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SOUHRN

Klonalni zralé B-lymfocyty a plazmocyty produkuji monoklonalni imunoglobulin, ktery detektujeme pomoci elektroforézy
sérovych bilkovin (SPE, ,serum protein elektrophoresis®) a IFE (imunofixaéni elektroforéza). Tyto metody pomahaji
v diagnostice monoklonalnich gamapatii, monitorovani efektu lé¢by a aktivity choroby. U mnoho¢etného myelomu jsou
jednoduchymi markery umoznujicimi omezit pocet vySetreni kostni dfené a zobrazovacich metod, které by jinak museli
nemocni podstoupit. Asi 10-20 % myelom0 je spojeno s produkci pouze lehkych fetézcl paraproteinu, které Ize ¢asto
obtizné detekovat, a u 2-3 % pfipadd tzv. nesekretorického myelomu byla tato detekce donedavna nemozna. Novou
metodou je detekce FLC (volnych lehkych fetézcl) v séru. V nasi studii porovnavame tyto tfi metody z hlediska citlivosti
zéchytu paraproteinu. Ke stanoveni FLC byl pouzit analyzator vyuzivajici systému FreelLite (immunotech Beckman
Coulter). VySetfeno bylo 51 pacientd s mnoho¢etnym myelomem, nizce malignimi nehodgkinskymi lymfomy, primarni
amyloidézou a monoklonalni gamapatii nejasného vyznamu. Detekce FLC muze slouzit jako cenna diagnosticka
metoda, kterd zpresnuje diagnostiku i hodnoceni odpovédi na Ié¢bu v indikovanych pfipadech.
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SUMMARY

Spicka l., Mecl J., Benakova H., Nohejlova A., Straub J., Novotova E., ZimaT.: Comparing the detection of monoclonal
protein by means of presently available biochemocal methods

Clonal mature B-lymphocytes and plasma cells make monoclonal antibodies that can be detected by serum protein
electrophoresis (SPE) and immunofixation electrophoresis (IFE). These methods are used to diagnose myeloma and
other monoclonal gammapathies, and to monitor treatment and disease progression. They are surrogate markers that
allowed us to reduce the number of bone marrow biopsies and imaging scans that a patient would have to be subjected
to. The detection is more complicated in 10—20% of myeloma patients with light chain myeloma and was impossible in
2—-3% patients with ,non-secretory”“ myeloma. New method is a detection of free light chain (FLC) in serum. In our study
we compare those three methods (SPE, IFE and FLC) from the viewpoint of sensitivity of paraprotein detection. For FLC
detection was used Freelite system analyzer (Immunotech Beckman Coulter). We examined 51 patients with diagnosis
of multiple myeloma, non-Hodgkin lymphoma, primary amyloidosis and monoclonal gammopathy of undetermined
significance. Detection of FLC is a valuable method which could sometimes specify diagnosis of MG and make
treatment more accurate.
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Uvod

Monoklonalni gamapatie jsou stavy, respektive cho-
roby, charakterizované proliferaci B-bunécného klonu pro-
vazené produkci monoklonalniho proteinu (Mlg, M-pro-
tein, paraprotein). Jedna se o strukturalné a funkéné
homogenni imunoglobulin nebo jeho fragmenty. K jeho
detekci Ize pouzit nékolika biochemickych postup(l. Za-
kladni jednoducha a ekonomicky malo naro¢na metoda
— elektroforéza sérovych bilkovin (ELFO) — slouzi
k vyhledavani a kvantifikaci MIg. Imunofixaéni imuno-
elektroforézu vyuzivame k potvrzeni nalezu ELFO a kla-
sifikaci a typizaci paraproteinu. Oproti prosté imuno-
elektroforéze ma asi 50krat vy$Si citlivost [1]. Uvedené
postupy jsou vSak v nékterych pfipadech, zvlasté pfi
produkci tzv. Bence-Jonesova proteinu, relativné malo
presné a citlivé, neumozniuji také rychlé hodnoceni pro-
dukce paraproteinu v ¢ase. Pfikladem je napf. myelom s
produkci Mlg typu lehkych fetézcu, nesekreéni myelom
(NSM) &i priméarni amyloidoza (AL). Paraprotein typu leh-

kych fetézcl (B-J protein) Ize ¢asto lépe nez v séru
detekovat v zahu&téném vzorku modi, vysledek je viak
ovlivnén stavem renanich funkci (jak glomerularni filtra-
ci, tak tubularni resorpci a katabolismem v proximalnich
¢i sekreci v distalnich tubulech), které jsou u monoklo-
nalnich gamapatii, zvlasté u nejvyznamnéjsich z nich —
mnohocetnoho myelomu — ¢asto alterovany [2]. P¥i re-
nalnim selhani a anurii je tato moznost stanoveni prak-
ticky nulova. Hodnoceni Mig v mo¢i muize ovlivnit i pfi-
més dalSich bilkovin (¢astd u myelomové nefropatie)
nebo metodické chyby (sbér moci).

