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Prehled metod na stanoveni volnych lehkych retézct
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SOUHRN

Prace podava zéakladni informace o lehkych fetézcich imunoglobulinG. V pfehledu uvadi vyvoj metod pouzivanych
v klinické biochemii na jejich stanoveni. Upozorfiuje na ¢etné limity a problémy stanoveni volnych lehkych fetézcli a na

jejich mozné klinické vyuziti.
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SUMMARY

Tichy M., Vavrova J., Friedecky 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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Uvod

Stanoveni volnych lehkych fetézcli imunoglobu-
lind (VLR) bylo poprvé popsano pfed 150 roky a pies
obrovské zmény, které probéhly v praci klinickych
laboratofi, zUstava jednim z marker( pro suspektni
monoklonalni gamapatii. Henry Bence-Jones popsal
v r. 1847 termoprecipitaci zahadné bilkoviny v oky-
selené moc&i nemocného mnoho¢etnym myelomem.
Tato bilkovina dodnes nese jméno svého objevitele
a my nyni vime, ze tzv. Bence-Jonesova bilkovina
je tvofena monoklonalnimi volnymi lehkymi fetézci
imunoglobulinli. S velmi jednoduchymi pomUckami
— kyselinou dusi¢nou a plamenem ucinil Henry Ben-
ce-Jones objev, ktery stale pouta nasi pozornost
a ke kterému se vraci i fada sou€asnych publikaci
1, 2].

Lehké fetézce imunoglobulint jsou komponentou
protilatek. Imunoglobulinova molekula je sloZena ze
dvou identickych tézkych polypeptidickych fetézcl
o mol. hm. kolem 50 kDa a ze dvou identickych leh-
kych polypeptidickych fetézcd o mol. hm. asi 22 kDa.
Lehké fetézce jsou dvojiho typu — kappa a lambda —
a v molekule imunoglobulinu jsou vzdy dva lehké fe-
tézce stejného typu: bud kappa, nebo lambda. Mole-
kul imunoglobulin s antigennim typem lehkych fe-
tézcl kappa je za fyziologickych podminek pfiblizné
dvakrat vice nez molekul Ig s antigennim typem leh-
kych fetézcu lambda. Kazda molekula volného leh-
kého fetézce obsahuje pfiblizné 220 aminokyselin
v jednom polypeptidickém fetézci, na kterém roze-
znavame cast variabilni a ¢ast konstantni. Variabilni
doména kazdého lehkého fetézce a parového tézké-
ho fetézce tvofi vazebné misto pro antigen. Pomoci
monoklonalnich protilatek byly zjistény 4 podskupi-

ny lehkych fetézcl kappa (VK1-VK4) a 6 podskupin
lehkych fetézcli lambda (VL1-VL6). Specifické struk-
turalni zvlastnosti volnych lehkych fetézcl vedou ke
snadnéjsi polymeraci, jako je tomu napf. u amyloidé-
zy, pfedev8im u podskupin VL6, VK1 a VK4 [1]. VSich-
ni produkujeme mala mnozstvi polyklonalnich lehkych
fetézcll jako vysledek fyziologické funkce B-lymfo-
cytd. Koncentrace volnych lehkych fetézcu je
v normalnim lidském séru a v moci velmi nizka, je-
jich denni produkce je asi 500 mg/24 h. Volné lehké
fetézce snadno prechéazeji pfes glomerularni mem-
branu a jsou metabolizovany v proximalnich tubulech
nefron(.

Normalni exkrece polyklonalnich volnych lehkych
fetézcl do moce je 1-10 mg/24 h. Volné lehké fe-
tézce kappa jsou odstranovany 3krat rychleji nez
dimery volnych lehkych fetézcl lambda. U nemoc-
nych s rendlnimi onemocnénimi nebo zanétlivymi
procesy apod. mlze byt produkce nebo exkrece
volnych lehkych Fetézcl vyznamné zvySena, a to
az 30—40krat. Pomér kappa/lambda vSak zlistava
nezménén. Volné lehké fetézce mohou byt polyklo-
nalni, oligoklonélni a monoklonalni, ale Bence-Jo-
nesova bilkovina je tvofena jen volnymi monoklo-
nalnimi lehkymi fetézci. Neexistuje antisérum,
kterym bychom rozliili monoklonalni lehké fetézce
od polyklonalnich. Volné lehkeé fetézce mizeme po-
zorovat pomérné &asto pfi imunofixaéni elektrofo-
réze sér nemocnych monoklonalnimi gamapatiemi
jako ostry gradient, ktery nekoresponduje s gradi-
entem kompletni molekuly paraproteinu. V posled-
nich letech se zavedenim citlivych, vysoce speci-
fickych metod na stanoveni volnych lehkych fetézcl
v séru nachazi tato metoda nova uplatnéni a vzrls-
ta jeji klinicky vyznam [3, 4, 5].
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Metody stanoveni

