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SOUHRN

Stanoveni Freelite Chains (FLC) nachazi v klinické praxi stéle SirSi uplatnéni. Stava se vedle elektroforézy bilkovin séra
a imunofixacni elektroforézy soucasti diagnostiky, prognostiky a monitorovani terapie u monoklonalnich gamapatii. Viastni
stanoveni FLC ma vSak zatim ¢etnd metodicka Uskali a je snaha o jejich postupné odstranéni. Touto snahou byly také ve-
deny Ceska myelomova skupina a Ceska spolecnost klinické biochemie, kdyz organizovaly studii, pfi které Sest laboratoff
center lécby mnohodetného myelomu v Ceské republice soucasné vysetfilo 12 vzorkd sér od nemocnych monoklonalnimi
gamapatiemi na stanoveni FLC.

Z této studie vyplyvaijl tyto zavéry: jednotlivé laboratore sjednoti fedéni sér podle pokynt vyrobce, index kappa/lambda je
stanovitelny s mensi presnosti, proto je doporu¢eno pouzivat ve vetsi mife hodnot koncentraci FLC. Do kontrolniho cyklu
SEKK (www.sekk.cz) Gamapatie je od pocatku roku 2010 pravidelné zafazovano stanoveni FLC.
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SUMMARY

Vavrova J., Tichy M., Friedecky B., Maisnar V., Hajek R., Cermakova Z., Dastych M., Gottwaldova J., Kuéera P.,
Krotka J., Racek J., Zenkova J., Schneiderka P., Lochman P., Biichler T., Zima T., Benakova H., Spacilova J.,
Palicka V.: Comparison of results of monoclonal free immunoglobulin light chains quantification in the serum
in clinical laboratories in the Czech Republic

Free monoclonal immunoglobulin light chains (FLC) quantification is recommended for diagnosis assessment and moni-
toring therapy for patients with monoclonal gammopathy. But there are numerous uncertainties regarding the detection,
interpretation and FLC quantification. Our interlaboratory study showed that kappa/lambda ratio is strongly influenced by
measurement errors and therefore we recommended the preferential use of FLC concentration values. Unified protocols
are needed to minimise interlaboratory variability introduced by manual dilution or volume augmentation of clinical sample.
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Uvod

Monoklonalni gamapatie (MG) jsou onemocnéni
charakterizovana produkci monoklonalniho imunoglo-
bulinu. K prikazu a typizaci monoklondlnich imuno-
globulind v séru a v modi se jako standard pouZivaji
elektroforéza a imunofixaéni elektroforéza [1]. K urceni
koncentrace paraproteinu se vyuziva denzitometrické
vyhodnoceni elektroforézy, zaznam kapilami elektro-
forézy, pripadné imunonefelometrie nebo imunotur-
bidimetrie. U vétSiny nemocnych jsou tato vySetfeni
dostaduijici, ale existuje skupina nemocnych s nese-
kre¢nim myelomem, oligosekre¢nim myelomem nebo
s AL-amyloidézou, kde tento klasicky laboratorni vySet-
fovaci postup selhava [2]. Proto se hledaji dalsi, senzi-

tivnéjsi biochemické markery; velmi nadéjnym marke-
rem se jevi stanoveni monoklonalnich volnych lehkych
fetézcl (FLC) imunoglobulind. Metoda je zaloZena na
schopnosti rozpoznani epitopt volnych lehkych fetéz-
cl pomoci monoklonélnich protilatek. Tyto epitopy jsou
v pfipadé vazby lehkého fetézce v kompletni molekule
monoklonalniho imunoglobulinu skryty a jsou pro proti-
latku nedostupné.

Stanoveni volnych lehkych fetézcU je i soucasti no-
vych kritérii odpoveédi na léCbu mnohocetného myelo-
mu (MM) stanovenych IMWG (International Myeloma
Working Group), kde je zahrnuto do definice [3] striktni
kompletni remise (stringent complete remission). Ta je
definovana nejen negativni imunofixacni elektroforé-
zou, ale i negativnim indexem lehkych fetézcl v séru.
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Stanoveni FLC je také doporucovano jako jeden z pro-
gnostickych faktor( u nemocnych MGUS [4].

