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Utilita del saggio Hevylite nella gestione clinica di una paziente affetta da
amiloidosi AL con gammopatia biclonale
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ABSTRACT

Usefulness of the Hevylite assay in the management of a patient with AL amyloidosis and biclonal
gammopathy. Patients with AL amyloidosis often have small monoclonal components (MCs) difficult to quantify by
densitometry. IgA are the most problematic, due to anodic migration and possible masking under proteins migrating
in B zone. We evaluated the usefulness of the Hevylite assay (Binding Site, Birmingham UK), at diagnosis and during
follow-up, in a patient with AL amyloidosis and biclonal gammopathy. At diagnosis serum immunofixation identified an
IgG\ and an IgAXL band (the last one not reliably quantifiable in capillary electrophoresis). The k serum free light chain
(FLC) concentration was 4,94 mg/L and A 26 mg/L (k/A ratio 0,19). The Hevylite test showed both IgGA and IgAL
above the reference limits, with abnormal /A ratios. After treatment, a 27% decrease in IgGA and a 56% decrease
in IgAL concentration were documented by Hevylite, which was the only mean to quantify the monoclonal
components in this patient.

CASO CLINICO

Il caso descritto riguarda una donna di 50 anni, con
componente monoclonale (CM) di tipo IgAL nota da 9
anni, inviata in valutazione presso il Centro Amiloidosi
del Policlinico San Matteo di Pavia in seguito alla
comparsa di edemi declivi.

In occasione della prima visita, la ricerca di sostanza
amiloide su aspirato di grasso periombelicale ha dato
esito positivo; i depositi sono stati tipizzati come catene
leggere A in immunoistochimica ultrastrutturale.

La proteinuria € risultata 0,28 g/24 ore (v.r.: <0,15), il
rapporto albumina/creatinina nelle urine 121 mg/g (v.r.:
<30), la creatinina sierica 1,70 mg/dL (v.r.. <1,02), la
fosfatasi alcalina 104 U/L (v.r.. <150), la alanina
aminotransferasi (ALT) 28 U/L (v.r.: <34).

La concentrazione sierica del peptide natriuretico di
tipo B (BNP) e la troponina | (cTNI) erano
rispettivamente 1583 ng/L (v.r.: <100) e 0,342 ng/mL
(v.r.: <0,040), mentre per il frammento N-terminale del
BNP (NT-proBNP) & risultata 18.753 ng/L (v.r.: <334).
Allecocardiografia € stato documentato un quadro di
amiloidosi cardiaca.

L’elettroforesi con immunofissazione su gel
d’agarosio preparato in laboratorio ad alta risoluzione
(HR-IFE) eseguita su siero ha identificato due CM, una
IgGA in zona y e una IgAX in B2 (Figura 1, pannello A).
All'elettroforesi capillare del siero (Sebia, Italia)
entrambe le componenti erano visibili (Figura 1,
pannello B), ma non é stato possibile quantificare la CM
di tipo IgA, a causa della sua co-migrazione con altre
proteine presenti in zona 2. E’ stato invece possibile
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Figura 1

Immunofissazione sierica ed elettroforesi capillare eseguite alla diagnosi (pannello A e B) e dopo terapia (pannello C e D). Le due
componenti monoclonali IgGA e IgAJ, indicate dalle frecce, sono chiaramente tipizzate (A) e ben visibili alla elettroforesi capillare
(B); la IgGX in zona y é quantificabile (6,1 g/L), mentre la IgAX in zona B2 non e distinguibile dalle altre proteine.

Dopo terapia, le due componenti monoclonali sono ancora visibili sia alla immunofissazione (C) che al tracciato in elettroforesi capil-
lare (D) ma in concentrazione ridotta. Solo la componente monoclonale IgGA e misurabile (4 g/L).

