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noklonalnich imunoglobulini a jejich strukturnich komponent v séru a v moéi. Nové zavedené automatizované imunochemické metody
umoziuji s vysokou senzitivitou a specifitou kvantitativni hodnoceni hladin volnych lehkych fetézct imunoglobulinéi v séru (s-VLR). Vy-
$etiovani koncentrace VLR v séru, poméru kappa/lambda a jejich zmén, vjznamné rozsifuji souéasné spektrum standardnich ukazateld
pouzivanych v diagnostice a hodnoceni vysledku Iééby u jednotlivych typl monoklonalnich gamapatii.
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SIGNIFICANCE OF THE EVALUATION OF SERUM LEVELS OF IMMUNOGLOBULINS FREE LIGHT CHAINS

IN MONOCLONAL GAMMOPATHIES

There is a presentation of the most important laboratory methods used for the evidence and quantification of monoclonal immunoglo-
bulins and their structure components in serum and urine. The new applicated automated inmunochemical methods allow to evaluate
with high sensitivity and specificity the quantitative values of free light chains of imnmunoglobulins in serum (s-FLC). The estimation of
s-FLC concentration, ratio kappa/lambda and their changing allows us significantly to extend the current spectrum of regularly used

methods in diagnostics and assessment of results of the treatment of individual types of monoclonal gammopathies.
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Uvod

Monoklonalni gamapatie (MG) tvofi skupi-
na chorob, které charakterizuje proliferace klonu
vzniklého patologickou transformaci z B-lymfocytd
se syntézou a sekreci chemicky i fyzikalné homo-
genniho monoklondlniho imunoglobulinu  (MIG
Lparaprotein) nebo jeho strukturalnich komponent
lehkych fetézcll (LR) kappa &i lambda, ojedinéle
i téZkych fetézcl nebo jesté mensich fragmentd
imunoglobulinové molekuly. LR vzhledem k nizké
molekulové hmotnosti mohou byt vylu¢ovany moci
jako Bence-Jonesova (B-J) bilkovina (2,3-5,7). MIG
je u kazdého nemocného specifickym ,unikatem®,
jeho individualita je uréena diferencemi v sekvenci
aminokyselin ve variabilni oblasti jak lehkych, tak
tézkych fetézcd. Ke zméndm mlze dochézet ve
vSech ¢astech plvodniimunoglobulinové molekuly,
nejcastéji ve variabilnich ¢astech lehkych i téZkych
fetézcl. Denni syntéza se u jednotlivce pohybuje
v relativné Sirokém rozsahu 2,5-35 pg/den/buriku.
Zména koncentrace MIG v séru mliZe byt u daného
jedince v urcité mife indikatorem poétu produkuji-
cich nadorovych bunék, pfipadné jejich zmén pfi
|6Cbé (7, 14).

Mezi prvnimi popsal v roce 1847 chemické
vlastnosti paraproteinu v moci charakteristické pro
mnohocCetny myelom dr. Henry Bence Jones. V roce
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1939 Longsworth popsal pii elektroforéze krevnich
bilkovin nemocnych s myelomem Uzky vysoky pik.

Grabar a Wiliams v roce 1953 pouzili imunoe-
lektroforézu a v roce 1956 objevili Korngold a Lipari
souvislost mezi Bence Jonesovou bilkovinou a sé-
rovymi proteiny. Na jejich podest byly oznaCeny k
(k-Korngold) a A (A-Lapiri) (16).

Tabulka 1. Klasifikace monoklonalnich gama-

patii (9)

1. maligni monoklonalni gamapatie (MMG)

A) Mnohocetny myelom 19G (59 %), IgA (21 %), IgD
(1%), IgE, biklonalni typ
B) Variantni formy myelomu:
asymptomaticky (,smoldering* doutnajici, la-
tentni myelom)
plazmocelularni leukémie
nesekrecni myelom (NMM - 3 %)
Bence-Joneslyv (B-J typ myelomu —15 %)
solitarni plazmocytom
extramedularni plazmocytom
osteoskleroticky myelom
C) Maligni lymfoproliferativni choroby:
Waldenstrémova makroglobulinemie
maligni lymfomy (NHL)
chronicka lymfaticka leukémie (CLL)
D) Nemoc tézkych fetézci (a, v, Y)
E) Amyloidéza — primérni amyloidéza (AL)
F) Paraproteinémie u jinych malignich tumord.

2. monoklonalni gamapatie nejistého vyznamu
(-MGNV), dfive benigni monoklonalni gamapatie
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Tabulka 2. Nejdulezitéjsi laboratorni metody

pouzivané k priikazu a kvantifikaci monoklo-
nélnich imunoglobulind.