Relativné novou, ale jiz dobfe dostupnou metodou,
je stanoveni volnych lehkych fetézcli v séru (,free light
chain®, ,FLC“) nefelometricky systémem ,FreeLite”.
Vyhody této metody jsou:

a) vysoka citlivost a moznost zachytu Mlg i v pfipadé
negativnich nalezt v ELFO,
b) nezavislost na stavu renalnich funkci a vyrazné men-

§i metodicka narocnost v pfipadé Bence-Jonesovy

paraproteinémie,



c) kratky polo¢as FLC umoznujici rychlou orientaci

a monitorovani dynamiky hladiny Mig.

Ve spojitosti s rozSifujicimi se zkuSenostmi s touto
metodou néktefi autofi jiz identifikovali jeji pfinos pro
stanoveni prognézy napf. nemocnych s monoklonalni
gamapatii nejasného vyznamu (MGUS) [3], respektive
mnohocetného myelomu [4].

Predkladame vysledky prvotni studie vénované
porovnani vyse uvedenych klinickych laboratornich tes-
t0 pro detekci monoklonalniho proteinu z hlediska citli-
vosti a efektivnosti, respektive pfinosu pro nemocné.

Table 1. Multiple myeloma (MM)

Vysetfeni jsme provedli u souboru 51 pacientt s B-lym-
foproliferativnimi chorobami.

Soubor pacientii a metody

Hodnotili jsme vzorky 51 pacientli, 22 muzl
a 29 zen, s monoklonalnimi gamapatiemi, respektive
lymfoproliferativnimi chorobami ve véku 44-86 let
(median 65 let). Z hlediska zakladni diagndzy bylo vy-
Setfeno 36 pacientd s mnohoéetnym myelomem (MM),

Initials S:Egg::og:if)in (in?ﬁr';%rf?xla':tiEqn Bl -
elektrophoresis) kappa [mg/I] lambda [mg/1] ratio
B. V. 49.13 lgG -L <5.90 660 0.01
B. M. negative IgG - K 14.4 221 0.65
B. V. negative lgG - L <5.90 421 0.14
B. A. negative IgG-L 141 89.7 0.16
B. E. negative negative 14.2 41.7 0.34
B. E. (after 3 months) negative negative 12.4 52.0 0.24
C.E. negative negative 12.8 30.7 0.42
F 1 negative negative 125 18.8 0.66
H.N. negative IgA—-L 8.4 29.6 0.28
H. M. 13.0 LC-L 10.3 221.0 0.05
J.D. negative LC-K 613 8.70 70.46
J. M. negative 1gG - K <5.9 19.8 0.3
K. V. 4.53 LC-L 29.9 827.0 0.04
K. M.+ 9.92 lgG -L 8.4 552.0 0.02
K. O. negative IgA—-L 5.90 19.8 0.3
K.L 23.3 IgA - K 106.0 8.70 12.18
K.L. (after month) 23.34 IgA - K 142.0 12.8 111
K.L. (after month) 12.02 IgA — K 49.4 12.2 4.05
K. V. 1.86 LC-L 19.0 569.0 0.03
M. L. 35.95 IgA — K biclon. 37.4 14.0 2.67
M. M. 22.88 lgG - L 6.1 934 0.01
M. M. (after 4 months) 4.72 IgG-L 5.90 24.0 0.25
P. M. 5.98 1gG - K 8.7 16.2 0.54
P. M. 4.54 1gG - K 7.6 13.4 0.57
P. M. 3.98 1gG - K 15.5 14.7 1.05
R. J. 15.24 1gG - K 1010.0 10.3 98.06
R.L. 15.24 LC — L biclon 5.90 281.0 0.02
M. A. 21.65 IgG - K 10.6 22.8 0.46
S. M. 78.93 IgA —K 738.0 18.0 41
S. M. 1.47 IgG — K+L 5.90 20.8 0.28
S.M. (after 2 months) negative IgG — K+L 5.90 15.6 0.38
T.J 10.27 IgA — L + bicl. IgG — K 5.90 3080 0.001
V. J. 1.62 lgG -L 23.2 65.3 0.36
V.K. negative negative 11.9 23.2 0.51
Z.J. negative negative 11.7 271 0.53
Z.M. 4.62 LC-L 5.90 29400 0.0002
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Table 2. Amyloidosis (AL)

