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SOUHRN

Cil: Ovéreni zakladnich vlastnosti analyzy volnych lehkych fetézcd v séru.

Metody: Imunoturbidimetrické stanoveni s pouzitim diagnostické soupravy FreeLite firmy The Binding Site, adaptované
na analyzator Modular Roche. Metoda ELISA, pouzita v soupravé firmy BioVendor.

Vysledky: Hodnoty stanovené u souboru darcd krve muzd a Zen. Index kappa/lambda imunoturbidimetrii 0,53—1,92;
metodou ELISA 0,24-1,17.

Presnost méreni kappa imunoturbidimetrii 5,6—6,9 %, metodou ELISA 6,6—11,0 %, lambda imunoturbidimetricky 6,1 az
9,2 %, metodou ELISA 7,3-8,6 %.

Studovali jsme vliv fedéni vzorkl na vysledky analyz a potvrdili jsme potfebnost ovéfovani stupné fedéni u kazdého
patologicky zménéného vzorku.

Regresni analyzou byla uréena rovnice y = -9,84 + 1,53 x a korelaéni koeficient r = 0,73.

U imunoturbidimetrie bylo ve sledované populaci nalezeno 58,9 % vysledkd hodnocenych jako patologickych, metodou
ELISA 45,5 %. U 4,5 % patologickych vysledk(l byla nalezena neshoda mezi obéma metodami. U vysledkd uvnitf
referen¢niho intervalu byly nalezeny neshody u 17,8 % pozorovani.

Diskuse: Hlavnimi problémy uspéSného pouziti stanoveni volnych lehkych fetézcu jsou validita referenénich
intervald, fedéni vzorkl individudlnich pacientd, diference v diagnostické klasifikaci pfi pouziti rliznych metod.
Zavér: Stanoveni volnych lehkych fetézcl v séru nelze prozatim povazovat za Uplné rutinni zalezitost, vyzaduje peclivou
pfipravu vzorkd a analyzu vysledk( podminénou nadstandardni drovni odbornosti laboratorniho personalu.
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SUMMARY

Vavrova J., Friedecky B., Tichy M., Hole¢kova M., Maisnar V., Hajek R.: The determination of free light chains by
immunoturbidimetry and ELISA

Objective: Verification of measurement procedures for serum free light chains analysis.

Methods: Immunoturbidimetric measurement with using the FreelLite kit (The Binding Site), adapted on the Modular P
(Roche). ELISA method performed by kit BioVendor.

Results: The ratio kappa/lambda of blood donors values in men and women was from 0.53 to 1.92 by use FreeLite kit
and from 0.24 to 1.17 by ELISA method. We obtained measurement precision as follows: kappa (FreeLite) 5.6—6.9%,
6.6-11.0% (ELISA), lambda 6.1-9.2% by FreeLite and 7.3-8.6% by ELISA kit.

We assessed the influence of sample dilution on the results. It is necessary to verify dilution in each pathologically
changed sample.

Regression analysis is expressed by equation y = -9.84 + 1.53 x and Pearson regression coefficient is r = 0.73.

We found 58.9% results obtained with immunoturbidimetry, but only 45.5% of results obtained by ELISA method out off
reference limit. Four and a half % of pathologic results showed disagreement frequency in paired results while in results
inside reference interval there was a disagreement frequency even 17.8%.

Conclusion:ltis unsuitable to consider the measurement of free light chains in serum as a routine event. This determination
requires careful work and high professional level of laboratory personal.

Key words: serum free light chains, ELISA, immunoturbidimetry.

Uvod

VoIné lehké Fetdzce v séru (dale VLR) slouZi jako je-
den z nastrojli diagnostiky a sledovani lé¢by monoklonal-
nich gamapatii. Vyznam tohoto vy$etfeni vyrazné vzrostl
po zverejnéni rychlé automatizované metody stanoveni
v roce 2001 [1].V soudasné dobé je pouziti stanoveni VLR
k diagndze a sledovani 1é¢by vybranych chorob asocio-
vanych s monoklondlni gamapatii pfedmétem nékterych
vyznamnych lékafskych doporuceni — guidelines [2, 3].