V metodé stanoveni, v interpretaci a hodnoce-
ni koncentrace volnych lehkych fetézcl vSak zlstava
Fada nejasnosti [5]. Ceska myelomova skupina spoled-
n& s Ceskou spolednosti klinické biochemie se proto
rozhodly provést validaci vySetfeni FLC v Sesti cent-
rech Ceské republiky, kterd se zabyvaji diagnostikou,
sledovanim a terapii monoklonalnich gamapatii, stejné
jako tomu bylo u dalsich biochemickych vySetfeni jiz
v r. 2006 [6B].

Material a metody

Experimentu se zUc¢astnilo Sest laboratofi. UKBD LF
a FN Hradec Kralové, UKBH FN Plzen, UKBD FN Brno
Bohunice, OKB FN Olomouc, Oddéleni alergologie
a Kklinické imunologie FNKV Praha a UKBLD VFN 1. LF
Praha. Soucasné s kontrolnimi vzorky byl rozesilan do-
taznik, ktery poskytl informace uvedené v této praci.

Vsichni zu¢astnéni pouzili diagnosticky kit Binding
Site. TFi pouzili metodu imunoturbidimetrie (IMT) a tfi
metodu imunonefelometrie (IMN). U&astnici vyuzili pét
rlznych pfistrojovych platforem — Roche Modular,
Beckman Coulter Immage 800, Olympus AU 400, Sie-
mens Dade BN Il a Radim Delta nefelometr.

Vsichni se fidili pracovnimi postupy navodu v proto-
kolech vyrobce bez zmén. Laboratofe mély k dispozici
rlzné Sarze diagnostickych kitd, lisici se ponékud roz-
sahy kalibra¢nich funkci, pouzivaly odliSné fedéni vzor-
ki s vysokymi koncentracemi analytll a rlizné zvysSe-
nych objem0 vzork( s nizkymi koncentracemi analytd.
Ddsledkem byly rlizné celkové pracovni rozsahy mé-
feni v jednotlivych laboratofich. Jsou uvedeny v tabul-
ce 1. Laboratofe Ucastnici se studie jsou v tabulkach
oznaceny ¢isly, aby byla dodrzena divérnost vysledkd,
jak je obvyklé v mezilaboratornich studiich. Kazda la-
boratof analyzovala 12 nativnich vzork( sér pacient(
s monoklonalnimi gamapatiemi. Vzorky byly rozesilany
v zZamrazeném stavu a analyzovany v pfedem urCeném
stejném terminu, vzdy v duplikatech.

Table 1. Working ranges for free light chain quantification in
participating laboratories

Laboratory No. Kappa (mg/I) Lambda (mg/l)
1 6-150 000 6-150 000
2 1.8-2800 3.0-3750
3 3.0-4500 4.0-6750
4 0.06-4060 0.06-3520
5 0.3-15200 0.3-15200
6 6.0-4800 6.0-13440

Vnitfni kontrola kvality se provadéla dvéma kontrol-
nimi materidly, které byly soucasti kit(. Referenéni in-
tervaly byly prevzaty ve vSech pripadech od vyrobcU.
Z4dna z laboratofi se v dobé& konani pokusu netdast-
nila nékterého z evropskych programl externiho hod-
noceni kvality.

Vysledky

V tabulce 2 jsou vysledky opakovatelnosti méreni
v péti laboratofich, vypoctené z rozptyll hodnot dupli-
kata.
Table 2. Repeatability of measurements in individual
laboratories

Laboratory No. CV %

kappa | lambda | /A ratio | Method
1 14.3 4.5 8.9 IMT
2 15.6 4.9 35.0 IMT
3 5.8 138.2 14.5 IMT
4 14.6 2.8 44.0 IMN
5 n.ar n.a. n.a.
6 6.3 18.6 29.9 IMN
Total value 11.3 8.8 26.5
Producer value <80 | €40

*n. a. — not assayed

Hodnota opakovatelnosti je horsi nez hodnoty de-
klarované producentem diagnostik. Vyrobce vSak uvadi
hodnoty opakovatelnosti (within-run precision) pro uzsi
rozsah koncentraci, kdy neni nutné fedéni sér. Hodno-
ty opakovatelnosti jsou zavislé vice na laboratofi nez
na tom, zda byla pouzita imunoturbidimetrickd nebo
imunonefelometrickd metoda méreni. Opakovatelnost
meéreni poméru kappa/lambda neni v dokumentaci vy-
robce uvadéna, ale je vzdy nizSi nez opakovatelnost
méfeni obou slozek.