. Serum IFE FreeLite, results
Initials s:i&g”&ggit:)m (imunofixation -
P elektrophoresis) kappa [mg/1] lambda [mg/1] ratio
B. J. 1.63 IgG - L 241 39.7 0.61
F. 1. negative negative 12,5 18.8 0.66
K. V. 1.86 LC-L 19.0 569.0 0.03
M. M. 22.88 lgG -L 6.1 934.0 0.01
M. M. 4.72 lgG - L 5.9 24.0 0.25
Table 3. Monoclonal gammopathy of undertermined significance (MGUS)
; Serum IFE FreelLite, results
Initials szli Iﬁfgu;:) g:itse)ln (imunofixation -
P elektrophoresis) kappa [mg/l] lambda [mg/1] ratio
B. J. 8.95 IgA - K 5.90 10.9 0.54
J.J. negative IgG -L 5.90 12.4 0.48
L. V. 4.25 IgG -L 13.2 19.4 0.68
V. J. negative negative 75.9 53.3 1.42
Table 4. Nonhodgking lymphoma (NHL)
. Serum IFE FreelLite, results
Initials S:Egguaggif)m (imunofixation -
P elektrophoresis) kappa [mg/l] lambda [mg/1] ratio
B. M. negative IgG - K 5.90 61.5 0.1
K.B. negative negative 32.1 11.7 2.53
L.J. 1.99 negative (ND) 5.90 8.7 0.68
M. S. negative (ND) negative (ND) 26.9 27.7 0.97
S.L. 1.7 IgA — K 61.6 13.5 4.56
S.J. 6.47 negative (ND) 552.0 168.0 3.29.

5's primarni amyloidézou (AL), 6 s nehodgkinskym lym-
fomem (NHL) a 4 s monoklonalni gamapatii nejasného
vyznamu (,monoclonal gammapathy of undetermined
significance”, MGUS).

Ke stanoveni volnych lehkych fetézcll bylo pouzito
metody systému FreeLite (Immunotech, Beckman Coul-
ter). Principem této metody je nefelometrické méreni
precipitatu imunokomplexu antigen-protilatka. Pro FLC
lambda jsou fyziologické hodnoty v rozmezi 5,71-26,3
mg/l, pro kappa fetézce 3,3-19,4 mg/l, v pfipadé inde-
xu kappa/lambda 0,26—1,65. SPE a IFE bylo provede-
no standardnim postupem [5].

Vysledky

Mezi 51 vzorky bylo 23 FLC lambda a 17 FLC kap-
pa pozitivnich, 5 nemocnych mélo oba typy FLC — kap-
pa i lambda, celkové je tedy 35 pozitivnich vysledkl
s pouzitim FLC (68,6 %).

S pouzitim elektroforézy byl prokazan paraprotein
u 31 pacientd (60,7 %), u 7 pacientd s negativnim vy-
sledkem byla prokézana vysoka hladina volnych leh-
kych fetézcl FLC v séru. Metoda FLC je ve zkoumané
skupiné o 8 % citlivéj§i nez SPE. S pouzitim imuno-

elektroforézy byla prokézana pozitivni hladina Mig u 39
nemocnych, tj. u 76,5 %. Z hlediska celkového poctu
pozitivnich vysledkl se tak v souboru jevi vySetfeni FLC
meéneé citlivou metodu nez IFE. Toto tvrzeni v§ak nemusi
byt jednoznacné. Napfiklad u 7 nemocnych s negativnim
vysledkem IFE bylo vySetfeni FLC pozitivni.

