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SOUHRN

Cil:V ramci externi kontroly kvality SEKK, Gamapatie GP2/08 obdrzelo 64 ¢eskych klinickych laboratofi a 15 slovenskych
laboratofi vzorek moci od nemocné mnohocetnym myelomem s Bence Jonesovou bilkovinou typu lambda.

Metody: Laboratore provedly typizaci paraproteinu v moci imunofixaci a stanoveni celkové koncentrace bilkoviny v moci
rznymi metodami, pfedevsim turbidimetrii, metodou s pyrogallovou €erveni a s biuretovym ¢inidlem.

Vysledky: Ziskané vysledky byly vyznamné rozdilné. Metodou vysokorozliSovaci dvourozmeérné elektroforézy s nasled-
nym westernblottingem byly ve zkoumané moci prokazany predevsim fragmenty lehkych fetézct lambda o molekulové
hmotnosti 12 000 Da.

Zavér: Stanoveni koncentrace celkové bilkoviny v mogi je z rdznych divodl pomérné obtizné. Tato skutecnost je jesté
zvyraznéna pfi pfitomnosti fragmentt Bence Jonesovy bilkoviny v moci, jak prokazala i tato prace.

Klicova slova: Bence Jonesova bilkovina, koncentrace bilkoviny v moci, fragmenty lehkych fetézcl imunoglobuling.

SUMMARY

Tichy M., Maisnar V., Stulik J., Vavrova J., Friedecky B., Pali¢ka V., Spirkova J., Zaloudkova L., Hernychova L.,
Spacilova J., Buchler T., Hajek R.: Determination of total protein concentration in urine with positive Bence
Jones protein

Background: The optimal method for the measurement of urinary monoclonal free light chain (FLC) concentration has
not been established. We have carried out an external quality control assessment with the participation of 79 clinical
biochemistry laboratories from the Czech Republic and Slovakia.

Methods: The laboratories received a reference urine sample obtained from a patient with multiple myeloma and lambda
FLC proteinuria and were asked to type the paraprotein using immunofixation and to measure total urinary protein using
their established method, most commonly turbidimetry, pyrogallol red assay, and biuret assay.

Results: There was a very wide inter-laboratory variability in the protein concentration readouts with up to three-fold
difference in some cases. High-resolution two-dimensional electrophoresis showed that a high proportion of the urinary
paraprotein was composed of lambda light chain fragments with molecular weight of 12 kDa.

Conclusions: Our results highlight the challenges of reliable and reproducible measurement of urinary protein concent-

ration in the presence of urinary FLCs.

Key words: Bence Jones protein, proteinuria, immunoglobulins, free light chains, monoclonal gammopathies.

Uvod

Vyznamnym objevem v |ékarstvi 19. stoleti byl
prikaz tzv. Bence Jonesovy bilkoviny(BJB) v moci
nemocného mnoho€etnym myelomem. Az v roce
1962 Edelman a Solomon prokazali, Ze tato bilkovina
s neobvyklymi precipitaénimi vlastnostmi je tvofena
volnymi monoklondlnimi lehkymi Fetézci imunoglo-
bulind. Stanoveni koncentrace bilkoviny v moc¢i (pro-
teinurie) je obtizné a Zadna ze soucasnych metod
nesplhuje piné analytickd a medicinska kritéria. Tyto
obtiZe jsou jesté zvyraznény pfi pfitomnosti monoklo-
nalnich lehkych fetézcl v moci. K ovéfeni schopnosti
laboratofi kvantifikovat proteinurii s pfevazujicim
nalezem volnych monoklonalnich lehkych fetézcl
imunoglobulind jsme vyuzili externiho kontrolniho
cyklu SEKK Gamapatie GP2/08, kterého se ucast-
ni nékteré ceské a slovenské klinické laboratore.
Vysledky uvadime a komentujeme v tomto sdéleni.

Metody

PFi kontrolnim cyklu Gamapatie GP2/08, SEKK
vySetfilo vzorek B (kterym byla mo€) 64 ¢eskych a
15 slovenskych laboratofi, tj. dohromady 79 labo-
ratofi. Laboratofe provedly typizaci paraproteinu
v moci imunofixaci. Dale stanovily celkovou bilkovinu
v moci (vzorek B) témito metodami: s pyrogallovou
Cerveni (set fy Pliva Lachema 4 laboratore, Olympus
7 laboratofi, Beckman 4 laboratofe; set fy BLW 3
laboratofe, Randox 3 laboratofe a po 1 laboratofi od
sety fy Thermo, BioVendor, Roche, Siemens-DADE a
Human). Dohromady pouzilo metodu s pyrogallovou
Cerveni sety rlizné provenience 26 laboratofi. Metodu
s biuretovym ¢&inidlem pouzilo 9 laboratofi (5 setem
od fy Olympus, 2 setem od fy Roche a 2 setem od
fy Abbott). Nejvice laboratofi stanovilo koncentraci
bilkoviny v moci turbidimetricky (22 laboratofi setem
fy Roche, 9 setem fy Skalab, 3 setem od fy Abbott a



po jedné laboratofi sety fy Siemens — Bayer a DOT
Diagnostics). Osm laboratofi pouzilo jiné metody
— jin4 barviva nez pyrogallovou ¢erven nebo biuret,
nefelometrii apod.

