie postepowania z tymi
pacjentami jest poprawa doktadnosci ozna-
czen immunoglobuliny monoklonalnej IgA,
ktorej detekcja metodami tradycyjnymi wig-
ze sig¢ z wieloma ograniczeniami. W SPE
biatko monoklonalne IgA wykazuje podob-
ng ruchliwosé elektroforetyczng (migracja
w region B) jak inne biatka wystepujgce
fizjologicznie w surowicy (m.in. transfery-
na, biatko C3 komplementu), w zwigzku
z czym obraz SPE moze by¢ mniej czytelny
— zwlaszcza przy niskich stezeniach biatka
monoklonalnego [12,15]. Badania nauko-
we [9,13] wskazujg, ze nawet ponad 40%
monoklonalnych immunoglobulin IgA nie
jest mierzalne za pomocg SPE (Ryc. 3.).
Jako uzupetnienie SPE zaleca sig¢ ozna-
czenie catkowitego stezenia IgA metodg
nefelometryczng [55]. Na uwadze jednak
nalezy mie¢ fakt, iz pomiar catkowitego
stezenia IgA nie dostarcza informacji na te-
mat klonalnosci biatka. Woéwczas jako me-
tode jakosciowg nalezy zastosowac IFE.
Niektére laboratoria stosujg zasade, ze
przy stezeniu biatek migrujgcych w region
B <20 g¢/L, nie jest mozliwe jednoznaczne
oznaczenie biatka monoklonalnego z tego
regionu w SPE i nalezy postuzy¢ sie IFE.
Przyjmujgc takg strategie, IFE bytoby wy-
konywane az w 95% przypadkéw MM IgA
w ocenie odpowiedzi na zastosowane le-
czenie [12]. Monitorowanie pacjentow ze
szpiczakiem plazmocytowym IgA z uzy-
ciem metod konwencjonalnych wymaga
zatem kombinac;ji trzech technik (SPE, IFE
i oznaczenia catkowitego IgA w nefelome-
trii) [7,54].

Katzmann i wsp. wykazali, iz testy
Hevylite™, pozwalajgce na technicznie
proste, doktadne oznaczenie ilosciowe,
stanowig cenne narzedzie, mogace zasta-
pi¢ powyzszy panel badan [12]. W testach
tych uzyskuje sie niezalezne wyniki stezen
IgAK i IgAA. Klonalno$¢ oceniana jest za
pomocg parametru HLCr. Testy Hevylite™
IgA sg bardziej czute niz SPE i dostarczajg
powtarzalnych wynikéw w zakresie oceny
stezenia immunoglobuliny monoklonalnej

i niemonoklonalnej [7]. Najwigksze znacze-
nie majg w przypadku przemieszczania sie
biatka monoklonalnego IgA z biatkami oso-
cza w SPE, uniemozliwiajgcego wtasciwg
detekcje w pomiarach densytometrycznych
[7]. Z tego wzgledu cho¢ na chwile obec-
ng nie ma jasnych wytycznych uwzgled-
niajagcych testy Hevylite™ w rutynowej
diagnostyce i monitorowaniu szpiczaka
prawdopodobnie bedzie coraz czesciej
wykorzystywane. Kompleksowe bada-
nia naukowe nad uzyciem Hevylite™ IgA
w warunkach laboratoriow klinicznych po-
twierdzity zadowalajgca stabilno$¢, zmien-
nos¢ wewnetrz- i miedzyseryjna, liniowosc¢
i doktadnos¢ metody [13].

Evans i wsp. przeprowadzili badanie
majgce na celu walidacje testow Hevylite™
w ocenie odpowiedzi na leczenie [11]. Su-
maryczne stezenie izotypow IgA oznaczo-
nych metodg HLC koreluje z catkowitym
stezeniem immunoglobuliny tej klasy ozna-
czonej metodg nefelometryczng [7,13].
Nieprawidtowy stosunek HLCr obserwowa-
ny jest w momencie diagnozy u ok. 97%
pacjentéw ze szpiczakiem IgA [12,13].
W razie progresji choroby obserwuje sie
rosngce stezenie biatka monoklonalnego
i spadek niemonoklonalnej immunoglobu-
liny, co ma przetozenie na nieprawidtowy
wynik HLCr, stanowigcy czynnik predykcyj-
ny krétszego przezycia wolnego od progre-
sji [10]. Konwersja prawidtowego HLCr do
wartosci nieprawidtowych $swiadczy o zbli-
zajgcym sie nawrocie choroby [7].

Testy HLC powinny by¢ wziete pod
uwage w monitorowaniu wszystkich pa-
cjentéw z biatkiem monoklonalnym IgA
[11]. Wynik oznaczenia jest prosty do inter-
pretacji, a analiza ilosciowa biatka mono-
klonalnego jest powtarzalna, precyzyjna-
nawet w przypadkach niskiego stezenia
(<10 g/L) immunoglobuliny monoklonalnej,
dzieki czemu nie zachodzi koniecznos$¢
przeprowadzania dodatkowych badan la-
boratoryjnych [7,11].

Cho¢ ostatnie odkrycia w zakresie
diagnostyki szpiczaka plazmocytowego
i przypuszczalne mechanizmy lezgce u ich
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podstaw sa fascynujace z punktu widzenia
biologii choroby, potrzeba wiecej danych
przed ostatecznym wdrozeniem nowych
metod do codziennego uzytku klinicznego.
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