Pfi srovnani véech postupt u jednotlivych diagnéz
byl u nemocnych s mnoho¢etnym myelomem ve
22 pfipadech detekovan paraprotein pomoci SPE
(61,1 %), ve 30 podle IFE (83,3 %) a ve 25 podle FLC
69,4 %) (tab. 1). Z 5 nemocnych s AL byly u 4 z nich
vysledky pozitivni s pouzitim jak SPE, tak IFE i ,FLC"
v séru. U posledniho pacienta nebyl prokazan para-
protein zadnou z téchto metod (tab. 2). U dvou nemoc-
nych s MGUS byl s pouzitim imunoelektroforézy
v séru zjistén IgG — lambda, u jednoho IgA — kappa.
Tito tfi nemocni maji v8ak negativni FLC. U ¢tvrtého
nemocného je naopak pfi negativni SPE i IFE proka-
zana komponenta FLC — kappa i lambda (tab. 3).
V ramci ziskani prvnich zkuSenosti jsme vySetfili také
6 pacientl s nizce malignim NHL, a¢koli v tomto pfi-
padé byva produkce Mig relativné méné Casta. Ve 2
pfipadech jsme prokazali Mlg pomoci IFE, 3krat po-
moci SPE a 5krat metodou FLC. Jeden pacient mél
pozitivni SPE pfi negativnim FLC (tab. 4).
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Diskuse

Principem stanoveni FLC v séru je prikaz pomoci
protilatky proti vnitinimu epitopu molekul lehkych fe-
tézch Mlg, ktery v kompletni molekule zdstava pro
detekci nepfistupny. Kromé samotného stanoveni FLC
je v praxi vyuzivan i pomér obou tfid lehkych fetézcl
(index x/A), ktery odrazi nejen nadprodukci patologic-
kého proteinu, ale i miru suprese tvorby fyziologickych
fetézcl. Pfi srovnani s pouzivanymi postupy byla me-
toda v uvodnich studiich 50krat citlivéjSi nez SPE
a 30krat citlivéjsi nez IFE [2]. Vyznamné vyssi citlivost
znamena, ze napt. az u 82 % NSM Ize paraprotein de-
tekovat [6]. Stejné tak u nemocnych s primarni amy-
loidézou (kdy je SPE i IFE také Casto negativni) byl
metodou FLC prokazan paraprotein az u 97 % ptipadu.
Kromé ,klasickych“ typd monoklonalni gamapatie na-
vrhuji néktefi autofi vyuziti metody FLC k hodnoceni
aktivity u dalSich B-lymfoproliferaci, které mohou byt
provazeny produkci Mlg [7]. Nedavna analyza také pro-
kazala moznost vyuziti FLC k pfesnéjSimu odhadu pro-
gndézy nemocnych s MGUS [3].

DalSim pfinosem citlivéjSi metody je pfesnéjsi hod-
noceni efektu 1éCby, respektive kompletni remise
a Gasna detekce progrese/relapsu. Pfi zpétné analyze
vzork(l 244 nemocnych Iééenych v ramci studii MRC
V-VII (,Medical Research Council Working Party for
Leukaemia in Adults®) bylo kompletni remise dosazeno
u 32 % pacientl podle vysledk(i imunoelektroforézy,
ale jen u 11 % podle stanoveni FLC [8]. Spravné hod-
noceni efektu IéCby ma prognosticky vyznam a je jed-
nim z hlavnich faktord ovliviiujich dalsi terapeuticky
postup. | proto je stanoveni FLC zafazeno do nového
systému hodnoceni terapeutické odpovédi MM [9]. Stej-
né tak monitorovani FLC u nemocnych s AL prokazalo
pokles koncentrace FLC u 47-99,5 % pacientl
s pfiznivou terapeutickou odpovédi a vzestup hladin pfi
relapsu.

V nasem souboru jsme potvrdili vySSi citlivost me-
tody FLC ve srovnani s SPE, nikoli vSak s IFE. Asi
hlavnim pfinosem této uvodni studie je fakt, ze
v nékterych pfipadech byly vysledky FLC pozitivni
i pfes negativitu IFE a naopak. Z nasich vysledkl vy-
plyva, ze vySetfeni IFE a FLC jsou komplementarni
a mely by byt provadény v pfesné indikovanych pfipa-
dech soucasné. V blizké budoucnosti bude také zfej-
me jasnéjsi, zda rychlé hodnoceni odpovédi pomoci FLC
(pfi kratkém polo€asu proti kompletnim molekulam Ig)
bude mit vyznam pfi stanoveni IéCebné strategie [10].
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