Tabella 1

Valori di FLC (saggio Freelite) e HLC (saggio Hevylite), ottenuti alla diagnosi e dopo terapia

Saggio Freelite

Saggio Hevylite

Alla diagnosi  Dopo terapia i.r.
FLC k mg/L 4,94 9,37 3,30-19,40
FLC A mg/L 26,00 21,80 5,71-26,30
Rapporto /A 0,19 0,43 0,26-1,65

Alla diagnosi

Dopo terapia

ir.

19G « g/L 1,98 2,15 4,3-10,8
1gG 2 g/L 7,49 5,46 1,7-53
IgG «/lgG A 0,26 0,39 1,3-3,7
IgA k g/L 0,19 0,34 0,5-2,6
IgA % g/L 8,45 3,74 0,3-1,8
IgAx/IgA2. 0,02 0,09 0,7-2,2
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Alla diagnosi il rapporto k/A € inferiore all'intervallo di riferimento, con concentrazioni di FLC nella norma; i rapporti IgGk/IgGA e
19AK/IgA sono inferiori all’intervallo di riferimento e le concentrazioni di IgGA e IgAL sono elevate. Il saggio Hevylite quantifica la

CM IgAA, non quantificabile all’elettroforesi sierica.

Dopo terapia si osserva la normalizzazione del rapporto k/\ e una sensibile diminuzione delle concentrazioni di IgGA e IgAL (27%
e 56% rispettivamente). Il saggio Hevylite consente di determinare la risposta ematologica.

quantificare la CM in zona v, per proporzione diretta con
la concentrazione delle proteine totali dopo
delimitazione del picco monoclonale nel tracciato
elettroforetico (6,1 g/L).

La concentrazione delle catene leggere libere
circolanti (FLC), determinata con il saggio Freelite
(Binding Site, Birmingham UK), ha evidenziato un
rapporto x/A diminuito (0,19; i.r.: 0,26-1,65, Tabella 1) ed
e stata calcolata una differenza tra catena leggera
coinvolta e non coinvolta (dFLC) pari a 21,06 mg/L,
pertanto la malattia non era classificabile come
misurabile mediante quantificazione delle FLC (1).

Il saggio Hevylite (Binding Site, Birmingham UK) ha
misurato concentrazioni elevate di IgGL e IgA\k, con
rapporti IgGk/IgG) e IgAk/IgAL alterati (Tabella 1). E
stata posta diagnosi di amiloidosi AL ad interessamento
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cardiaco ed € stata suggerita una chemioterapia. Al
termine dei primi due cicli, 'NT-proBNP e il BNP sono
diminuiti passando a 11.072 ng/L e 744 ng/L
rispettivamente, in concomitanza con un miglioramento
dello scompenso cardiaco. Sia all’elettroforesi capillare
sia al’HR-IFE eseguite su siero le due CM, IgGA e IgAA,
sono risultate ancora visibili ma ridotte in
concentrazione (Figura 1, pannello C e D); anche in
questo caso solo la CM IgGA in zona y era quantificabile
e pari a 4 g/L. La concentrazione delle FLC nel siero
persisteva nell’intervallo di riferimento (Tabella 1), con
normalizzazione del rapporto /A (0,43) e dFLC 12,43
mg/L. 1l saggio Hevylite ha documentato una
diminuzione del 27% del valore di IgGL e del 56% della
concentrazione di IgAL (Tabella 1).

La riduzione di IgGA e di IgAX indicava una risposta
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ematologica al trattamento e concordava col
miglioramento della disfunzione cardiaca, rilevato dalla
riduzione dei marcatori cardiaci e dalla risoluzione dei
sintomi di scompenso cardiaco.

DISCUSSIONE

Le amiloidosi sono patologie da alterata
conformazione proteica, in cui proteine autologhe
aggregano e formano fibrille insolubili, che si
depositano in tessuti bersaglio causando un danno
d’organo funzionale e strutturale (2). Nell’'amiloidosi AL,
la forma di amiloidosi sistemica piu comune nei paesi
occidentali, le fibrille sono costituite da FLC, prodotte da
un clone plasmacellulare midollare, solitamente di
piccole dimensioni (3). La presentazione clinica &
polimorfa e diversi organi possono essere coinvolti:
cuore, rene, fegato, apparato gastrointestinale, sistema
nervoso periferico, tessuti molli.

