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MG (paraproteinémie)

* Heterogenni skupina onemocneéni
charakterizovana proliferaci
jednoho nebo vzacnéji i vice klonu

diferencovanych B-lymfocytu.



Mig (paraprotein)

Ig nebo jejich Casti,které jsou imunologicky
a elektroforeticky homogenni
(Mlg, M-protein, M-komponenta, paraprotein).

Apitz v r. 1940 - paraprotein.



TFidy imunoglobulint
v souboru 3049 paraproteinémii

Paraprotein n % kappa lambda nespecifikované
1IgG 1947 63,8 1098 708 141

IgA 476 15,6 269 174 33

IgM 379 124 233 102 45

IgD 14 0,4 2 12 -

Lehké fetézce 125 9,1 72 93 -

Gama HCD 1 0,04 - - -

Dvojité paraproteiny 79 2,6 - - -



Laboratorni prukaz
monoklonalnich gamapatii

m Historie prukazu paraproteinu

s SouCasné metody prukazu paraproteinu



Historie

Saturday, Nov. 7, 1845

Dear Dr. Jones,

The tube contains urine of very high specific gravity.
When boiled it becomes slightly opague. On the adition
of nitric acid, it effervesces. assumes a reddish hue,
and becomes quite clear, but as it cools, assumes the
consistence and appearance which you see. Heat
religuifiles it. What is it?

Dr. Thomas Watson



Historie

Henry Bence Jones (1814 — 1873)

Thomas Alexander McBean - ,.a highly respectable tradesman”
Dr. Thomas Watson

Dr. William Maclntyre

John Dalrymple — histologie kosti nemocneho



Historie

* r. 1922 Bayne-Jones a Wilson
- dvé rozdilné skupiny BJB (group 1. a group Il.)
= r. 1956 Korngold a Lipari

- dve tridy BJB, na Jejich pocest oznaceny kappa
a lambda

* r. 1962 Edelman a Gally

- prokazali, ze lehké retézce séroveho IgG myelomového
proteinu a BJB v moci tehoz nemocneho mayji stejnou
aminokyselinovou sekvenci



Historie

* r. 1937 Arne Tiselius
— popsal elektroforeticky pristrof umozniujici déleni
Smesi proteinu na zakladé jejich pohyblivosti v
elektrickém poli (globuliny na alfa, beta a gama)
= r. 1939 Longsworth

— prvni popsal abnormailni elfo obraz u MM
— M-komponenta (myelom, makroglobulinemie)

* 1. 1940 Apitz

— paraprotein®



* The real breakthrough in clinical application
of electrophoretic analysis came with the
introduction of the much simpler method
of filter paper electrophoresis.

ARNE TISELIUS (1968)



Historie

= r. 1950

— popsaly 4 laboratore
nezavisle pouziti
filtraCniho papiru jako
elfo nosiCe — zonove elfo



Vyznam stanoveni
koncentrace paraproteinu

a) diferenciace mezi MMG a MGUS
b) umoznuje tzv. staging u MMG

c) monitorovani terapie MMG
(remise, relaps, prognoza)

d) koncentrace paraproteinu koreluje
s masou tumoru (efekt terapie)



Historie



Historie

acetylovana celuloza
Skrob

agar

agaroza



Historie

= denzitometrické vyhodnoceni EFB



Historie

= denzitometrické vyhodnoceni EFB



Historie

* r. 1926 Theodor Svedberg

— UCF (4,5S, 7S, a 19S)
zajem vzrostl

— po r. 1944 Waldenstrom
makroglobuliny



Historie

* r. 1953 Grabar a Wiliams
— zavedli
imunoelektroforézu
Jako kombinaci
elektroforézy
a dvajité imunodifuze



Historie

= imunoelektroforéza s monospecifickymi antiséry



Historie

= r. 1953 Mancini, Fahey a McLevey - radialni imunodifuze



Soucasné metody laboratorniho prukazu paraproteinu

Kvalitni elektroforetické metody na agaréze nebo acetylované
celuléze umoznuji identifikovat M-gradienty kolem 0,5 g/l.

Na pritomnost paraproteinu - i vysoky TP.

Normalni TP - u ¢asnych MM, u MGUS, u MM IgD, u LCHD a HCHD.
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Laboratorni prukaz paraproteinu
r. 1986 Roberts — imunofixace pro klinické ucely

IF - velmi citliva metoda, detekcni limit < 0,25 g/l.
Pri vysokych koncentracich paraproteinu je tfeba sérum redit.



Laboratorni prukaz paraproteint

Kapilarni elektroforéza bilkovin séra
DETEKCE NASATI VZORKU
Katoda - Anoda +

sila EOT

_L B l—

Sila electrického pole

| — Elektro-osmoticky tok (EOT)
* Kladny naboj z pufru je mnohem siln&jsi nez elektrické

: pole.
- Zaporny naboj na Ve vysledném efektu, jsou v8echny

stené capilary bilkoviny unaseny ke katodickému
— konci kapilary.



Laboratorni prukaz paraproteint

Kapilarni elektroforéza
bilkovin séra

CZE zlepsuje kvantitativni hodnoceni elfo zén oproti
stechiometrickemu postupu barveni a odbarvovani

CZE - déleni probiha pfi 35,5 C, neni treba se obavat
Kryoprecipitace

Pfi kvantifikaci paraproteinu v rozpéti konc. 1 - 70 g/l spolu
CZE a AGE velmi dobre koreluji

CZE je citlivéjSi nez AGE (94,9% : 90,7%) a podobné
specificka (98,6% : 98,9%)

CZE pri kvantifikaci zén chyba vzdy mensi nez 3,1%,
u AGE mezi 3,9 -13,8%
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Vyznam stanoveni FLC

. Abnormalni konc. u 96% MM

2. Velmi rychla odpovéd na terapii (t 2 =2 — 6 h),
3. Mohou upozornit na progresi onemocnéni vcetne
moznosti dg. ,light chain escape”

4. Mohou pomoci pfri vybéru terapie

5. Mohou pomoci pfi prukazu zbytkového onemocnéni

Bradwell, A.R.: Serum free light chain analysis, 2004.