Reprodukovatelnost méreni koncentrace FLC kap-
pa, koncentrace FLC lambda a poméru kappa/lambda
je shrnuta v tabulce 3.

Hodnoty reprodukovatelnosti (mezilaboratorni pres-
nosti) celkem odpovidaji hodnotam, dosahovanym v kon-
trolnich cyklech programu externiho hodnoceni kvality
NEQAS. Tato relace je demonstrovana pomoci vysledkd
kontrolniho cyklu NEQAS ze zafi 2007 [7]. Reprodukova-
telnost méreni FLC kappa ve skupinach podle pristrojo-
vych platforem kolisala v intervalu CV % = 86,5-173,9.

Z vysledkd FLC kappa po Upravé pracovniho proto-
kolu (postupu fedéni) v roce 2009 mame k dispozici jen
reprodukovatelnost méfeni Dade Behring (kolisala v né-
kolika rliznych cyklech v intervalu CV % = 13,2-95,6)
a Beckman s variacemi CV% = 14,3-61,0. Reproduko-
vatelnost poméru kappa/lambda je v primeéru asi dva-
krat horsi nez u vysledk( stanoveni koncentraci samot-
nych kappa a lambda fetézc.

Jako soucast kontrolniho programu SEKK gamapa-
tie 2/09 byla v fijnu 2009 provedena pilotni studie mezi-
laboratorniho srovnani vysledkd FLC v Ceské republice
a na Slovensku. Ugastnilo se 25 laboratofi, vysledky
studie jsou uvedeny na weboveé adrese www.sekk.cz.
Od roku 2010 bude hodnoceni FLC pravidelnou sou-
Sasti externiho hodnoceni kvality v Ceské a Slovenské
republice.
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Table 3. Reproducibility of kappa and lambda free light chain measurement.

Sample kappa lambda x/A ratio

mean (mg/l) CV% mean (mg/l) CV% mean CV%

1 7.0 12.3 3.3 102.4 0.0028 29.6

2 7.4 1.4 5.7 46.0 0.0041 62.3
3 7.8 13.8 6.6 32.5 0.0067 153.4

4 10.9 20.6 10.3 19.6 0.0224 28.1

5 11.3 28.6 10.6 1.7 0.049 18.1

6 32.2 25.3 10.9 22.5 1.1 23.5

7 52.2 50.0 52.9 9.3 1.25 34.7

8 56.1 43.8 2321 23.7 1.7 59.0

9 67.1 40.9 334.1 19.2 9.44 73.2

10 293.1 411 2610 27.5 27.7 40.0

11 299.5 43.4 11283 9.9 29.6 53.6
12 344.6 54.0 13912 20.4 353.1 100.7
Total 32.1 28.7 56.4

