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Přehled metod na stanovení volných lehkých řetězců
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SOUHRN
Práce podává základní informace o lehkých řetězcích imunoglobulinů. V přehledu uvádí vývoj metod používaných
v klinické biochemii na jejich stanovení. Upozorňuje na četné limity a problémy stanovení volných lehkých řetězců a na
jejich možné klinické využití.
Klíčová slova: volné lehké řetězce, monoklonální imunoglobuliny, gamapatie, index kappa/lambda.

SUMMARY
Tichý M., Vávrová J., Friedecký B., Maisnar V.: Methods for detection of free immunoglobulin light chains
The publication contains basic information about free light chains of immunoglobulins.
In a short review it shows evaluation methods used in clinical biochemistry for the determination of free light chains of
immunoglobulins. Authors summarize methodical limitation of determination of free light chains and discuss their
clinical utilization.
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Úvod

Stanovení volných lehkých řetězců imunoglobu-
linů (VLŘ) bylo poprvé popsáno před 150 roky a přes
obrovské změny, které proběhly v práci klinických
laboratoří, zůstává jedním z markerů pro suspektní
monoklonální gamapatii. Henry Bence-Jones popsal
v r. 1847 termoprecipitaci záhadné bílkoviny v oky-
selené moči nemocného mnohočetným myelomem.
Tato bílkovina dodnes nese jméno svého objevitele
a my nyní víme, že tzv. Bence-Jonesova bílkovina
je tvořena monoklonálními volnými lehkými řetězci
imunoglobulinů. S velmi jednoduchými pomůckami
– kyselinou dusičnou a plamenem učinil Henry Ben-
ce-Jones objev, který stále poutá naší pozornost
a ke kterému se vrací i řada současných publikací
[1, 2].

Lehké řetězce imunoglobulinů jsou komponentou
protilátek. Imunoglobulinová molekula je složena ze
dvou identických těžkých polypeptidických řetězců
o mol. hm. kolem 50 kDa a ze dvou identických leh-
kých polypeptidických řetězců o mol. hm. asi 22 kDa.
Lehké řetězce jsou dvojího typu – kappa a lambda –
a v molekule imunoglobulinu jsou vždy dva lehké ře-
tězce stejného typu: buď kappa, nebo lambda. Mole-
kul imunoglobulinů s antigenním typem lehkých ře-
tězců kappa je za fyziologických podmínek přibližně
dvakrát více než molekul Ig s antigenním typem leh-
kých řetězců lambda. Každá molekula volného leh-
kého řetězce obsahuje přibližně 220 aminokyselin
v jednom polypeptidickém řetězci, na kterém roze-
znáváme část variabilní a část konstantní. Variabilní
doména každého lehkého řetězce a párového těžké-
ho řetězce tvoří vazebné místo pro antigen. Pomocí
monoklonálních protilátek byly zjištěny 4 podskupi-

ny lehkých řetězců kappa (VK1–VK4) a 6 podskupin
lehkých řetězců lambda (VL1–VL6). Specifické struk-
turální zvláštnosti volných lehkých řetězců vedou ke
snadnější polymeraci, jako je tomu např. u amyloidó-
zy, především u podskupin VL6, VK1 a VK4 [1]. Všich-
ni produkujeme malá množství polyklonálních lehkých
řetězců jako výsledek fyziologické funkce B-lymfo-
cytů. Koncentrace volných lehkých řetězců je
v normálním lidském séru a v moči velmi nízká, je-
jich denní produkce je asi 500 mg/24 h. Volné lehké
řetězce snadno přecházejí přes glomerulární mem-
bránu a jsou metabolizovány v proximálních tubulech
nefronů.

Normální exkrece polyklonálních volných lehkých
řetězců do moče je 1–10 mg/24 h. Volné lehké ře-
tězce kappa jsou odstraňovány 3krát rychleji než
dimery volných lehkých řetězců lambda. U nemoc-
ných s renálními onemocněními nebo zánětlivými
procesy apod. může být produkce nebo exkrece
volných lehkých řetězců významně zvýšená, a to
až 30–40krát. Poměr kappa/lambda však zůstává
nezměněn. Volné lehké řetězce mohou být polyklo-
nální, oligoklonální a monoklonální, ale Bence-Jo-
nesova bílkovina je tvořena jen volnými monoklo-
nálními lehkými řetězci. Neexistuje antisérum,
kterým bychom rozlišili monoklonální lehké řetězce
od polyklonálních. Volné lehké řetězce můžeme po-
zorovat poměrně často při imunofixační elektrofo-
réze sér nemocných monoklonálními gamapatiemi
jako ostrý gradient, který nekoresponduje s gradi-
entem kompletní molekuly paraproteinu. V posled-
ních letech se zavedením citlivých, vysoce speci-
fických metod na stanovení volných lehkých řetězců
v séru nachází tato metoda nová uplatnění a vzrůs-
tá její klinický význam [3, 4, 5].
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Metody stanovení

