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Stanoveni monoklonalnich
imunoglobulinu a jejich fragmentu
u monoklonalnich gamapatii — editorial

Editorial: Studla V et al. Vjznam sérovych hladin volnych

lehkych Fetézci imunoglobulinu v diagnostice a hodnoceni aktivity
mnohocetného myelomu a vybranych monoklonalnich gamapatii.
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Jednou za zdkladnich charakeeristik
onemocnéni, které oznacujeme na-
zvem monoklondlni gamapatie (MG),
je pritomnost monoklonalniho imu-
noglobulinu (MIg), paraproteinu,
v séru a/nebo v moci [1]. Standard-
nim postupem pro priikaz MIg je jiz
po nékolik desetileti elektroforéza
pro detekci M-gradientu v bilko-
vinném spektru séra a/nebo moci
a v pripadé pozitivity nebo podezre-
ni na M-gradient nasledovala imu-
noelektroforéza, ktera byla v posled-
nich letech nahrazena imunofixaci.
Jako prvni laboratorni screening
pro pritkaz MIg jsou doporucovany
elektroforetické systémy s vysokou
rozliSovaci schopnosti [2]. Elektrofo-
réza z(stava nejdostupnéjsim, nejjed-
nodussim a nejlevnéjsim screeningem
pro prukaz MIg. Moderni elektrofo-
retické systémy umoziuji identifika-
ci ivelmi malych M-gradientti o kon-
centraci kolem 0,5 g/l. Paraprotein
muze byt pak velmi jednoduse kvan-
tifikovan denzitometrickym vyhod-
nocenim elektroforeogramu. Pfi po-
uziti této metody si musime byt vé-

domi, Ze uréeni koncentrace MIg ma
cetna uskali: detekce M-gradientii je
subjektivni a zavisi velmi na zkuSe-
nostech hodnoticiho pracovnika.
Stanoveni je ¢asto komplikovano vel-
kou biologickou a analytickou va-
riabilitou Mg - vyskyt monomert,
polymert, agregat MIg, pripadné
neobvyklych termoprecipita¢nich
vlastnosti paraproteind. Do vypoétu
koncentrace Mlg vstupuje dalsi fak-
tor - nejistota méfeni celkové bilko-
viny séra. Hodnoceni muize ovlivnit
zvolend elektroforetickd metoda
a pristrojové vybaveni laboratofe.
V neposledni radé je stanovena kon-
centrace MIg zkreslena piekryvajici-
mi se proteiny. Proto je pfi vyskytu
paraproteinu IgA v B-globulinech,
nebo pii nizkych koncentracich pa-
raproteintt IgG a IgA kvantifikace
paraproteinu pfesnéjsi pomoci tur-
bidimetrie nebo nefelometrie [3]. At
uz pouzijeme k urceni koncentrace
MIg jakoukoliv metodu, je nezbytné
pro monitorovani vyvoje monoklo-
nélni gamapatie, poptipadé pro mo-
nitorovani terapie, pouzivat u téhoz

pacienta vysledky jedné laboratofe,
a pokud je to mozné, pouzivat i sta-
le stejné metody. Dynamika zmén
koncentrace MIg by méla byt labora-
torné hodnocena jednim pracovis-
tém. Z elektroforetickych systému,
které jsou doporucoviny a pouziva-
ny v klinickych laboratofich, jsou to
predev§im automatizované systémy
na gelovych nosicich (agaréza) a ka-
pilarni elektroforéza. I kdyz tzv. ,zla-
tym standardem® pro pritkaz MIg je
zatim vysoce rozliSovaci elektroforé-
za na agarézovém gelu s naslednou
imunofixa¢ni elektroforézou, ¢im
dél castéji se v klinickych laborato-
fich setkdavame s kapilarni elektrofo-
rézou, zejména v laboratofich s vel-
kym poctem vzorka. Kapildrni elek-
troforéza vyuziva k déleni bilkovin
séra elektroosmotického toku [4].
Separace probiha pri 35 °C, proto se
neni tfeba obavat kryoprecipitace.
Dalsi vyhody kapildrni elektroforézy
je plnd automatizace, kterd snizuje
objem price na minimum. Odpada
zkreslujici faktor razného probarve-
ni jednotlivych bilkovinnych frakdi,
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vlivy suseni, odbarvovani a denzito-
metrického vyhodnoceni. Kapilarni
elektroforéza ma pii stanoveni MIg
stejnou specificitu, ale vys$si senziti-
vitu nez elektroforéza na agardze,
protoze ma vyssi rozliSovaci schop-
nost, a umoznuje tak identifikovat
i M-gradienty kolem 0,2 g/l [5].