Kontrolni vzorek moce byl ziskan od 77leté nemoc-
né mnohocetnym myelomem s paraproteinem tvore-
nym volnymi lehkymi fetézce lambda, ktera byla 1éCena
kombinaci MPT — metotrexat, prednison, thalidomid.
Vzorek moci byl konzervovan pfidanim azidu sodného
(2 mg/l). Pro blizsi charakterizaci bilkovin obsazenych
v kontrolnim vzorku moce byla pouzita metoda vyso-
korozliSovaci dvourozmérné elektroforézy s nasled-
nym westernblottingem [3] se specifickou protilatkou
proti lehkym fetézcim lambda (Sebia, Francie). Volné
lehké fetézce lambda ve vzorku modi byly také stano-
veny soupravami ,FREELITE®, vyrobce The Binding
Site Ltd., Velka Britanie.

Vysledky

Vysledky stanoveni koncentrace volnych lehkych
fetézcl lambda v moci rdznymi metodami v ramci
systému externi kontroly kvality SEKK GP2/08 uvadi-
me v tabulce 1. Z dat plyne naprosta nesrovnatelnost
vysledk(l dosazenych jednotlivymi metodami. PFitom
pfi stanoveni bilkoviny v moci kteroukoliv z nejéastéji
pouzivanych metod (biuret, pyrogallova Cerven, turbidi-
metrie) jsou tyto metody pfi proteinurii bez pfitomnosti
BJB dobfe klinicky vyuzitelné. O tom svéd¢i externi
kontrola kvality SEKK AM1/08 U-TP s témito vysledky:
biuret, n =26, CV% = 6,4, pyrogallova ¢erveni,n= 119,
CV% = 5,8 a turbidimetrie, n =70, CV% = 8, (n = pocet
zucCastnénych laboratofi).

Table 1. Results of protein concentration measurement in a refe-
rence sample from a patient with lambda free light chains in urine
(SEKK, Gamapatie GP/08, System of External Quality Control in
the Czech Republic)

Number of Total protein in
Method . urine = SD
laboratories
[9/1]

Biuret assay 9 5.97 +3.28
Pyrogallol all kits 26 6.21 +0.98
red assay | Olympus kits 7 7.02+0.57
Other chromogenic o 3.26+0, 48
methods
Turbidimetry (BTC) 36 2.23+0.54
Other methods 6 3.98+1.91
FREELITE assay 1 8.53

Vysledek vysokorozliSovaci dvojrozmérné elek-
troforézy s naslednym blottingem je zobrazen na
obrazku 1.

Diskuse

Monoklonalni volné lehké fetézce imunoglobulinii
(tzv. Bence Jonesova bilkovina) byvaji prokazovany
v mo¢i nemocnych mnohocetnym myelomem, Wal-
denstromovou makroglobulinémii, pfi AL amyloid6ze