NejpropracovangjSi zavéry pro diagnostické a tera-
peutické pouziti VLR jsou zaloZeny na pouZziti jediné
diagnostické soupravy FreeLite firmy The Binding Site.

Naproti tomu kolektiv japonskych autord publikoval od
roku 2003 soubor praci zabyvajicich se metodou sta-
noveni VLR v séru, zaloZenou na principu ELISA [4].

ZkusSenosti ukazuiji, ze vliv rozdilnych metod stano-
veni, zalozenych na imunoanalytickych principech,
mize byt velmi vyznamny zejména pro ziskané dia-
gnostické a terapeutické zavéry.

Seznameni se zakladnimi parametry, problémy
a rozdily mezi dvéma principialné rozdilnymi analytic-
kymi metodami stanoveni VLR jsou pfedmétem tohoto
sdéleni. Jde o metody FreeLite, pouzivajici imunoturbi-
dimetrického méfeni (vyrobce The Binding Site),
a metodu ELISA (vyrobce BioVendor).



Material a metody

Mérici systémy

Pro méfeni koncentrace volnych lehkych fetézcu
byly pouzity diagnostické soupravy Human Immuno-
globulin Free Light Chains Kappa and Lambda ELISA
(BioVendor Laboratory Medicine, Inc., Ceska republi-
ka) a soupravy FreeLite Human Kappa Free kit For
use on the Hitachi 911/912/917/Modular P a FreeLite
Human Lambda Free kit For use on the Hitachi 911/
912/917/Modular P firmy The Binding Site Ltd. (Velka
Britanie). Imunoturbidimetricka méfeni byla provadé-
na na analyzatoru Modular P fimy Roche, SRN. Meto-
da pouziva polyklonalni monospecifické protilatky
a méfi vznikly komplex antigenu a protilatky pfi vino-
vé délce 600 nm. Metoda ELISA predstavuje sendvi-
¢ovou enzymoimunoanalyzu vyuzivajici monoklonal-
ni protilatky uréené pro stanoveni koncentrace volnych
lehkych fetézcu v séru, plazmé, nebo moc¢i. Imunore-
akce byla vyhodnocovana fotometricky pfistrojem
PowerWave XS (Biotek Instruments, SRN) pfi vinove
délce 450 nm.

Material

Vzorky sér byly ziskany od darct transfuzniho od-
déleni FN Hradec Kralové (20 muzu ve véku od 41 do
64 let, 20 Zen ve véku od 42 do 59 let) a od pacient
nemocni¢ni populace, u nichz bylo v souvislosti
s kontrolou terapie pozadovano rutinni vy$etfeni pri-
kazu paraproteinu imunofixaci. Vzorky byly do doby
analyz sér ulozeny pfi -20 °C.

Pro vnitini kontrolu kvality byly pouzity kontrolni
materialy fyziologickych a patologickych hladin doda-

Table 1. Reference intervals

vané vyrobci jako souéast méficich systému. Ke sta-
tistickému zpracovani vysledkd byl pouzit program
MedCalc (Belgie).

Vysledky

V tabulce 1 jsou uvedeny referenéni intervaly pro
hodnoty koncentraci volnych lehkych fetézcl kappa,
lambda a indexu kappa/lambda. Tento index je hlavnim
udajem pro klinickou interpretaci vysledk(. Tabulka 1
konfrontuje udaje uvadéné vyrobci obou pouzitych dia-
gnostickych souprav v jejich pracovni dokumentaci
a data ziskana v nasi laboratofi analyzou mensiho sou-
boru darct krve. Z dat je zfejmé, Ze patrné existuji di-
ference mezi hodnotami ziskanymi rGznymi méficimi
systémy a také zavislost hodnot na pohlavi referenc-
nich jedincd. Nejméné patrné rozdily mezi metodami
a skupinami jsou u indext kappa/lambda.