Kvantitativni stanoveni VLR bylo poprvé popsano
v 1. 1965 Tanem a Epsteinem [6] metodou radialni imu-
nodifuze. Od té doby byla pouzita fada metod ke sta-
noveni VLR (tab. 1). Metody stanoveni VLR jsou radial-
ni imunodifuze, imunonefelometrie, imunoturbidimetrie,
RIA a ELISA. Pivodni metodou pro kvantifikaci VLR
byla radialni imunodifuze (RID) ¢asto ale s pouzitim
antiséra proti volnym i vazanym lehkym fetézcim
[9, 10, 15, 16]. Tato metoda byla také malo citliva. Limit
detekce byl mezi 5-20 mg/l. Zvratem ve vySetfovani
VLR byl r. 2001, kdy Bradwell et al. [13] uvetejnili citli-
vou a automatizovanou imunochemickou metodu na
jejich stanoveni. V soucasnosti jsou nejvice v praxi
vyuzivany nefelometrie a turbidimetrie pro svou rych-
lost a jednoduchost stanoveni. Pouzivaji se protilatky
proti vnitfnim epitopdm lehkych fetézcu, které jsou
v kompletni molekule imunoglobulinu nedostupné. Pre-
sto jednim z hlavnich problém stanoveni VLR je zkFi-
zena reakce s lehkymi fetézci vazanymi v intaktnich
imunoglobulinovych molekulach. Anti VLR antiséra maji
pramérnou zkfiZzenou reakci 0,1 % [2], coz je pficinou
zminénych obtiZi, napf. vzorek obsahuijici 10 mg/l VLR
a paraprotein IgG-kappa o koncentraci 10 g/l, pfi 0,1 %
zkfizené reakci s vazanymi lehkymi fetézci poskytne
kone¢ny vysledek VLR dvojnasobny, tj. 20 mg/l. Proto-
ze u mononoklonalnich gamapatii se vétSinou jedna
o nadprodukci jen jednoho antigenniho typu lehkych fe-
tézcu, je vyhodné vyjadfovat tuto dediferenciaci
v syntéze VLR indexem kappa/lambda, ktery byva
v téchto pozorovanich abnormalni [3]. Vyjimkou jsou
ovSem zdvojené monoklonalni gamapatie s rozdilnym
typem lehkych fetézcl, u kterych stanoveni indexu
kappa/lambda nema vyznam. Dalsi limitaci stanoveni
VLR je, jak jsme se jiz zminili, zkresleni vysledku pfi-
tomnosti polyklonalnich VLR v séru. Vyznamnym pro-
blémem stanoveni VLR je standardizace tohoto vy$et-
feni. Dosud chybi mezinarodni referenéni material. Je
tézke validovat kalibrator pro velkou strukturalni hete-
rogenitu lehkych fetézcu, ktera mize byt jesté modifi-
kovana ucinkem pH, polymerace a oligomerace. Ke
kompenzaci této variability se pouzivaji ke kalibraci
smési 3—30 klonalné rozdilnych Bence-Jonesovych bil-
kovin (BJB). Tento ,BJB koktejl“ poskytuje pramér

Table 1. Methods for free light chains of immunoglobulins

z rozdilnych antigennich referenénich materialt. Néktefi
autofi pouzivaji jako referenéni material polyklonalni
VLR. Carr-Smith et al. [17] pfipravili monomery mole-
kul VLR redukci a alkylaci polyklonalniho IgG a pouZili
je jako primarni kalibracni material. Navzdory vysoké
citlivosti metod na stanovenmi VLR v séru existuiji vzor-
ky sér, ve kterych je stanovena normalni (negativni)
koncentrace VLR, ale imunofixaci jsou prokazany mo-
noklonalni lehké fetézce. Katzmann [3] to vysvétluje
limitovanym poc¢tem antigennich mist specifickych pro
VLR a vysokou incidenci $tépQ lehkych fetézct u amy-
loiddzy. Tyto paradoxni vysledky mohou byt zplisobe-
ny také variabilitou polyklonalnich antisér proti VLR,
ktera mlze vyustit v rliznou imunoreaktivitu jednotli-
vych monoklonalnich VLR a je pozorovéana i mezi jed-
notlivymi Sarzemi souprav na stanoveni VLR.
V poslednich letech se problémy se stanovenim VLR
zabyva fada praci [2, 17, 18, 19, 20].