Kvantitativní stanovení VLŘ bylo poprvé popsáno
v r. 1965 Tanem a Epsteinem [6] metodou radiální imu-
nodifuze. Od té doby byla použita řada metod ke sta-
novení VLŘ (tab. 1). Metody stanovení VLŘ jsou radiál-
ní imunodifuze, imunonefelometrie, imunoturbidimetrie,
RIA a ELISA. Původní metodou pro kvantifikaci VLŘ
byla radiální imunodifuze (RID) často ale s použitím
antiséra proti volným i vázaným lehkým řetězcům
[9, 10, 15, 16]. Tato metoda byla také málo citlivá. Limit
detekce byl mezi 5–20 mg/l. Zvratem ve vyšetřování
VLŘ byl r. 2001, kdy Bradwell et al. [13] uveřejnili citli-
vou a automatizovanou imunochemickou metodu na
jejich stanovení. V současnosti jsou nejvíce v praxi
využívány nefelometrie a turbidimetrie pro svou rych-
lost a jednoduchost stanovení. Používají se protilátky
proti vnitřním epitopům lehkých řetězců, které jsou
v kompletní molekule imunoglobulinu nedostupné. Pře-
sto jedním z hlavních problémů stanovení VLŘ je zkří-
žená reakce s lehkými řetězci vázanými v intaktních
imunoglobulinových molekulách. Anti VLŘ antiséra mají
průměrnou zkříženou reakci 0,1 % [2], což je příčinou
zmíněných obtíží, např. vzorek obsahující 10 mg/l VLŘ
a paraprotein IgG-kappa o koncentraci 10 g/l, při 0,1 %
zkřížené reakci s vázanými lehkými řetězci poskytne
konečný výsledek VLŘ dvojnásobný, tj. 20 mg/l. Proto-
že u mononoklonálních gamapatií se většinou jedná
o nadprodukci jen jednoho antigenního typu lehkých ře-
tězců, je výhodné vyjadřovat tuto dediferenciaci
v syntéze VLŘ indexem kappa/lambda, který bývá
v těchto pozorováních abnormální [3]. Výjimkou jsou
ovšem zdvojené monoklonální gamapatie s rozdílným
typem lehkých řetězců, u kterých stanovení indexu
kappa/lambda nemá význam. Další limitací stanovení
VLŘ je, jak jsme se již zmínili, zkreslení výsledku pří-
tomností polyklonálních VLŘ v séru. Významným pro-
blémem stanovení VLŘ je standardizace tohoto vyšet-
ření. Dosud chybí mezinárodní referenční materiál. Je
těžké validovat kalibrátor pro velkou strukturální hete-
rogenitu lehkých řetězců, která může být ještě modifi-
kována účinkem pH, polymerace a oligomerace. Ke
kompenzaci této variability se používají ke kalibraci
směsi 3–30 klonálně rozdílných Bence-Jonesových bíl-
kovin (BJB). Tento „BJB koktejl“ poskytuje průměr

z rozdílných antigenních referenčních materiálů. Někteří
autoři používají jako referenční materiál polyklonální
VLŘ. Carr-Smith et al. [17] připravili monomery mole-
kul VLŘ redukcí a alkylací polyklonálního IgG a použili
je jako primární kalibrační materiál. Navzdory vysoké
citlivosti metod na stanovenmí VLŘ v séru existují vzor-
ky sér, ve kterých je stanovena normální (negativní)
koncentrace VLŘ, ale imunofixací jsou prokázány mo-
noklonální lehké řetězce. Katzmann [3] to vysvětluje
limitovaným počtem antigenních míst specifických pro
VLŘ a vysokou incidencí štěpů lehkých řetězců u amy-
loidózy. Tyto paradoxní výsledky mohou být způsobe-
ny také variabilitou polyklonálních antisér proti VLŘ,
která může vyústit v různou imunoreaktivitu jednotli-
vých monoklonálních VLŘ a je pozorována i mezi jed-
notlivými šaržemi souprav na stanovení VLŘ.
V posledních letech se problémy se stanovením VLŘ
zabývá řada prací [2, 17, 18, 19, 20].