Mezilehla pfesnost méreni sledovanych diagnos-
tickych kitll byla vyhodnocena méfenim kontrolnich
materialll dodanych vyrobci jako sou¢ast méficich sy-
stém(l na dvou koncentraénich hladinach (tab. 2). Hod-
noty presnosti dosazené v naSem experimentu byly
podobné hodnotam uvadénym obéma vyrobci v jejich
pracovni dokumentaci. Kontrolni materialy vyrobcl
nejsou navzajem zaménitelné (komutabilni). Vzajem-
ny vztah obéma méficimi postupy paralelné namére-
nych hodnot (vyjadfenych indexem kappa/lambda)
vyjadfuje rovnice regresni pfimky: y = -9,84 + 1,53 x,
kde hodnoty x odpovidaji méfeni FreeLite, y ELISA
postupem pfi poctu méfeni n=210. Korelaéni koefici-
ent byl r = 0,73.

ELISA Immunoturbidimetry
x [mg/l % [mg/l] K\ « [mg/l] % [mg/l] K /A
Manufacturer
Mean 1073 16.89 0.665 8.36 13.43 0.630
sD 5.98 8.29 0.295
Eetimation of 3.44-28.84 7504220 | 0.230-1.852 3.3-19.40 571-26.30 | 0.260-1.650
Blood donors, n = 40
Mean 1150 17.40 0.707 14.19 12.14 1.225
sD 3.74 6.93 0.236 3.43 3.55 0.355
Eetimation of 4.17-18.82 3.81-30.98 | 0.244-1170 | 7.46-20.93 518-19.10 | 0.530-1.921
Blood donors — men, n = 20
Mean 12.24 18.19 0.731 14.66 11.73 1.336
sD 3.31 7.08 0.255 3.75 3.69 0.450
Eemation of 5.75-18.74 4.31-32.06 0.231-1.232 7.32-22.00 450-18.95 | 0.454-2.218
Blood donors — women, n = 20
Mean 1075 16.60 0.683 13.76 12.54 1421
sD 4.06 6.86 0.219 3.14 3.46 0.191
Eemation of 2.79-18.70 3.15-30.06 | 0.254-1.114 | 7.60-19.92 5.76-19.32 | 0.747-1.494
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Table 2. Precision measurement

Kappa Lambda
low high low high
ELISA
Interval of target value [mg/I] 5.38-8.06 20.60-31.00 8.46-12.70 47.20-70.80
n 20 22 20 22
Mean [mg/I] 6.68 26.24 10.19 54.74
SD [mg/l] 0.73 1.74 0.74 4.69
CV [%] 10.98 6.63 7.28 8.57
Immunoturbidimetry

Interval of target value [mg/l] 12.00-18.00 23.9-35.9 26.20-39.30 50.3-755
n 15 15 15 15
Mean [mg/l] 12.80 30.36 28.39 62.55
SD [mg/I] 0.89 1.69 1.74 5.77
CV [%] 6.93 5.57 6.11 9.22

Table 3. Influence of used measurement systems on the diagnostic classification

. . Disagreement frequenc
Total number of Positive Negative I isr"l paired rest?lrs Y
classified results

Both positive Both negative

n =202 n Yo n Yo % %
ELISA
(0.230-1.852) 92 45.5 110 54.5 it 8
Immunoturbidimetry ’ '
(0.260-1.650) 119 58.9 83 411