Imunofixace prakticky dplné na-
hradila v klinickych laboratofich
imunoelektroforézu [6]. Je rychla
(vysledek asi za 2 hod pfi imunofixa-
cina agardze, asi za 10 min pfi imu-
notypizaci za pouziti kapildrni elek-
troforézy), jednoducha na provedeni,
relativné jednoduchd na odecitani
a je asi 10krat citlivéjsi nez byvala
imunoelektroforéza. Nejcastéji na-
chazime nizké koncentrace M-pro-
teintt u monoklonalnich gamapatii
nejistého vyznamu (MGUS), ale né-
kdy je toto stanoveni bez znalosti
kliniky nebo bez upozornéni klinic-
kého lékafe na mozné patologické
souvislosti pro laboratof obtizné
a spoluprdce klinického lékare s ana-
lytikem je proto zadouci. Velkym
problémem jsou M-gradienty skryté
v oblasti f-globulint (IgA, BJK, BJL).
Také pritomnost volnych monoklo-
nalnich lehkych fetézcti imunoglo-
bulinti byva v séru obtizné prokaza-
telnad (napf. u nemoci z lehkych fe-
tézc a AL-amyloiddzy). V téchto
pozorovanich, kdy je nalez v séru mi-
nimélni, mtize byt prokdzan nékdy
1 masivni gradient v moci. Proto je
dulezité vzdy se sérem soucasné vy-
Setfovat vzorek moci, pokud je pozi-
tivni na pfitomnost bilkoviny klasic-
kou zkouskou s kyselinou sulfosali-
cylovou. Indikdtorové papirky jsou
nevhodné, protoze jejich zéna na
stanoveni bilkoviny je zalozena na
tzv. proteinové chybé, tj. posunu za-
barveni indikatoru za pfitomnosti
albuminu.

Velmi vhodny a prakticky scree-
ning na pfitomnost MIg v séru je imu-
nofixace s pentavalentnim antisé-
rem, zejména u malych M-gradienta
nebo gradientt skrytych v B-globuli-
nech. U malych M-gradientt (kolem
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3,0 g/l) v séru s negativni moci, ordi-
nujeme imunofixaci opakované v in-
tervalech 2-3 mésicti a sledujeme,
zda paraprotein vymizi (pfechodna
paraproteinemie), nezméni se nebo
naopak jeho koncentrace zacne stou-
pat. Imunofixace je velmi vhodnd
metoda pro pritkaz viceCetnych pa-
raproteinemii. Zatimco pfi pouziti
imunoelektroforézy se pohyboval
prukaz viceCetnych paraproteinemif
mezi 1-2 %, pfi pouziti imunofixace
je to kolem 5 %. Také nyni mnohem
castéji prokazujeme vedle MIg i oli-
goklonalni imunoglobuliny, zejména
u nemocnych po vysokodavkované
chemoterapii s autologni transplan-
taci perifernich kmenovych bunék.
V téchto situacich prokazujeme po-
mérné ¢asto zménu izotopu Mg ne-
bo vyskyt dalsich paraproteinti.
Uvedené laboratorni metody pru-
kazu a monitorovani prabéhu a te-
rapie MG jsou v nékterych pozoro-
vanich nedostatecné [7,8,9]. Jsou to
predevsim: myelom s produkci Mlg,
ktery je tvofeny izolovanymi mo-
noklondlnimi lehkymi fetézci Ig, ne-
sekreéni myelom a primarni amyloi-
déza. Dalsi situaci, kdy tyto ,klasic-
ké“ metody jsou madlo citlivé, je
prukaz zbytkového nddorového one-
mocnéni - ,minimal residual disea-
se“. Pfi kontrolnim vySetfeni po
Uspésné 1écbé MM nemda byt Mg
prokazatelny ani elektroforeticky ani
imunofixaci. Stav je hodnocen jako
kompletni remise onemocnéni. Je
ukoncena intenzivni lécba a prechazi
se na pravidelnou udrzovaci terapii
[10]. Zda se, ze vSechny vyse popsané
situace jsou do zna¢né miry fesitelné
pravé kvantitativhim stanovenim
volnych lehkych fetézcti imunoglo-
bulinti (VLR) v séru a/nebo v modi.
Principem je detekce protilatkou
proti vnitinimu epitopu molekul
volnych lehkych fetézct Mlg.Vnitini
epitop lehkych fetézcti kompletnich
molekul MIg z{istava pro detekci ne-
pristupny. Uvddénd citlivost stanove-
ni komercné vyrabéného setu (Freeli-
te H, The Binding Site Limited,

Birmingham, UK) je 3 mg/l mo-
noklondlnich lehkych fetézct v séru
a 0,6 mg/l v modi. Tato metoda svou
citlivosti vysoce prevysuje v soucas-
nosti pouzivané metody, je asi 100krat
citlivéjsi nez elektroforéza bilkovin
séra a asi 30krat citlivéj$i nez imuno-
fixace. To umoznuje prokdzat mo-
noklonalni lehké retézce az u 82 %
tzv. nesekre¢nich MM a az u 98 % ne-
mocnych primarni amyloidézou. Ta-
ké hodnoceni kompletni remise one-
mocnéni a detekce ¢asné progrese
(relapsu) je pomoci tohoto testu
mnohem realnéjsi. Spravné hodno-
ceni efektu 1écby md prognosticky
vyznam a miize ovlivnit postup pfi
dalsi terapii.