Normální referenční rozpětí koncentrací VLŘ kolísá
pro VLŘ kappa mezi 1,2–43,5 mg/l a pro VLŘ lambda
mezi 3,8–55,2 mg/l. U komerčních souprav nejčastěji
v klinických laboratořích používaných „FreeLite“, (the
Binding Site Ltd. Birmingham, UK) je uváděno rozpětí
referenčních hodnot pro VLŘ kappa 3,3–19,4 mg/l, pro
VLŘ lambda 5,7–26,3 mg/l a pro index kappa/lambda
jsou to hodnoty 0,26–1,65. Hladina VLŘ v séru zdra-
vých jedinců stoupá s věkem a zřetelné zvýšení hod-
not je pozorováno u osob nad 80 let. Hodnoty VLŘ v moči
nekolísají tak významně jako v séru. Referenční
hodnoty VLŘ v moči se uvádějí pro řetězce kappa
1,25–5,5 mg/l, pro VLŘ lambda 0,51–3,2 mg/l a pro in-
dex kappa/lambda 0,82–3,0. Nižší variabilita VLŘ v moči
je pravděpodobně výsledkem nižší koncentrace intakt-
ních imunoglobulinů v normální moči. Nejspecifičtější
metodou na stanovení VLŘ se zdá ELISA, která kom-
binuje dvě protilátky proti VLŘ a dosahuje zkřížené re-
akce s vázanými lehkými řetězci nižší než 0,01 %. Tato
metoda by měla být vhodná pro stanovení VLŘ v moči
a v cerebrospinální tekutině (pro průkaz intratekální tvor-
by protilátek).

Od 60. let minulého století byla pro stanovení VLŘ
použita různá antiséra, nejčastěji králičí nebo prasečí.
Specifická antiséra se připravují imunizací zvířat Ben-
ce-Jonesovou bílkovinou. Připravené antisérum je
podrobeno absorpci s imunoglobuliny G, A a M nebo

noitacilbuP raeY dohteM ydobitnA elpmaS

]6[nietspEdnanaT 5691 DIR bAlanolcylop diulflaivonyS/mureS

]7[.latennaM 9691 AIR bAlanolcylop tnatanrepuserutluC

]8[.latenosreteP 1791 yrtemidibruT bAlanolcylop enirU

]9[.lateeloC 8791 DIR bAplatotitna enirU/mureS

]01[říčnrHdnaýhciT 2891 DIR bAplatotitna enirU/mureS

]11[.latekaixA 7891 AIE.vititepmoC bAlanolconom enirU/mureS

]21[.lateebA 8991 ASILE bAlanolconom enirU/mureS

]31[.latellewdarB 1002 yrtemolehpeN bAlanolcylop enirU/mureS

]41(.lateonakaN 4002 ASILE bA.lcylop+.onom enirU/mureS

Table 1. Methods for free light chains of immunoglobulins

According to Nakano et al. Clin. Chem. Lab. Med., 2006, 44, 5, 522–532 [17].
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s Cohnovou frakcí II na odstranění protilátek, které re-
agují s vázanými lehkými řetězci. Jen velmi málo stu-
dií používá monoklonální protilátky proti VLŘ, pravdě-
podobně pro obtížnost produkce specifických
a spolehlivých monoklonálních protilátek proti VLŘ
a pro jejich limitovanou použitelnost v imunologických
metodách [17].

Katzmann [3] shrnul limitace stanovení VLŘ
v podstatě do čtyř bodů:
1. zkřížená reakce s vázanými lehkými řetězci,
2. chybějící standardizace vyšetření,
3. stanovení indexu kappa/lambda u biklonálních ga-

mapatií (asi 2–4 % MG),
4. část vzorků pozitivních na paraprotein imunofixací

je při stanovení VLŘ negativní. Bradwell [1] naproti
tomu vymezil podmínky, které by měl splnit ideální
test na stanovení VLŘ:
1. Mělo by jít o citlivý test identifikující všechny

nemocné monoklonálními gamapatiemi.
2. Stanovení VLŘ by mělo být opravdu kvantitativní.
3. Test by měl mít vysokou specificitu bez interfe-

rencí s vázanými lehkými řetězci.
4. Metoda by měla umožňovat stanovení na růz-

ných laboratorních přístrojích.