Classified by means of manufacturer cut-off values the kappa/lambda index

Pocty pozitivnich a negativnich nalezt byly vyhod-
noceny pomoci indexl kappa/lambda [5, 6] podle vy-
robci uvadénych rozhodovacich limit. Obé diagnostic-
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ké soupravy se hodnocenim podle téchto kritérii vy-
znamné lisi (tab. 3). Rozdilna klasifikace pozitivnich
a negativnich nalezl byla pozorovana v cca 14 % pfi-
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Fig. 1. Calibration curves for FreeLite (The Binding Site)
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padl. Asi u 5 % vysledkd s hodnotami nad cut-off
u obou metod byla nalezena neshoda diagnostickych
klasifikaci. V pripadé, ze byly vzorky klasifikovany jako
negativni obéma metodami, byla zaznamenana nesho-
da diagnostické klasifikace u témér 18 % pfipadl. Po-
kud byly obéma metodami klasifikovany jako pozitivni,
bylo neshodnych cca 5 % parovych vysledkd.
Kliovym problémem stanoveni VLR je fedéni vzor-
ki. V pfipadé pFili§ vysokych koncentraci VLR do-
chazi k pfebytku antigenu v reakéni smési [7], po-
kud jsou koncentrace pfili§ nizké, dochazi ke snizeni
citlivosti. V obou pfipadech to vede k nespravnym
vysledkiim se zavaznymi dusledky pro diagnostiku
a monitorovani. K spolehlivému uréeni hodnoty inde-
xu kappa/lambda je pfitom nezbytné spravné stano-
veni hodnot VLR jak v oblasti snizenych, tak i zvy-
genych koncentraci. Redéni vzorku u metody FreeLite
na Modularu je naprogramovano a provedeno auto-
maticky v rozsahu 9-81krat pro stanoveni lambda
a 6-51krat pro stanoveni kappa. Vychazi z dat pra-
covniho rozsahu méreni. Pokud je nutné pouzit vys-
stupem. U metody ELISA doporucuje pracovni navod
vyrobce poc¢atecni fedéni vzorku 200krat a v pfipadé
vysokych koncentraci VLR Fed&ni 2000kréat a konfir-
macni fedéni 20000krat. Pfi vysledcich méfeni pod
Redi se manualng. Obrazek 1 zobrazuje kalibragni
zavislost stanoveni VLR metodou FreeLite, Modular.
Pracovni rozsah méfeni je pro zakladni fedéni (9krat
pro lambda a 6krat pro kappa) 7-93 mg/I (lambda),
respektive 3,7-56,2 mg/l (kappa). Obrazek 2 pred-
stavuje kalibra¢ni zavislost méreni kappa a lambda
metodou ELISA pro zakladni fedéni 200krat. Pracovni
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Fig. 2. Calibration curves for ELISA (BioVendor)

rozsah méfeni je pro kappa 2—64 mg/l a 3,5-172 mg/I
pro lambda fetézce. Obrazek 3 zobrazuje vysledky
diluénich pokusu u metody ELISA.

Vysledky demonstruji potfebu individualniho pfistu-
pu ke kazdému patologickému vzorku. Pokud se ne-
zvoli u kazdého vzorku relevantni fedéni, je nemozné
dosahnout relevantnich vysledkud. U vétSiny patologic-
ky zvy$enych vzork( vystac¢ime postupem ELISA s
fedénim vzorku 200 a 2000krat, u extrémné vysokych
koncentraci je vyrobcem doporuc¢eno fedéni 20000krat.
Z nasich vysledkd vSak plyne, Ze by pro tyto vzorky

nani v obrazcich 3a) a 3b).
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Fig. 3. Dilution curves for ELISA method

Diskuse

Misto referenénich interval(i [8] jde opravdu o oce-
kavané hodnoty, jak uvadi vyrobce kitu FreeLite ve své
pracovni dokumentaci. V nedavné dobé bylo publiko-
vano, ze diagnosticka souprava FreelLite poskytuje vy-
znamné odlisné hodnoty dokonce podle toho, na kte-
rém pfistroji byla adaptovana, a ze obecné referencni
intervaly pro tuto soupravu neexistuji [9]. Nejlepsi sho-
da je v hodnotach indexd kappa/lambda, ¢emuz odpo-
vida skutecnost, Ze jde o rozhodujici parametr.

Udaje obou vyrobcl o pfesnosti byly ponékud pfi-

U FreeLite uvadéji rozmezi 4,1-7,3 % pro kappa a 6,3
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az 9,5 % pro lambda. BioVendor uvadi pro kappa
6,9-7,0 % a pro lambda 5,9-6,8 %.

U obou diagnostickych souprav je zapotfebi véno-
vat pozornost kazdému vzorku individualné. U fady
z nich se dospéje k pouzitelnému vysledku az po né-
kolikerém opakovani pfi riznych fedénich. Nelze tedy
dost dobfe pfedem odhadnout pocet vySetfeni, které
Ize provést z jednoho baleni diagnostickych kitu.

Zaver

Podle nageho nazoru neni stanoveni VLR UpIné ru-
tinni zalezitosti, protoze vyzaduje peclivou pfipravu
vzorku a analyzu vysledk( individualnich pacient( pod-
minénou nadstandardni urovni odbornosti laboratorniho
personalu.
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