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diagnostice monoklonalnich gamapatii

Kusnierova P."2, Zeman D.'2, Faruzelova l.!, Viansky F.', Svagera Z.'2, Safaréik K."2

"Ustav laboratorni diagnostiky, Oddéleni klinické biochemie, Fakultni nemocnice Ostrava
°Katedra biomedicinskych obord, Lékarska fakulta, Ostravska univerzita

SOUHRN

Cil studie: Porovnani denzitometrickych/absorbancnich hodnot jednotlivych elektroforetickych frakci a koncentraci pritom-
nych paraproteind s vyuzitim tii elektroforetickych systémd.

Typ studie: Metodicka studie.

Materigl a metody: Do studie bylo zafazeno 206 pacientskych vzorkd Oddélen klinické biochemie, Ustavu laboratorni dia-
gnostiky, Fakultni nemocnice Ostrava s podezienim/diagnostikovanou monoklondlni gamapatii. K elektroforetické separaci
proteind v séru byly pouzity tfi analytické systémy: Hydrasys, Capillarys 2 Flex-Piercing a Interlab G26 Easy Fix. Ke statis-
tickému zpracovani dat byl vyuzit program MedCalc, verze 16.1.2.

Vysledky: Pomoci t-testu bylo prokézano, ze nejlepsi vysledky preciznosti za podminek opakovatelnosti vykazuje Capillarys
(CV < 4,1 %), nasledovan Interlabem G26 (CV < 5,7 %) a Hydrasysem (CV < 10 %). Pfi hodnoceni vzajemnych diferenci
mezi piistroji pomoci neparametrického Friedmanova testu byl u pacientskych vzorkd zjistén statisticky vyznamny rozdil
mezi v&emi tfemi analyzatory u frakce alouminu, a2-, B1- a B2-globulind. V pfipadé frakce al-globulind nebyl prokazan sta-
tisticky vyznamny rozdil mezi Interlabem G26 a Hydrasysem, u y-globulin mezi Interlabem G26 a Capillarysem. Monoklo-
nalni komponenta byla prokdzana u 79 studovanych vzork( véemi tfemi systémy. Koncentrace paraprotein(i nevykazovaly
statisticky vyznamné rozdily mezi Hydrasysem a Interlabem G26 a nebyly zavislé na typu paraproteinu.

Zaver: Systémy pracujici na principu gelové elektroforézy poskytuji srovnatelné vysledky a jsou vzajemné zaménitelné.
Kilicova slova: gelova elektroforéza sérovych proteind, kapilami elektroforéza, monoklonalni gamapatie.

SOUHRN

Kusnierova P., Zeman D., Faruzelova l., VSiansky F., Svagera Z., Safaréik K.: Comparison of different electro-
phoretic systems in the laboratory diagnosis of monoclonal gammopathy

Objective: Comparison of densitometric/absorbance values of individual electrophoretic fractions and paraprotein concen-
trations using three electrophoretic systems.

Type: Methodical study.

Material and methods: 206 samples of patients with suspected or diagnosed monoclonal gammopathy that had been sent
for serum protein electrophoresis to the Dept. of Clinical Biochemistry, Institute of Laboratory Diagnostics, University Hospi-
tal Ostrava, were included in the study. For serum protein electrophoresis, three systems were used: Hydrasys, Capillarys
2 Flex- Piercing and Interlab G-26 Easy-Fix. For statistical analysis, programme MedCalc Version 16.1.2 was used.
Results: T-test showed that best precision in condition of repeatability had been achieved by Capillarys (CV < 4.1 %) fol-
lowed by Interlab G26 (CV < 5.7 %) and Hydrasys (CV <10 %). For the analysis of differences between the instruments by
a non-parametric Friedman's test, statistically significant differences were found in each comparison for albumin, a2-, f1-
and B2-globulins. For at-globulins, no significant difference was found between Interlab G26 and Hydrasys; for y-globulins,
no significant difference was found between Interlab G26 and Capillarys. Monoclonal komponent was found in 79 samples
by all the systems used. No significant differences in paraprotein concentrations between Hydrasys and Interlab G26 were
found, and these concentrations were not dependent on the paraprotein type.

Conclusion: Systems working on the principle of gel electrophoresis provide comparable results and they are interchan-
geable.

Keywords: serum protein gel electrophoresis, capillary electrophoresis, monoclonal gammopathy.