a u ,light chains deposition disease”. Mohou byt také
prokazany v moci nemocnych s lymfomy a chronickou
lymfatickou leukémii. Jejich pfitomnost v moc¢i nemoc-
nych s monoklonalni gamapatii nejasného vyznamu
(MGUS) je nepfiznivym prognostickym ukazatelem.
Velmi variabilni je molekulovd hmotnost Bence
Jonesovy bilkoviny [9, 10, 12]. V mocéi se vyskytuje
ve formé monomer( (22 000 Da), dimerd (44 000
Da), nebo fragmentl o nizké molekulové hmotnosti
(5 000-18 000 Da). Bence Jonesova bilkovina muze
také prokazovat vysoky stupen polymerace. V moci
se vyskytuje v koncentraci od nékolika mg/l az po
desitky g/l [11]. VSechny tyto skute€nosti ovliviuji
stanoveni BJB v moci. Klasicky termoprecipitaéni
test je nespolehlivy, malo citlivy a ma jen historic-
kou cenu. Indikatorové papirky na prikaz bilkoviny
v mo¢i vyuzivaji tzv. proteinové chyby nékterych pH
indikatord (Protein-error reaction). Tyto indikatory
(nejCastéji tetrabromfenolova modf) se v kyselé
oblasti pH barvi bez pfitomnosti bilkoviny Zluté
a v pfitomnosti bilkoviny (albuminu) reaguji jako
v alkalickém prostfedi se zabarvenim do zeleno-
modra. Diagnostické prouzky jsou vSak vétSinou
malo citlivé na BJB a nemusi jeji pfitomnost v moci
vlbec zaznamenat [10]. Pro prikaz monoklonalnich
volnych lehkych fetézcl imunoglobulind a jejich
typizaci je preferovano vySetfeni moce imunofixaéni
elektroforézou (zahusténé, popf. nafedéné). Nej-
Castéjsi metoda pro kvantifikaci bilkoviny v modi
je turbidimetrie s benzetonium chloridem. DalS$i
frekventovanou metodou je vyuziti vazby rGznych
barviv na bilkoviny, jako napf. pyrogallova Cerven,
coomassie modf apod. V mensi mife je vyuzivana
pro kvantifikaci proteinurie reakce s biuretovym ¢ini-
dlem. V8echny tyto metody jsou malo citlivé na mi-
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Fig. 1. Silver-Stained two-dimensional gel electrophoresis of urine
with lambda free light chains (pH = 4-7)

Klinicka biochemie a metabolismus 4/2009

253



kroproteiny obecné, a zvlasté na monoklonalni lehké
fetézce imunoglobulini [10]. Na velkou variabilitu
hodnot celkové bilkoviny v moci v pfitomnosti BJB
ukazuji i nase vysledky prezentované v této praci. Ke
studii jsme vyuZili vysledky externi kontroly kvality
SEKK, Gamapatie. Laboratofim byla jako kontroini
vzorek ,B“ rozesldna mo¢ od nemocné mnocetnym
myelomem IgG-lambda. Mo¢ obsahovala vysokou
koncentraci volnych monoklonalnich lehkych fetézct
lambda. Jak je uvedeno v tabulce 1, laboratofe dosly
podle pouzité metody k zna¢né rozdilnym vysledkim
pfi stanoveni koncentrace bilkoviny v moci. Metody
s pyrogallovou ¢erveni davaly asi trojnasobné vyssi
hodnoty nez metody turbidimetrické. Stanovili jsme
také koncentraci volnych lehkych fetézcl lambda
v tomto vzorku moci soupravami FREELITE, The Bin-
ding Site Ltd., Birmingham, Velka Britanie. Jsme si
védomi, Ze stanoveni volnych lehkych fetézct (FLC)
v moci témito soupravami neni zatim doporucovano.
Ziskali jsme hodnotu 8,531 g/I. Ziskané hodnoté se
nejvice blizi koncentrace bilkoviny v mo¢i stanovena
soupravami Urinary/CSF Protein fy Olympus. Tuto
metodu pouzilo 7 laboratofi s primérnym vysledkem
7,02 g/l £ 0,57¢g/l. Pfi opakovani stanoveni touto
metodou s peclivym fedénim jsme obdrzeli hodnotu
8,30 gl/l.

Rozdilné vysledky jsou zapf¥i¢inény fadou faktor(,
z nichz asi zname jen nékteré. PfedevSim variabilita
molekulové hmotnosti BJB je velka [4, 14]. V modi
muzeme nalézt monomery, dimery BJB, fragmenty,
nebo muze dochazet k polymeraci. Dvojrozmérnou
vysokorozliSovaci elektroforézou (viz obr. 1) jsme
nalezli v analyzovaném vzorku moci jak monomery BJB
lambda, tak fragmenty o 12 000 Da (v nélezu vysoce
prevazovaly), a dale fragmenty o jesté niz8i molekulové
hmotnosti (6000-8000 Da). Fragmenty FLC jsou z kli-
nického hlediska vyznamné, protoze jsou ve zvySené
mife amyloidogenni [4, 14].

Problematické je zatim stanoveni koncentra-
ce monoklonalnich FLC v mo¢i [1, 7, 13]. | kdyz
néktefi autofi navrhuji stanoveni poméru lehkych
fetézcl v moci, popf. v séru [11] jako alternativni
nebo dopliikovou metodu pro detekci BJB [5, 6,
8], koncentrace FLC v séru a v moc€i spolu nemu-
si korelovat, zavisi na funkci ledvin a nemusi byt
v poméru k aktivité a mase nadorové hmoty [11].
Také extremni rozpéti koncentraci FLC v moci od
mg az po nékolik gramu [11] a chybéjici standardi-
zace metod ke stanoveni FLC [2] z(stavaji otevre-
nym problémem. Beethem et al. [13] se domnivaji,
ze zatim stanoveni BJB v moci nelze opominout ve
screeningovém algoritmu pfi diagnostice monoklo-
nalnich gamapatii. Guidelines College of American
Pathologists proto doporucuji tuto nasledujici
proceduru pro vySetfeni mo¢e u monoklondlnich
gamapatii: stanoveni celkové bilkoviny ve vzorku
moce sbirané 24 hod., provedeni elektroforézy a
imunofixace v koncentrované moci, denzitometricky
scan piku po elektroforetickém rozdéleni bilkovin
moce a vypocet koncentrace BJB z poméru v
procentech k celkové bilkoviné stanovené v moci