Klinické využití stanovení VLŘ
I když jsme ideálnímu testu v současnosti značně

vzdáleni, stanovení VLŘ si nachází v klinické praxi
stále širší uplatnění. První klinické studie se stanove-
ním VLŘ v séru byly u nemocných mnohočetným
myelomem s paraproteinem z monoklonálních lehkých
řetězců (tzv. light chain disease, nemoc z lehkých
řetězců, Bence Jones multiple myeloma). Počet těchto
nemocných není zanedbatelný, tvoří 15–20 % všech
nemocných mnohočetným myelomem. V klinických
studiích byla abnormální koncentrace VLŘ prokázána
v séru všech těchto nemocných, kdežto při elektrofo-
réze nebyl u některých nemocných M-gradient pozo-
rován. Významným využitím VLŘ je jejich stanovení
u primární amyloidózy (AL). Jde o onemocnění, u ně-
hož jsou amyloidová fibrila tvořena monoklonálními
lehkými řetězci imunoglobulinů. Depozita těchto amy-
loidových fibril poškozují některé orgány (např. ledvi-
ny, srdce). Asi 28 % nemocných AL-amyloidózou nemá
detekovatelný monoklonální protein v séru imunofixa-
cí. Stejně jako u nemoci z lehkých řetězců i u těchto
nemocných může být prokázána abnormální koncen-
trace VLŘ v séru a abnormální index kappa/lambda
téměř u všech nemocných (v 91 % pozorování). Vý-
znamným klinickým uplatněním je stanovení VLŘ
v séru nemocnýchs nesekretorickým myelomem. Toto
onemocnění je poměrně vzácné, tvoří asi 3–4 % ne-
mocných mnohočetným myelomem. U těchto nemoc-
ných nelze elektroforetickými metodami prokázat pa-
raprotein v séru a v moči, avšak více než 70 % těchto
nemocných má pozitivní VLŘ v séru. Klinické studie
prokazují, že VLŘ jsou abnormální v séru až 95 %
nemocných mnohočetným myelomem a doutnajícím
myelomem (smoldering myeloma) a ve 30 % sér ne-
mocných monoklonální gamapatií nejistého významu
(MGUS).

VLŘ mají v krvi velmi krátký poločas – kappa řetěz-
ce 2–4 h a lambda řetězce 3–6 h a z tohoto důvodu
slouží jejich monitorování k rychlému hodnocení úspěš-
nosti terapeutických zásahů u nemocných mnohočet-
ným myelomem. Stanovení VLŘ lze využít také jako
potenciální prognostický marker pro určení rizika pro-
grese MGUS v maligní monoklonální gamapatii. V r. 2006
se stalo stanovení VLŘ součástí doporučených metod
NACB pro vyšetřování séra a moče u nemocných mo-
noklonálními gamapatiemi [21]. Jde především o dia-
gnostiku a sledování nesekretorického myelomu,
AL amyloidózy, MGUS a nemoci z lehkých řetězců.
V r. 2006 také přijala IMWG (International Myeloma Wor-
king Group) nová kritéria pro hodnocení odpovědi na
léčbu u mnohočetného myelomu [22], která stanovení
VLŘ a indexu kappa/lambda přímo vyžadují.

Závěr

Přes  výrazná klinická uplatnění VLŘ v posledních
letech zůstávají i četné pochybnosti a nejasnosti, jak
z hlediska podmínek stanovení, tak z hlediska klinic-
kého využití. Z klinického hlediska jsou popisovány jak
falešně negativní, tak i falešně pozitivní hodnoty VLŘ
a indexu kappa/lambda. Z metodického pohledu je řada
limitací, které jsme se snažili v tomto sdělení zmínit
a kterým se věnují i další sdělení v tomto čísle časopi-
su Klinická biochemie a metabolismus. Žádný test sám
o sobě není ideální pro průkaz paraproteinů v séru
a v moči. Hlavními metodami k detekci paraproteinů
v séru a v moči zůstávají elektroforéza bílkovin a imu-
nofixační elektroforéza. Stanovení VLŘ je užitečné za-
tím především u těch nemocných, kteří nemají klasic-
kými metodami měřitelný paraprotein v séru a/nebo
v moči. V blízké budoucnosti by měla být objasněna
zejména řada metodických nejasností a to umožní zvý-
šit i klinický význam stanovení VLŘ.
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