* lektroforéza sérovych bilkovin na agarézovém gelu,
na acetatcelulozovych nosicich nebo systém kapilar-
ni elektroforézy

* imunofixacni elektroforéza séra

* imunofixacni elektroforéza modi (citliva metoda pro
prukaz B-J proteinu a exkrece monoklonaniho imu-
noglobulinu)

* imunoturbidimetrie a imunonefelometrie (sérum,
moc¢) (umoznuje kvantitativni stanoveni jednotlivych
tfid polyklondlnich imunoglobulind a kvantitativni sta-
noveni lehkych fetézcl v séru i v modi (12, 16)).

Stanoveni volnych lehkych Fetézcl v séru je
mozné za pomoci nové, velmi citlivé metody imu-
nochemické analyzy volnych lehkych fetézcd imu-
noglobulinu (VLR), vyuzivajici specifickou detekéni
protilatku, napf. souprava Freelite System Binding
Site pouzitelnd pro b&zné proteinové analyzatory.
Vhodnym vybérem antigenli a postupnymi vysy-
covacimi operacemi byla Bradwellem v roce 2000
pfipravena unikatni vysoce avidni protilatka proti
vnitfnimu epitopu molekul lehkého Fetézce, umoziiu-
jici kvantitativni, vysoce specifické stanoveni velmi
nizkych koncentraci volnych lehkych fetézcl (jiz od
2mg/l) s vyuzitim nefelometrické nebo turbidimetric-
ké techniky (4, 5). Exkluzivni vazba na vnitfni epitop
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molekul lehkych fetézcd, ktery je v celkové molekule
nepfistupny, vyluCuje zkfizenou reaktivitu s lehkymi
fetézci vdzanymi v molekule intaktniho imunoglobu-
linu. DokéZe tedy spolehlivé odlidit skute¢né volné
LR. Tato nova imunochemickd metoda je vyrazné
citlivéj$i nez standardni elektroforéza (100x), imuno-
fixaéni postupy (20x) i kapilarni elektroforéza, proto-
Ze tyto analytické postupy nezachycuji asi 30-40%
patologickych koncentraci monoklonalnich s-VLR
(5,7,14).

Naplni sdéleni je struéna informace o moznos-
tech praktického vyuziti této nové laboratorni metody
jiz zavedené v mnoha biochemickych laboratofich,
a to v diagnostice, 16¢bé a monitorovani pribéhu
nékterych monoklonalnich gamapatii.

VoIné lehké fetézce v krvi patii mezi tzv. volné
filtrovatelné plazmatické bilkoviny a jejich koncentra-
ce v plazmé a v glomeruldrmim ultrafiltratu se témér
neli&f. Pfi zvy$eni koncentrace VLR v krvi nedochdzi
ke zvySeni jejich renalni exkrece, pokud neni pfe-
krocena jejich maximalni tubuldrni resorpce. Pfi
intenzivni resorpci lehkych fetézcl zaéind vaznout
jejich degradace v cytosolu tubulérnich bunék, které
postupné zanikaji. Filtrat pronika do intersticia, tam
vyvolava sterilni zanét, ktery vede k zaniku nefronu
a postupnému snizovani filtracni plochy v ledvindch
s retenci lehkych Fetézcl v plazmé a poklesu jejich
koncentrace v moéi. Fyziologicky je denné plazma-
tickymi burikami a burikami lymfatickych uzlin secer-
novano asi 500 mg volnych lehkych fetézcli (5, 7, 14).
Vzhledem k jejich rychlé exkreci ledvinami a distri-
buci v intravaskularnim i extravaskularnim prostoru
je koncentrace volnych lehkych fetézcl v plazmé asi
20mg/l. Syntéza VLR je pfiblizné o 40% vyssi nez
syntéza tézkych fetézcl. Volnych lehkych fetézci
typu kappa je produkovano pfiblizné dvakrat vice
nez volnych lehkych fetézcl typu lambda. Index k/A
volnych lehkych fetézcl v plazmé je 0,6 (0,26-1,65).
Retézce lambda tvofi v plazmé diméry a jejich led-
vinova exkrece je tfikrat pomalejsi nez exkrece mo-
nomernich kappa fetézcl, proto i pfes nizsi stupen
syntézy obsahuje normalni sérum vyssi hladiny VLR
typu lambda. Index volnych fetézcd v séru odpovida
poméru, v jakém jsou syntetizovany. Vypocet indexu
K/ je pfinosnou doplfiujici informaci monoklonali-
ty, ti. poméru neoplastické/myelomové/populace
k suprimované populaci normalnich plazmatickych
bunék. Normdlni hodnoty koncentraci sérovych VLR
imunoglobulind u zdravych dospélych jsou pro kap-
pa 7,3mg/l (3,3-19,4), lambda 12,7 (5,7-26,3) mg/|
(5, 6, 7). Pri interpretaci vySetfenych ndlezd vycha-
zime ze skutecnosti, ze hladiny sérovych VLR jsou
vyjadfenim rozsahu produkéni masy v celém orga-
nizmu (u MM poétu myelomovych bunék). Oba typy
VLR se mohou rovnéz zvysovat pfi imunopatologic-
kych stavech, které provazi syntéza polyklondlnich
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imunoglobulind. Je nutné podotknout, Ze v téchto
pfipadech nedochézi ke zméné indexu k/A. Z toho
vyplyva, Ze stanoveni indexu k/A napomaha pii sta-
vech s patologicky zvy$enymi hodnotami VLR v séru
k rozliSeni vzestupu polyklonalniho od monoklonal-
niho stavu (5, 7, 14). Je zndmo, Ze hodnoty obou typti
VLR v séru (kappa i lambda) se neli§i v zavislosti na
pohlavi, zatimco v pfipadé véku nad 70 let se hladiny
v séru mimé zvySuji, a to umémé s ,vékove" pod-
minénym poklesem glomerularni filtrace, ale index
K/\ se neméni (7, 14). Index /A se rovnéz neméni
u biklonani formy MG vyznacuijici se proporciondl-
ni syntézou VLR kappa a lambda. Rozmezi hodnot
VLR i indexu k/A v modi je &ir$i nez v séru, proto je
v klinické praxi daleko vyhodnéjsi vySetfovani hladin
VLR v séru nez v mogi (14).