Diskuse variability vysledky. Pfesto opakovatelnost kolem 10 %

Stanoveni FLC nachazi v klinické praxi stale SirSi
uplatnéni [8, 9, 10]. Je tomu tak zejména pfi diagnos-
tice nesekrec¢niho a oligosekre¢niho mnohocetného
myelomu, AL-amyloiddzy a u mnohocCetného mye-
lomu s paraproteinem tvofenym jen monoklonalnimi
lehkymi fetézci imunoglobulin. Stanoveni FLC zvySu-
je citlivost diagnostiky monoklonalnich gamapatii, ma
vyznam pro urceni progndzy pfechodu monoklonalni
gamapatie nejasného vyznamu (MGUS) v maligni MG
a ma vyznam pro vyhodnoceni Uspésnosti terapie
mnohocCetného myelomu. Pres tyto nesporné pfinosy
pro diagnostiku, progndzu a monitorovani terapie mo-
noklonalnich gamapatii ma zatim vySetfeni FLC &etna
metodicka Uskali [5]. Jsou to napf. tyto: zkfizena rekce
antisér proti FLC s vazanymi lehkymi Fetézci, stanove-
ni nerozlisi polyklonalni a monoklonalni lenké fetézce,
zatim chybéjici standardizace vySetfeni FLC, stano-
veni indexu kappa/lambda u biklondlnich gamapati,
uréité procento negativnich vysledkd FLC pfi pozitivni
imunofixacni elektroforéze. Také pouziti rdznych Sarzi
kitd na stanoveni FLC, r(zné pristrojové vybaveni la-
boratofi a riizna pouZita fedéni mohou ovlivnit zvySe-
nou variabilitu vysledkd stanoveni FLC. Z téchto vSech
uvedenych divod( se rozhodla Ceskd myelomova
skupina spolu s Ceskou spole¢nosti klinické bioche-
mie provést porovnani vysledkd FLC v Sesti hlavnich
centrech lécby MM v Ceské republice. Prakticky se
navazovalo na zkuSenosti se standardizaci vybranych
biochemickych parametrd u monoklonalnich gamapa-
til z r. 2006 [6]. Do laboratofi uvedenych Sesti center
bylo zaslano 12 vzorkd sér nemocnych MG a ty byly
vySetfeny za podminek definovanych v odstavci Ma-
terial a metody v tomto ¢lanku.

Opakovatelnost méreni jednotlivych laboratofi po-
skytuje horsi vysledky (viz tab. 2), nez uvadi pracovni
protokol vyrobce. Pricinou mize byt to, Ze vyrobce po-
uzil ke zjisténi opakovatelnosti vzorky, které neni zapo-
trebi fedit. Tim vyloucil jednu z hlavnich pficin zvySené

mUze byt povazovana pro klinickou praxi za vyhovujici.
Reprodukovatelnost se pohybuje v fadech desitek pro-
cent, nicméné je srovnatelna s hodnotami, které jsou
znamé z kontrolniho programu NEQAS [7]. DileZité je
zejména zjisténi, Ze Klinicky nejvice cenény parametr
— pomeér kappa/lambda — ma nejhorsi pfesnost mérent,
coz je to dano tim, Ze jeho vypocCet kombinuje nepres-
nost stanoveni obou sloZzek (kappa i lambda).

Mezi faktory, které se podileji na nizké hodnoté re-
produkovatelnosti patfi predevsim variabilita mezi kity,
zpUsob fedéni vzorkd s vysokou koncentraci FLC a vel-
k& rdznorodost méfici techniky [11]. Pracovni skupina
IFCC pro plazmatické proteiny se proto zacina inten-
zivné zabyvat problémy stanoveni FLC [12]. V planu jej
éinnosti pro nejblizsi obdobf je dikladné vyhodnoceni
druhd a intenzit vSech potencidlnich zdrojd variabilit.
Soucasné zadina prace na mezinarodnim referenénim
materialu sFLC. Progres standardizace stanoveni mize
v dalsi aplikaci méreni sFLC pfinést potfebné zlepseni
mezilaboratorni srovnatelnosti.

Zavéry

Stanoveni FLC a jejich pomér( je vhodnym
a v dnesni dobé i nezbytnym doplikovym vySetfenim
u monoklonalnich gamapatii spolu s elektroforézou
bilkovin a imunofixaCni elektroforézou [13, 14]. Pomér
kappa/lambda je stanovitelny s niz8i presnosti, proto
doporucujeme ve vetsi mife vyuzivat hodnot koncen-
traci FLC. Pro manualni fedéni vysokych koncentraci
FLC a zvySovani objemu vzorku u nizkych koncentraci
FLC mimo méfici rozsahy je nutné sjednoceni postupd.
Stanoveni FLC bude od r. 2010 pravidelné zafazovano
do kontrolniho cyklu SEKK Gamapatie. Tato opatfeni
by méla do budoucna umoznit srovnatelnost vysledk(
FLC nejen v Sesti centrech 1écby MM v CR, ale i v dal-
Sich Ceskych a slovenskych laboratofich, které stano-
veni FLC provadéji.
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