Uvod

Pojem monoklonalni gamapatie (MG) predstavuje
komplexni spektrum onemocnéni, projevuijici se klo-
nalni proliferaci plazmatickych nebo lymfoplazmocy-
toidnich bunék (imunokompetentnich bunék), vétsi-
nou provazené tvorbou homogenniho imunoglobulinu
(M-proteinu, paraproteinu) nebo jeho Uplné nebo i neu-
piné strukturni komponenty. Proliferace produkuijiciho
klonu ma maligni nebo potencidlné maligni charakter
[1-4]. V naprosté vétsiné pripadd prikazu MG jde o tzv.
benigni paraproteinémii, monoklonalni gamapatii nejis-

tého vyznamu (MGUS), s prokazanym monoklondlnim
proteinem, ktery miZe byt pritomen v séru jiz deset
let pred stanovenim diagnézy mnohocetného myelo-
mu (MM) [5-6]. Detekce, charakterizace a kvantifikace
M-proteinl je ddlezita pro stanoveni diagndzy, stratifi-
kaci rizika progrese a monitorovani lé¢ebné odpovedi
[1]. Za timto Ucelem maji mimoradny a nezastupitelny
vyznam biochemicka vySetfeni jako je elektroforéza
proteind v séru a modi, stanoveni koncentrace mono-
klonalniho imunoglobulinu v séru a modi, volnych leh-
kych fetézcl imunoglobulint v séru a stanoveni tridy
a antigenniho typu monoklonalniho imunoglobulinu [7].
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K elektroforetické separaci protein séra a modi
(SPE, UPE) se v Klinické praxi nejCastéji vyuziva elek-
troforéza na gelovych nosicich, prfedevsim na agardze,
nebo kapilami elektroforéza. Stanoveni koncentrace
monoklonalniho imunoglobulinu pak provadime u gelo-
vé elektroforézy z denzitometrického zaznamu, u kapi-
larni elektroforézy ze zdznamu absorbancni kfivky pfi
200 nm.

Sofistikované pocitale a specializované softwary
automaticky vymezuji hlavni zény: albumin, alfal-glo-
buliny, alfa2-globuliny, beta (betal-/ beta2-) globuliny,
gama-globuliny a sou¢asné umoznuiji manualni ¢i auto-
matické vymezeni pritomného monoklondlniho imu-
noglobulinu [8]. Citlivost zachytu monoklonalni kom-
ponenty je zavisla na pouzité metodé (gelova/kapilarni
elektroforéza), na ucinnosti separace (metody s vyso-
kym rozliSenim separuiji proteiny do f1- a p2- frakce;
metoda s nizkym rozliSenim jen do B- frakce) ana
pohyblivosti monoklonalni komponenty (alfa, beta d&i
gama-frakce) [9-10]. Nasim cilem bylo porovnani rdiz-
nych elektroforetickych systémda, jimi ziskanych denzi-
tometrickych/absorbancnich hodnot jednotlivych frakei
a koncentrace prokézanych paraproteind.

Metodika

Do studie bylo zarazeno 206 vzork( pacient(
s podezrenim/diagnostikovanou monoklonalni gama-
patii z Fakultni nemocnice Ostrava. K elektroforetic-
ké separaci proteind v séru byly pouzity tfi analytické
systémy a prislusné diagnostické soupravy: Hydrasys
(Hydragel 30 Protein B1-B2, kat. ¢: S-4141, SEBIA),
Capillarys 2 Flex-Piercing (Capillarys Protein(E) 6,

kat. ¢. 2003, SEBIA) a Interlab G26 Easy Fix (Kit for
B1-B2 serum proteins and concentrated urines, kat.
¢. SRE 603K, INTERLAB). Kposouzeni preciznosti
a pravdivosti analyzator( byl pouZit kontrolni material:
Normal Control Serum, kat. €. 4785, SEBIA. Ke statis-
tickému zpracovani dat byl vyuzit program MedCalc,
verze 16.1.2. U v8ech pouzitych testd byla statisticka
vyznamnost posuzovana na hladiné p = 0,05.

Vysledky

Pri vzédjemném hodnoceni preciznosti jednotlivych
variacni koeficienty pro jednotlivé frakce poskytl ana-
lyzator Capillarys, nasledovan Interlabem G26 a Hy-
drasysem (Tabulka 1). K ovéreni spravnosti metody byl
pouzit kontrolni material firmy Sebia s atesty pro Hy-
drasys a Capillarys. Vysledky byly posuzovany vzhle-
dem k prijatelnym rozdilim v procentech pro kvantita-
tivni zkousky programu externi kontroly kvality SEKK
pro parametry albumin (elfo) a y-globuliny (elfo). Oba
analyzatory poskytly uspokojivé vysledky (Tabulka 2).