Vyznam stanoveni s-VLR pro
sledovani pribéhu a lécby
u mnohocéetného myelomu

Biologicky pologas s-VLR je asi 4 hod.
Monomericky typ kappa je odstrafiovan béhem 2-4
hodin, dimericky typ lambda je katabolizovan v pri-
béhu 3-6 hodin. Vyskytuji-li se velké komplexni po-
lymery, jsou odstranovany jesté pomaleji (5, 7, 14).
Proto pfedpokladame, Ze pfi zachovalé glomerular-
ni filtraci se pokles syntézy s-VLR projevi podstatné
rychleji, neZ dojde ke zménam v koncentracich in-
taktnich, kompletnich MIG s mnohem del$im biolo-
gickym polocasem.

Jednoznaéné indikace ke sledovani hladin
s-VLR jsou variantni formy MM, které se vyznaguji
chybéjici nebo omezenou tvorbou MIG (nesekreéni
a oligosekrecni typ MM), nebo izolovana produk-
ce pouze strukturdlnich komponent MIG napfiklad
Bence-Jonestv typ MM a MM kombinovany s AL-
amyloiddézou (8).

U MM s intaktnim MIG je stanoveni s-VLR
v nékterych situacich pravdépodobné lep$im indi-
katorem pribéhu onemocnéni a efektu 1é¢by nez
zmény MIG, hlavné ve tfidé IgG. Pokles koncen-
trace MIG pfi 1é¢bé je pomaly a opozdény, nebot
katabolicky proces IgG je 21 dnli (5, 14). V remisi
onemocné&ni upozortiuje vzestup hladiny s-VLR na
poCinajici relaps choroby, protoze k vzestupu s-
VLR dochazi podstatné dfive nez k vzestupu MIG,
pfipadné exkreci B-J bilkoviny v mogi, je-li soucas-
né pfitomna.

U Bence-Jonesova (,light chain“) mnohocet-
ného myelomu je mozno s pouzitim elektroforézy
s vy$Si rozliSovaci schopnosti prokdzat atypickou
z6nu monoklondlniho LR jen asi u 50 % nemocnych,
protoze migraéni heterogenni zéna mize byt umis-
téna v oblasti 8 a globulind, kde byva pfekryta zéna-
mi jinych bilkovin. Pouzitim metody imunofixace Ize
prokézat s-VLR v 65-70%. Analyza mote pomoci

/ www.internimedicina.cz

PREHLEDOVE CLANKY

imunofixace je vhodnym vySetfenim u B-J typu MM.
V soucasnosti je vSak metodou volby se 100 % pri-
kazem s-VLR kvantitativni imunochemicka analyza
a index k/\. Vyhodou automatizované imunoche-
mické analyzy oproti imunofixaéni metodé je vy3si
citlivost a schopnost kvantitativniho vyjadfeni zjis-
ténych hladin s-VLR. U pacient(i s nizkou produkc
hladin s-VLR a dobrou funkci ledvin nemusi byt VLR
v modi vibec zachytitelné. Bylo dokézéno, ze zména
hladiny s-VLR je ¢asnj$im a citlivéjsim indikatorem
lééebné odpovédi nez hodnoceni VLR v mogi, proto
se od analyzy moce v souc¢asnosti do jisté miry ustu-
puje (4, 5,7, 14).