[10]. Tato procedura ma fadu nedostatkl, zejména
pozadovaneé vysSetfeni celkové bilkoviny v modi, jak
ukazuje i tato prace. Doporucuje se proto sledovat
koncentraci BJB v moci u téhoz nemocného vzdy
stejnou metodou.

Na zékladé literarnich i naSich vySe uvedenych
poznatk( nezbyva nez zatim konstatovat, Ze stanoveni
celkové bilkoviny v moc€i poskytuje za pfitomnosti BJB
velmi kontroverzni vysledky.
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Zaujalo nas

Diskuse o glukometrech pokracuje

Casopis Clinical Chemistry je obohacen o nové
stranky s nazvem Q and A (Questions and Answers).
Jde 0 moderovanou, pisemné dokumentovanou diskusi
nékolika expertll o nékteré aktualni otazce laboratorni
mediciny. V ¢ervnovém Cisle byla zajimava diskuse
o0 moznostech aplikace hmotnostni spektrometrie
v endokrinologii a toxikologii, v srpnovém Cisle je
neméné zajimava diskuse o neustavajicich problémech
méfeni glukozy v krvi glukometry.

V diskusi byl feSen problém, zdali intenzivni sledova-
ni glukozy (tight glucose control) u kriticky nemocnych
pacientl, zejména pak u pacientl I[é¢enych intravendz-
nimi infuzemi inzulinu, mGze byt provadéno glukometry.
Pokusim se ve zkratce o souhrn zavéru z diskuse, které
by mohly zajimat laboratorni pracovniky nejvic a na
nichz se Ctyfi diskutujici veelku shodli.

* Jakou maximalni chybu by mélo mit méfeni glukome-
try pfi selfmonitoringu pacientl s diabetem Il typu?
95 % vysledkl by mélo mit niz§i chybu nez 15 % vUci
referenéni metodé. Ve srovnani s platnou normou ISO
15197 je to pfisnéjSi pozadavek. Ta pozaduje, aby bylo
95 % vysledku s chybou < 20 % pro koncentrace > 4,2
mmol/l a < 0,86 mmol/l pro koncentrace < 4,2 mmol/l.
e Jakou maximalni chybu by mélo mit méfeni glu-
kometry pfi monitoringu pacient v kritickém stavu
s intravendzni infuzi inzulinu?

— < 15 % pro koncentrace vyssi nez 11 mmol/l,

— < 0,6 mmol/l pro koncentrace niz&i nez 5,6 mmol/l.

* Obecné pozadavky na kvalitu glukometr(:

1. Sledovani kriticky nemocnych pacientd vyZzaduje
kvalitnéjsi glukometry nez selfmonitoring, diabetes
| typu lep8i nez diabetes Il typu.

2. Sledovani glukdzy v krvi u kriticky nemocnych paci-
entl by bylo v zdsadé mozné, kdyby byly k dispozici
dostate¢né kvalitni glukometry a také kvalitni obsluha.
3. Obecné je glukometrt v dostatecné kvalité stale
nedostatek.

4. FDA zatim neschvalila ani jeden glukometr k ucelu
sledovani glukézy u kriticky nemocnych pacient.

e Jakych hodnot glukdzy ma byt pfi 1éEbé dosazeno?
Za soucasné situace neni mozné stanovit jednoznac-
né jednu cilovou hodnotu pro optimalni terapii. Zcela
nova britska studie pacientl na jednotkach intensivni
péce do$la dokonce k zavéru, ze hodnoty kolem 8
mmol/l ukazuji na lepSi progn6zu, nez hodnoty kolem
6,6 mmol/I.

Zaver

Mam pocit, ze v diskusi zaznélo pfiliS mnoho
protimluv(l a odpovéd na polozenou otazku nebyla
feCena.

Diskutujici se zde logicky shodli na pfisnéjSich Bedrich Friedecky
pozadavcich. Chyba by méla byt:

—< 10 % pro 5,6—11,1 mmol/l,
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