Pri hodnoceni vzajemnych diferenci vysledkl pa-
cientskych vzork( pomoci neparametrického Fried-
manova testu byl zjiStén statisticky vyznamny rozdil
mezi vSemi tfemi analyzatory v pfipadé frakce albu-
minu, a2-, B1- a B2-globulind (Tabulka 3). V pfipadé
frakce a1-globulint nebyl prokézan statisticky vyznam-
ny rozdil mezi Interlabem G26 a Hydrasysem, u gama-
globulind mezi Interlabem G26 a Capillarysem.

U 79 vzorkl byl prokdzan véemi tfemi systémy mono-
klonalni imunoglobulin. U 35 z nich se jednalo o para-
protein IgG kappa, u 24 IgG lambda, u 6 IgA kappa,

Table 1: Precision assessment of individual analyzers, (H) Hydrasys, (C) Capillarys, (1) Interlab G26.

. Precision
Analyzer Fraction (%) Mean CV (%) ——
Combination analyzer F-test (p)
ALB 61.56 1.32 H-C 0.00000
Alpha 1 2.72 8.63 H-C 0.00005
Alpha 2 9.68 4.46 H-C 0.00456
Hydrasys
Beta 1 7.14 3.57 H-C 0.07163
Beta 2 4.96 8.72 H-C 0.00000
Gama 13.59 9.95 H-C 0.00000
ALB 61.67 1.03 C-l 0.00001
Alpha 1 3.98 1.59 C-l 0.11036
. Alpha 2 9.15 2.37 C-l 0.02852
Capillarys
Beta 1 6.32 3.06 C-l 0.00270
Beta 2 4.47 4.09 C-l 0.00116
Gama 14.41 1.95 C-l 0.00000
ALB 58.71 1.44 H-1 0.14917
Alpha 1 2.5 4.99 H- 0.00252
Alpha 2 11.33 3.65 H-1 0.22631
Interlab G26
Beta 1 8.87 3.68 H-1 0.08247
Beta 2 6.34 3.66 H-1 0.00002
Gama 12.61 5.69 H-1 0.00190
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Table 2: Assessment of trueness of analyzers Hydrasys and Capillarys.

Analyzer Fraction (%) Bias (g/1) Bias (%)
ALB -0.44 -0.71
Alpha 1 0.32 11.76
Alpha 2 -0.12 -1.24
Hydrasys
Beta 1 -1.06 -14.85
Beta 2 0.06 1.21
Gama 0.79 5.81
ALB 0.57 0.92
Alpha 1 -0.02 -0.50
. Alpha 2 2.13 23.28
Capillarys
Beta 1 -0.18 -2.85
Beta 2 -0.23 -5.15
Gama -0.09 -0.62

Table 3: Results of comparison of the electrophoretic fractions between the three electrophoretic systems using non-para-

metric Friedman’s test. (H) Hydrasys, (C) Capillarys, (I) Interlab.

Fraction Combination of analyzers p
H-C 0.0006
ALB I-C <0.0001
I-H <0.0001
H-C <0.0001
Alpha-1 I-C <0.0001
I-H 0.2539
H-C 0.0357
Alpha-2 I-C <0.0001
I-H <0.0001
H-C <0.0001
Beta-1 I-C <0.0001
I-H <0.0001
H-C 0.0044
Beta-2 I-C <0.0001
I-H <0.0001
H-C <0.0001
Gamma I-C 0.1152
I-H <0.0001
H-C <0.0001
Paraproteins I-C <0.0001
I-H 0.1150

u 5 IgA lambda, u5 IgM kappa a u 4 IgM lambda. P¥i
porovnani  denzitometrickych/absorbanénich  hodnot
jednotlivych paraproteinl nebyl prokazan statisticky
vyznamny rozdil mezi Hydrasysem a Interlabem G26
a soucasne bylo prokazano, ze tyto rozdily nejsou zavis-

Ié na typu paraproteinu (Tabulka 4, obr. 1). Nicméné pfi
hledani a denzitometrickém vyhodnoceni monoklonalni
komponenty z jednotlivych elektroforetickych zéznam(
bylo patrné, Zze Capillarys je citlivejsi nez testované sys-
témy pracuijici na principu gelové elektroforézy, jejichz

Table 4: Dependency of differences among analyzers on the type of paraprotein using one-way ANOVA.

Combination of analyzers
ANOVA H-C H-1 C-l
F-krit. 10.6921 1.4489 8.3679
p 0.0000 0.2172 0.0000
Conclusion Significant Non-significant Significant
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Fig. 1. Assessment of mutual differences between analyzers on the type of paraprotein using parallel coordinates plot and
boxplots.