Kvantitativni stanoveni sérovych
hladin VLR a indexu lehkych fetézct
K/L pronikd ponékud véhaveé do kli-
nické praxe az v poslednich 2-3 le-
tech. Postupné se vymezuje vyuziti
téchto novych parametrt v paleté la-
boratornich vySetfeni u MM a mo-
noklondlnich gamapatii viibec.

Zkugenosti se stanovenim VLR, ze-
jména domadcich, je zatim velmi ma-
lo. Prace prof. S¢udly a spolupracov-
nik je proto velmi zdsluzna, proto-
ze velmi systematicky, podrobné
a precizné zpracovava problematiku
klinického vyznamu stanoveni VLR
u MG, dosud v nasi literatufe v tom-
to rozsahu nepopsanou. Tato prace
potvrzuje opravnénost zafazeni sta-
noveni VLR a indexu K/L do sestavy
metod pouzivanych u MG v indiko-
vanych situacich (AL-amyloidéza,
hodnoceni aktivity a sledovani pri-
béhu terapie MM, nesekretoricky
MM) a soucasné prokazala, ze stano-
veni VLR neumoznuje odliseni MM
od MGUS. Tyto poznatky jsou velmi
cenné, protoze jde o slozitou a na-
ro¢nou tematiku, kterd nabizi novy
pohled na laboratorni diagnostiku
nékterych MG. Po pocateénich roz-
pacich jak pracovnikii laboratofi,
tak klinickych hematologli nachazi
stanoveni VLR svoje uplatnéni v ram-
ci vySetfovacich metod pouziva-
nych u MG. K tomuto zavéru prace
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prof. ééudly a spolupracovnikt pfi-
spiva zasadnim zptisobem.

Literatura

1. Adam Z, Héjek R, Mayer ] et al. Mno-
hocetny myelom a dal$i monoklonalni
gamapatie. Brno: Masarykova univerzita
1999.

2. Tichy M, Urban P, Matéja F et al. Labo-
ratorni analyza souboru 3049 monoklo-
néalnich imunoglobulint. Klinickd Bio-
chemie a Metabolismus 2002; 10:
257-261.

3. Tseng HC, Chang Ch, Liu KS et al.
Accuracy of serum IgM and IgA mo-
noclonal protein measurements by
densitometry. Annals of Clinical and La-
boratory Science 2003; 33: 160-166.

4. Petersen JR, Okorodudu AO, Mo-
hammad A et al. Capillary electrophore-

Stanoveni monoklonalnich imunoglobulini a jejich fragmenti u monoklonalnich gamapatii

sis and its application in the clinical la-
boratory. Clinica Chimica Acta 2003;
330: 1-30.

S. Katzman JA, Clark R, Sanders E et al.
Prospective study of serum protein ca-
pillary zone electrophoresis and immu-
notyping of monoclonal proteins by
immunosubtraction. American Journal
of Clinical Pathology 1998; 110:
503-509.

6. Tichy M. Identification of monoclonal
immunologlobulins by immunofixation
electrophoresis - some questions. Acta
Medica (Hradec Kralové) 1999; 42:
145-146.

7. Bradwell AR, Carr-Smith HD, Mead
GP et al. Serum test for assessment of pa-
tients with Bence Jones myeloma. The
Lancet 2003; 361: 489-491.

8. Guidelines on the diagnosis and ma-
nagement of Al amyloidosis. British

Journal of Haematology 2004; 125:
681-700.

9. Bradwell AR. Serum Free Light Chain
Analysis. 2nd ed. Birmingham: The
Binding Site Ltd. 2004.

10. Spicka I. Diagnostika a monitorace
vybranych typtt monoklondlnich gama-
patii pomoci metody stanoveni volnych
lehkych fetézcti v séru. Klinicky proto-
kol. Ceska myelomova skupina, Cejkovi-
ce 16.-17. 4. 2004.

prof: RNDr. Milos Tichy, CSc.
Ustav klinické biochemie

a diagnostiky LF UK a FN
www.fnbk.cz

e-mail: tichy@fnhk.cz

Doruceno do redakce: 7. 4. 2005

www.kardiologickarevue.cz

—— WWW.VNitrnilekarstvi.cz

1221