Vysetfovani s-VLR vyuzivame nejen pro di-
agnostiku a monitorovéni 1é¢ebné odpovédi, ale
i priib&hu nemoci. Stanoveni hladin s-VLR upfesfiu-
je rozpoznani remise nemoci (kompletni remise je
provazena obvykle normalizaci hladin a indexu k/A),
délky trvani stabilni (,plateau”) faze (stabilita hladin
s-VLR a indexu k/M) i véasné zachyceni progrese
nebo relapsu onemocnéni (vzestup hladin s-VLR,
vychyleni indexu k/M). K uvedenym zméndm doché-
zi mnohem dfive nezli k nar(istu plazmocytd v kostni
dfeni, situace vSak vyzaduje pribézné sledovani
sérovych hladin VLR.

Nesekretoricky mnohoéetny myelom (NMM) se
vyskytuje vzécné (1-2%) a vyznacuje se dle kon-
venéni klasifikace nepfitomnosti MIG, s-LR nebo LR
v moCi pfi vySetfeni pomoci elektroforetickych a imu-
nofixaénich postup(. Citlivéj$i metody — imunohisto-
chemické vySetieni plazmocytl v kostni dfeni a izo-
elektricka fokuzace mohou stopovou produkci MIG
v 80-90% pfipadl prokézat, takze ,pravy“ NMM je
ve skute¢nosti velmi vzécny. Jen 10-15% NMM je
skutecné neprodukujicich, nikoliv pouze neschop-
nych pfenosu sekreénich produkti do krve. Velkym
pfinosem pro diagnostiku a monitorovani pribéhu
lé¢by u NMM je pouziti automatizované imunoche-
mické kvantitativni metody, prokazujici pfitomnost
monoklondlnich s-VLR nebo patologického indexu
K/\ u vyzna€né Casti nemocnych (az v 82%) (14,
15). Je jisté, ze monitorovani hladin s-VLR a inde-
Xu K/\ je vyhodnéjsim ukazatelem celkové aktivity
choroby a zmén rozsahu celotélové nadorové masy
vCetné extramedularni nez ¢asté opakované vyset-
feni rtg, MRI, CT nebo pohybu zastoupeni plazmo-
cytl v kostni dfeni. Pfi podezieni na NMM je vySetfe-
ni hladin s-VLR vyse uvedenou metodou a vypocet
index( k/A metodou volby, pfiéemz negativni vysle-
dek by se mél vzdy doplnit imunohistochemickou
analyzou plazmocytl kostni dfené k rozpoznani,
pfipadné vylou¢eni NMM (5, 7).

Primarni systémova AlL-amyloidéza s negativ-
nim vysledkem imunofixaéni elektroforézy séra ma
v 86-98% prokazatelné abnormélni hladiny s VLR
(1,8, 15).
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Solitarni myelom pfedstavuje jen 3-5 % plazmo-
celuldrnich neoplazii, u kterych byvéa v 50% proka-
zén MIG. Kostni i extramedularni forma byva pro-
vazena v dobé diagnostiky zvyéenim hladin s-VLR,
které po lokalni 1é¢bé vyznamné klesaji. Pokud po
lokalni 1éCbé (radioterapii) k poklesu nedochazi, je
tfeba pomyslet na pfitomnost nadorové tkané i v jiné
lokalizaci.

Waldenstrdmova makroglobulinemie ma v 97 %
zvy$ené hladiny s-VLR nebo patologicky index k/A.
Stejné jako u ostatnich malignich MG je mozno
monitorovat hladiny s-VLR ke sledovéni efektu
|éEby, remise, progrese onemocnéni nebo relapsu
choroby. Rovnéz u této choroby hladiny s-VLR odra-
zeji rozsah nadorové masy (4, 5, 14).

U nehodgkinskych lymfomd B-typu (NHL-B)
byva MIG prokdzéan standardni elektroforézou séra
u 10-15% nemocnych, u B-CLL az u 35%, ale v kon-
centracich mnohem nizsich nezli u MM (14). Rovnéz
se prokazalo, ze kvantitativni imunochemicka metoda
stanoveni s-VLR je citliv&j$i ve srovnani s konvené-
nimi vySetfovacimi metodami. Pfinos monitorovani
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Zavér

Z uvedenych informaci vyplyvé, Ze stanoveni
s-VLR pomoci automatizované imunochemické
analyzy je vyznamnou metodou kazdodenni klinické
praxe, kterd rozsifuje sou¢asnou paletu zavedenych
vySetfovacich metod provadénych pfi diagnostice,
sledovani pribéhu a monitorovani 1éby u jednot-
livych typl MG. Pfedlozend metoda umoziiuje vy-
znamné v€asngéjsi a presnéjsi hodnoceni soucas-
ného stavu a vyvoje choroby s moznosti véasného
ovlivnéni IéCby event. zmény zavedené terapie. Jeji
skutecny pfinos v klinické praxi vSak umozni teprve
zhodnoceni v delSim ¢asovém odstupu.
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