Hevylite (HLC)
— nova analyticka metoda v dg. a monitorovani MG

Hevylite: polyklon Ab — junkénim epitopim mezi

konstantnimi doménami HC a LC molekul Ig

(IlgG-K a IgG-L, IgA-K a IgA-L, IgM-K a IgM-L)



Laboratorni metody pouzivané u MG

Metoda (marker)

Pouziti

Elektroforéza séra (agarézovy gel nebo
kapilarni elfo)

skrining, diagnoza, sledovani

Imunofixace bilkovin séra

urceni typu paraproteinu, sledovani
zbytkového onemocnéni u MM

UrCeni koncentrace monoklon. Ig
(denzitometrie, absorbance v UV u CE)

diagnoza a sledovani, monitorovani
terapie

UrCeni koncentrace polyklon. Ig
(turbidimetrie, nefelometrie)

diagnoza a sledovani

Volné lehkeé retézce v séru

diagnoza a sledovani u nesekrecniho
myelomu, amyloidozy a MGUS

Viskozita séra

hyperviskozni syndrom

Beta-2 mikroglobulin

stazovaci systém, prognoza

Elektroforéza bilkovin moce

skrining, diagnoza, sledovani

Imunofixace bilkovin mocCe

urceni typu paraproteinu

Volné lehkeé retézce v modi

diagnoza a sledovani nesekrecCniho
myelomu, MGUS a amyloidozy




Kontrolni cyklus SEKK Gamapatie od r.1996,

probiha 2x rocne,vzdy 2 vzorky.

typizace kvantifikace

Vr. 1996 26 lab. 69% 21%

Vr. 2010 101 lab. 99% 95%




Gamapatie - typlzace

Parameh

| Gamupalie (Iypizace)

—

Pro kazdy vzorek zapiSie jediny kdd z ciselniku nalezi

uvedensho nize v tabulce

Vzorek A

Vzorek B

.

3

- 16

Typizace paraproteint - €iselnik nalezi

Porndmia: pokud uvedete v polich "Metoda®,

Kad Nazev Kod Nazev Kod Nazev
11 |lgA - kappa 21 |lgA - lambda 58 |Paraprotein nepritomny
12 Ig_G kappa 22 |lgG - lambda - 59 |Paraprotein nelze prokazat
13_ E;Tiiabﬁa :.’7-_’3 - IgM - lambda )
14 |igD - kappa 24 |IgD - lambda
15 |IgE - kappa | 25 [igE - 1ambda -
16 |kappa - 26 [|lambda
17 |kanpa - free 27 |lambda - free 89 |Vysledek neuveden

Gamapatie - kvantita

Paramelr

247 |Gamapatie (kvantita)

enf g

34

R_ | Vzorek A

Vzorek B

9] 25,57

4L,

—

*Reagencie” kidy “lind metoda™ nebo “Jing vyrobee”, specifikifte tyto na druhé strané lisw.




Typizace (urceni izotypu a typu lehkého Fetézce)

Pro kakdv prokizany paraprotein ve vzorku A 1 B zapisie do sloupee Typizace jediny kad 7 Siselnibu naleai uvedendho na drube strand.

Zkouska

Minuly
M

Oprava

Vzorek A

Vzorek B

M R

Typizaca

Typizacs

.
a1

Cramapatie {ypmace |

Kvantitativni stanoveni (stanoveni koncentrace paraproteinu a dalSich analytu)

Do sloupee Paraprotein zapidie tvp paraproteiny, jeha? kvamiu avidite ve sloupei Kvantita (vady jeden paraprotein na jeden fldek ).

Zkouska Minuly Oprava Vzorek A Vzorek B
jednotka M Rl M R Kvantita Paraprotein Kvanlita Paraprotein
I — B T B t L H I

247 Glamapate [hvamida) P | B i i '; ;

MR Gamapane (kantdal - - -
E 2% Gamapanie devantata s gll-

oy Lo %
% THp-Zemikeoglublin iml|- / i ///
E T Celkova bilkovinn wif- l i
= —t
ﬁ I4 FLC appa - .
15 FLE lambsda mgl)-

W Index kappaisnbada | I=¥ypole //é / A

S5 Ciamapatie (kvantila| 'l /

A4n  Ciwmapnitie (hvantelay wl
=)
E? 247 Oamopatie (kvantita) Ll

S0 -2-matoogiobubin ml}-

S50 Celkovi hilkavina ol / “,"/f..-

Vase hodnoceni kvality dodanych kontrolnich vzorki (zakrouZkujte)

w9 Vvhowugici

Mevvlonupici (uvedie duvind)




* Vr.2003 CMG a CSKB - standardizaci biochem.
vysetfeni u MM, podle IPI (albumin, B2-M).
Doplinéno o stanoveni koncentrace Mig.

* Projekt probihal od 11. 2003 do 4. 2005

* za ucasti 6 center lecby MM.



* Vr. 2009 mezilaboratorni studie (6 center)
CMG a CSKB stanoveni FLC.

* Zaver: sjednoceni redeéni, index K/L
— vice vyuzivat koncentraci FLC.

* Doporuceno zaradit stanoveni FLC do kontrol.
cyklu SEKK Gamapatie od r. 2010.
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