La CM nei pazienti con amiloidosi AL & spesso di
piccole dimensioni (3) e la sua individuazione richiede
'uso di una combinazione di tecniche ad elevata
sensibilita. L'approccio attuale consiste nell’'uso
combinato di elettroforesi e immunofissazione sierica e
urinaria e quantificazione di FLC (4). Nel 47% dei
pazienti con amiloidosi AL, € presente una CM completa
(5); tuttavia, essa €& spesso non misurabile
all’elettroforesi del siero precludendo la possibilita di
una valutazione quantitativa nel tempo ed in relazione al
trattamento. Le piccole dimensioni della CM, associate
alle alterazioni delle gamma-globuline frequentemente
osservate in questi pazienti (per esempio,
ipogammaglobulinemia in  conseguenza della
soppressione midollare o di sindrome nefrosica), si
traducono anche nel fatto che la tradizionale
quantificazione nefelometrica delle immunoglobuline &
spesso poco informativa.

Recentemente & stato sviluppato un nuovo metodo,
il saggio nefelometrico Hevylite, che permette la
quantificazione nel siero dei differenti isotipi di catena
leggera di ciascuna classe immunoglobulinica (IgGk,
IgGA, IgAk, IgAL, IgMk, IgML). Questo saggio utilizza
anticorpi policlonali prodotti in pecora, che sono rivolti
contro epitopi giunzionali unici tra le regioni costanti
della catena pesante e della catena leggera. Le
molecole sono misurate in coppia (e.g. IgGx/IgGL) per
produrre un rapporto (HLC) che definisce la
concentrazione di immunoglobuline monoclonali
coinvolte rispetto alle immunoglobuline policlonali non
coinvolte (6).

Studi preliminari indicano che questo metodo pud
essere utile quando la CM non ¢ facilmente misurabile
con i metodi attualmente disponibili (7, 8); cid accade
principalmente quando la CM & di tipo IgA: la sua
caratteristica migrazione anodica e quindi la sua
possibile sovrapposizione ad altre proteine migranti in
zona 3 possono impedirne una corretta quantificazione
(9). Inoltre, rispetto alla HR-IFE, il vantaggio del saggio
Hevylite & la produzione di un valore numerico, che
consente la quantificazione della CM. Questo potrebbe

tradursi in un miglioramento nella gestione dei pazienti
con gammopatia monoclonale, in particolare in
presenza di CM problematiche, come nel caso
dell’amiloidosi AL, relativamente alla diagnosi, al
monitoraggio, al trattamento, e nella valutazione della
ripresa di malattia.

Il caso descritto rappresenta una delle possibili
situazioni in cui il saggio Hevylite pud essere utile nella
pratica quotidiana. In questa paziente con gammopatia
biclonale, I'esame ha permesso di monitorare
quantitativamente entrambe le CM, inclusa quella IgA,
non misurabile in elettroforesi e la cui riduzione correla
con il risultato dell’elettroforesi e HR-IFE.

Il saggio Hevylite rappresenta un arricchimento delle
tecniche attualmente in uso nella pratica clinica (10); il
suo vantaggio consiste nella capacita di fornire un dato
quantitativo, utile sia in fase di diagnosi sia durante il
monitoraggio della CM, soprattutto in quei casi in cui
I’elettroforesi non consente una quantificazione
accurata. Nel caso clinico descritto, in mancanza del
saggio Hevylite, non sarebbe stato possibile
quantificare la CM IgA, che sarebbe quindi stata
valutabile nel tempo solo semi-quantitativamente su
HR-IFE. Grazie a questo esame é& stato possibile
determinare la risposta ematologica, non valutabile in
questo caso mediante quantificazione delle FLC.
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