1.2

Interlab G26

Fig. 2. lllustration of serum protein electrophoresis showing M-components identified as IgA kappa migrating in the beta2-
globulin region. M-component concentraction from Hydrasys was 2.55 g/l (2a), from Interlab G26 6.02 g/l (2b), from Capillarys
5.20 g/l (2¢). Immunonephelometric assay showed an IgA concentration 6.42 g/I. DM values obtained from Hydrasys and
Capillarys directly reflected the real concentration of the paraprotein, while DM values obtained from Interlab includes not only
the concentration of paraprotein but also the concentration of proteins physiologically migrating in the beta2- fraction. In this
case, the concentration of total IgA is especially valuable, since it can provide a better tool for monitoring therapeutic response

than densitometry/absorbance values.

citlivost/separacni Ucinnost se liSila v zavislosti na typu
paraproteinu a s nim souvisejici migracni pohyblivosti
(obr. 2).

Diskuse

Byly testovany a srovnavany tfi elektroforetické sys-
témy, dva pracujici na principu gelové elektroforézy,
Hydrasys (SEBIA) a Interlab G26 Easy Fix (INTERLAB),
a jeden na principu kapilarni elektroforézy, Capillarys
(SEBIA). V pripadé elektroforézy sérovych protein, jsou
vS8echny tfi systémy uzivatelsky privétivé. Hydrasys je
poloautomaticky systém vyzadujici manualni naneseni
vzork{ do aplikatort a jejich umisténi do migraéni ¢ésti
analyzator(. Po automatizovaném naneseni vzorkd na
gel, elektroforetické migraci a suSeni vyzaduje manu-
alni preneseni gelové plotny k barveni, odbarvovani
aosuSeni do druhé Casti analyzatoru. Naproti tomu
Interlab G26 je plné automatizovany systém umoznujici

automatické pipetovani vzorkd z priméarnich zkumavek
spole¢né s identifikaci vzorku pomoci ¢arového kédu,
identifikaci gelu a pfislusné metody pomoci &aroveé-
ho kédu, automatickou aplikaci vzorkd na gel, mig-
raci, denaturaci, barveni, odbarveni a skenovani, vse
v jednom béhu bez zésahu obsluhy. Oba tyto systémy
umoznuiji pomoci uvedenych diagnostickych souprav
paralelni analyzu vzorkd modi, at uz nativnich ¢&i zahus-
ténych pomoci specidlnich koncentratord moci, coz je
vyhodné predevsim pfi patrani po pritomné monoklo-
nalni komponenté v séru a moci téhoz pacienta.

Na rozdil od toho Capillarys 2 Flex-Piercing je mul-
tikapilarni elektroforeticky plné automatizovany systém,
umoznuijici rychlou a ucéinnou separaci sérovych pro-
teind s vysokym rozliSenim a pravdépodobné i vy$sim
i je pak analyza protein( v modi vyzaduijici v nékolika
krocich odsoleni/zkoncentrovani vzorkd, odstfedént,
postupné naredéni destilovanou vodou ¢i dialyza&nim
tlumivym roztokem, trvajici cca 2 hod. Dalsi nevyhodou
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je separatni analyza moc¢ovych vzorkd za pouziti speci-
alnich dilu¢nich segment’ neumoznujici porovnani pri-
tomné monoklonalni komponenty s nalezem v séru.

V pfipadé imunofixaCni  elektroforézy  umoznuji
oba gelové systémy Hydrasys a Interlab G26 typizaci
monoklondlni komponenty s moznosti pouziti antisér
proti IgD, IgE a volnym lehkym fetézcOm free kappa,
free lambda, zatimco systém Capillarys typizaci téchto
monoklondlnich komponent neumoznuje. Takze v pfi-
padé podezieni na paraprotein tfidy IgD &i IgE nebo
nemoc lehkych fetézcl je nutné opét vyuzit gelovy
elektroforeticky systém.

v

Zaver

VSechny tfi testované analyzatory jsou precizni
a uzivatelsky privétivé. Na zakladé ziskanych vysledk(
Ize konstatovat, ze systémy pracuijici na principu gelové
elektroforézy poskytuji srovnatelné vysledky a jsou vza-
jemné zaménitelné. Naproti tomu multikapilarni elektro-
foreticky systém je s gelovou elektroforézou nezameéni-
telny, nicméneé vynika svou rychlosti a uc¢innou separaci
a eliminuje mozné chyby zplsobené barvenim a denzi-
tometrickym hodnocenim. V pfipadé volby nejvhodnéj-
Stho analyzatoru, je nutné prihlédnout k portfoliu nabi-
zenych metod.
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