Normalni referenéni rozpéti koncentraci VLR kolisa
pro VLR kappa mezi 1,2-43,5 mg/l a pro VLR lambda
mezi 3,8-55,2 mg/l. U komer€nich souprav nejcastéji
v klinickych laboratofich pouzivanych ,FreeLite”, (the
Binding Site Ltd. Birmingham, UK) je uvadéno rozpéti
referenénich hodnot pro VLR kappa 3,3-19,4 mg/l, pro
VLR lambda 5,7-26,3 mg/l a pro index kappa/lambda
jsou to hodnoty 0,26—1,65. Hladina VLR v séru zdra-
vych jedincu stoupa s vékem a zfetelné zvySeni hod-
not je pozorovano u osob nad 80 let. Hodnoty VLR v mogi
nekolisaji tak vyznamné jako v séru. Referen¢ni
hodnoty VLR v moé&i se uvadsji pro fetézce kappa
1,25-5,5 mg/l, pro VLR lambda 0,51-3,2 mg/l a pro in-
dex kappa/lambda 0,82—-3,0. Niz&i variabilita VLR v mogi
je pravdépodobné vysledkem niz§i koncentrace intakt-
nich imunoglobulint v normalni moci. Nejspecifictéjsi
metodou na stanoveni VLR se zda ELISA, ktera kom-
binuje dvé protilatky proti VLR a dosahuije zkfizené re-
akce s vazanymi lehkymi fetézci nizsi nez 0,01 %. Tato
metoda by méla byt vhodna pro stanoveni VLR v mog&i
a v cerebrospinalni tekutiné (pro priikaz intratekalni tvor-
by protilatek).

Od 60. let minulého stoleti byla pro stanoveni VLR
pouzita rdzna antiséra, nejcastéji krali¢i nebo praseci.
Specificka antiséra se pfipravuji imunizaci zvifat Ben-
ce-Jonesovou bilkovinou. Pfipravené antisérum je
podrobeno absorpci s imunoglobuliny G, A a M nebo

Publication Year Method Antibody Sample

Tan and Epstein [6] 1965 RID polyclonal Ab Serum/Synovial fluid
Mann et al. [7] 1969 RIA polyclonal Ab Culture supernatant
Peterson et al. [8] 1971 Turbidimetry polyclonal Ab Urine

Cole et al. [9] 1978 RID anti total pAb Serum/Urine
Tichy and Hrnéif [10] 1982 RID anti total pAb Serum/Urine
Axiak et al. [11] 1987 Competitiv. EIA monoclonal Ab Serum/Urine
Abe et al. [12] 1998 ELISA monoclonal Ab Serum/Urine
Bradwell et al. [13] 2001 Nephelometry polyclonal Ab Serum/Urine
Nakano et al. (14] 2004 ELISA mono. + polycl. Ab Serum/Urine

According to Nakano et al. Clin. Chem. Lab. Med., 2006, 44, 5, 522-532 [17].
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s Cohnovou frakci Il na odstranéni protilatek, které re-

aguji s vazanymi lehkymi fetézci. Jen velmi malo stu-

dii pouziva monoklonalini protilatky proti VLR, pravdé-

podobné pro obtiznost produkce specifickych

a spolehlivych monoklonalnich protilatek proti VLR

a pro jejich limitovanou pouzitelnost v imunologickych

metodach [17].

Katzmann [3] shrnul limitace stanoveni VLR

v podstaté do ¢ty bodu:

1. zkfizena reakce s vazanymi lehkymi fetézci,

2. chybgjici standardizace vysetieni,

3. stanoveni indexu kappa/lambda u biklonalnich ga-
mapatii (asi 2—4 % MG),

4. ¢ast vzorkl pozitivnich na paraprotein imunofixaci
je pfi stanoveni VLR negativni. Bradwell [1] naproti
tomu vymezil podminky, které by mél spinit idealni
test na stanoveni VLR:

1. Mélo by jit o citlivy test identifikujici vSechny
nemocné monoklonalnimi gamapatiemi.

2. Stanoveni VLR by mélo byt opravdu kvantitativni.

3. Test by mél mit vysokou specificitu bez interfe-
renci s vazanymi lehkymi fetézci.

4. Metoda by méla umoznovat stanoveni na rliz-
nych laboratornich pfistrojich.

Klinické vyuziti stanoveni VLR

| kdyz jsme idealnimu testu v sou€asnosti zna¢né
vzdaleni, stanoveni VLR si nachazi v klinické praxi
stale SirSi uplatnéni. Prvni klinické studie se stanove-
nim VLR v séru byly u nemocnych mnoho&etnym
myelomem s paraproteinem z monoklonalnich lehkych
fetézcu (tzv. light chain disease, nemoc z lehkych
retézcll, Bence Jones multiple myeloma). Pocet téchto
nemocnych neni zanedbatelny, tvofi 1520 % vSech
nemocnych mnohocetnym myelomem. V klinickych
studiich byla abnormalni koncentrace VLR prokazana
v séru vSech téchto nemocnych, kdezto pfi elektrofo-
réze nebyl u nékterych nemocnych M-gradient pozo-
rovan. Vyznamnym vyuZitim VLR je jejich stanoveni
u primarni amyloidézy (AL). Jde o onemocnéni, u né-
hoz jsou amyloidova fibrila tvofena monoklonalnimi
lehkymi fetézci imunoglobulind. Depozita téchto amy-
loidovych fibril poSkozuji nékteré organy (napf. ledvi-
ny, srdce). Asi 28 % nemocnych AL-amyloidézou nema
detekovatelny monoklonalni protein v séru imunofixa-
ci. Stejné jako u nemoci z lehkych fetézct i u téchto
nemocnych mize byt prokazana abnormalni koncen-
trace VLR v séru a abnormalni index kappa/lambda
témeér u vSech nemocnych (v 91 % pozorovani). Vy-
znamnym klinickym uplatnénim je stanoveni VLR
v séru nemocnychs nesekretorickym myelomem. Toto
onemocnéni je pomérné vzacné, tvofi asi 3—4 % ne-
mocnych mnoho¢etnym myelomem. U téchto nemoc-
nych nelze elektroforetickymi metodami prokazat pa-
raprotein v séru a v moci, avSak vice nez 70 % téchto
nemocnych ma pozitivni VLR v séru. Klinické studie
prokazuji, ze VLR jsou abnormalni v séru az 95 %
nemocnych mnohocetnym myelomem a doutnajicim
myelomem (smoldering myeloma) a ve 30 % sér ne-
mocnych monoklonalni gamapatii nejistého vyznamu
(MGUS).

VLR maji v krvi velmi kratky polo¢as — kappa fetéz-
ce 2—4 h a lambda fetézce 3-6 h a z tohoto diivodu
slouzi jejich monitorovani k rychlému hodnoceni Uspés-
nosti terapeutickych zasah u nemocnych mnohocet-
nym myelomem. Stanoveni VLR Ize vyuzit také jako
potencialni prognosticky marker pro urceni rizika pro-
grese MGUS v maligni monoklonalni gamapatii. V r.2006
se stalo stanoveni VLR sougasti doporu¢enych metod
NACB pro vySetfovani séra a mo¢e u nemocnych mo-
noklonalnimi gamapatiemi [21]. Jde pfedevSim o dia-
gnostiku a sledovani nesekretorického myelomu,
AL amyloidézy, MGUS a nemoci z lehkych fetézcu.
V r.2006 takeé pfijala IMWG (International Myeloma Wor-
king Group) nova kritéria pro hodnoceni odpovédi na
[é¢bu u mnohocetného myelomu [22], ktera stanoveni
VLR a indexu kappa/lambda pfimo vyZaduiji.

Zaver

Pfes vyrazna klinicka uplatnéni VLR v poslednich
letech zUstavaji i Getné pochybnosti a nejasnosti, jak
z hlediska podminek stanoveni, tak z hlediska klinic-
kého vyuziti. Z klinického hlediska jsou popisovany jak
faledné negativni, tak i faledné pozitivni hodnoty VLR
a indexu kappa/lambda. Z metodického pohledu je fada
limitaci, které jsme se snazili vtomto sdéleni zminit
a kterym se vénuiji i dalSi sdéleni v tomto Cisle ¢asopi-
su Klinicka biochemie a metabolismus. Zadny test sam
0 sobé neni idedlni pro prikaz paraprotein(i v séru
a v moci. Hlavnimi metodami k detekci paraprotein(
v séru a v moci zUstavaji elektroforéza bilkovin a imu-
nofixaéni elektroforéza. Stanoveni VLR je uZiteéné za-
tim pfedevSim u téch nemocnych, ktefi nemaji klasic-
kymi metodami méfitelny paraprotein v séru a/nebo
v modi. V blizké budoucnosti by méla byt objasnéna
zejména fada metodickych nejasnosti a to umozni zvy-
Sit i klinicky vyznam stanoveni VLR.
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