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Souhrn: V posledni dekddé doslo v laboratorni diagnostice monoklonalnich gamapatii ke zna¢nému pokroku. Prace stru¢né
uvadi prehled v soucasnosti pouzivanych metod a diskutuje jejich vyznam, problémy stanoveni a interpretace. Ze zakladnich kli-
nicko-biochemickych metod je to elektroforéza na agardze a kapilarni elektroforéza. Pro urceni imunoglobulinové tfidy a anti-
genniho typu lehkych fetézcti paraproteinti imunofixacni elektroforéza plné nahradila imunoelektroforézu. Imunofixace je cit-
livéjsi a rychlejsi. Své misto v algoritmu laboratornich metod pouzivanych u monoklonalnich gamapatii nachdzi i stanoveni
koncentrace volnych lehkych fetézcti (nesekretoricky myelom, AL amyloid6za, onemocnéni z lehkych fetézct). Z fady prognos-
tickych faktort byla vybrdna kombinace f8,-mikroglobulinu a albuminu jako nejjednodussi a s nejvétsi vypovédni hodnotou. Pa-
letu laboratornich vysetfeni dopliiuje stanoveni viskozity séra a pritkaz kryoglobulinti.
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Laboratory identification of monoclonal immunoglobin

Summary: In the last decade, laboratory diagnostics of monoclonal gammopathies has taken a huge step forward. The study
takes a brief look at the methods currently being used, discussing their significance, the problems faced in their definition and
interpretation. Among the primary clinical-biochemical methods, there are agarose electrophoresis and capillary electrophore-
sis. Immunofixation electrophoresis has completely replaced immunoelectrophoresis in determining immunoglobin classes and
antigen types of paraprotein light chains. Immunofixation is more sensitive and quicker. The determining of the concentration
of free light chains (non-secretory myeloma, AL amyloidosis, illness from light chains) has also found its place in the algorithm
of laboratory methods used in monoclonal gammopathy. Out of the many prognostic factors, the combination p,-microglo-
bulin and albumin has been chosen as the easiest and the one with the highest informative value. The spectrum of laboratory
examinations is completed by determining the viscosity of serum and identification of cryoglobulins.
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Monoklonalni gamapatie — biochemicka
definice

Monoklonalni gamapatie (MG), pa-
raproteinemie nebo dysproteinemie
jsou heterogenni skupinou onemoc-
néni, keera je charakterizovana proli-
feraci jednoho nebo vice klonti dife-
rencovanych B-lymfocyti produku-
jicich imunologicky homogenni
imunoglobulin, monoklondlni pro-
tein, paraprotein, M-protein. Cirku-
lujici M-protein se miize sestdvat
z intakeni imunoglobulinové mole-
kuly nebo jen zlehkych retézcti, a ne-

bo (mnohem vzicnéji) jen z tézkych
fetézcti imunoglobulind. Tézké fe-
tézce patii k jedné z péti imunoglo-
bulinovych tfid G, A, M, D nebo
E a lehké fetézce jsou bud antigenni-
ho typu k nebo L. Monoklondlni
imunoglobulin nalezi vzdy k jedné
imunoglobulinové tfidé (Ig), k jedné
podtiidé Ig a ma jen jeden typ leh-
kych fetézct. Rozdil od normalnich
Ig je predevsim v homogenité. Proti-
latkova aktivita u vétsiny paraprotei-
nt neni zndma, ale jednou z teorii
ptivodu monoklonalnich Ig je nad-

mérnd imunitni odpovéd, kterd se
vymkla kontrolnim mechanizmam.

Laboratorni medicina vyzaduje
pro pruikaz a charaketerizaci parapro-
teint citlivé, spolehlivé a rychlé me-
tody (tab. 1). Analyza séra a modi je
nezbytna u vSech paraproteinemii
[1]. Na pritomnost paraproteinu nis
muze upozornit nezvykle vysoka
koncentrace celkové bilkoviny séra
(90 g/l a vice). Nicméné u monoklo-
néalnich gamapatii nejasného vyzna-
mu (MGUS), v pocatecnich stadiich
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Metoda (marker)

gel nebo kapilarni elektroforéza)

imunofixace bilkovin séra

urceni koncentrace polyklondlnich Ig
(turbidimetrie, nefelometrie)

volné lehké fetézce v séru

viskozita séra

B,-mikroglobulin

elektroforéza bilkovin moce

imunofixace bilkovin moce

volné lehké fetézce v moci

Upraveno podle doporuceni NACB [1].

elektroforéza bilkovin séra (agardzovy

uréeni koncentrace monoklondlnich Ig
(denzitometrie, absorbance v UV u CE)

Pouziti

screening, diagnéza, sledovani

Tab. 1. Zakladni laboratorni metody pouzivané u monoklonalnich gamapatii.

urceni typu paraproteinu, sledovani zbytkového onemocnéni u MM

diagnéza a sledovani, monitorovani terapie

diagndza a sledovani

diagnoza a sledovani nesekretorického myelomu, AL amyloid6zy, MGUS

anemoci lehkych fetézcti
hyperviskézni syndrom
stdZovaci systém, prognéza
screening, diagnéza, sledovani
urceni typu paraproteinu

diagnéza a sledovdni nesekretorického myelomu, AL amyloid6zy, MGUS

anemoci lehkych fetézcti

mnohocetného myelomu (MM),
u myelom IgD, u nemoci z lehkych
a tézkych imunoglobulinovych fe-
tézct [2] mohou byt koncentrace
celkové bilkoviny normalni.

Elektroforéza bilkovin

Nejlepsim laboratornim screenin-
gem pro priikaz paraproteinu v séru
a v modi zlistava kvalitni elektrofo-
réza bilkovin. Tato metoda je také
dostatecné citliva, rychla, levna
a snadno dostupna. V poslednich le-
tech je v nasich laboratofich nepra-
vem opomijena. Pfitom poskytuje
fadu cennych informaci pfi interpre-
taci elektroforetického obrazu, ktery
muze byt charakeeristicky pro hyper-
gamaglobulinemii monoklonalni,
polyklondlni, oligoklonalni, pro ne-
froticky syndrom, pro akutni zanét,
chronicky zinét, mtizeme vyslovit
podezieni na deficit Ig pfi hypoga-
maglobulinemii, prokdzat bisalbumi-
nemii apod. Zejména pro prukaz pa-
raproteind je elektroforéza sérovych
bilkovin a bilkovin moéi suverénni
screeningovou metodou. Parapro-
tein byvd prokazovian pfi rutinni
elektroforéze asi v 1% frekvenci [3].
Jako délici médium (nosic) se nejcas-
téji vyuzivd agardza a acetylovana ce-
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luléza. V poslednich 2-3 letech pro-
nikd do velkych rutinnich laboratofi
klinické biochemie kapilarni elektro-
foréza (CE). Soucasné elektroforetic-
ké metody jsou velmi citlivé a do-
kazou zachytit M-gradienty kolem
0,5 g/l. Paraprotein se mtize v elektro-
foretickém obraze nachazet mezi ga-
maglobuliny az a-2 globuliny. Mtize
byt pozorovin jako ostry M-gra-
dient, nékdy md ale charakter $irsi
difuzni zény nebo muze splyvat i se
zénou betaglobulint. Tyto parapro-
teiny jsou pak béznou elektroforé-
zou tézko odhalitelné. Podobné ob-
tiznd situace muiZe nastat, jsou-li pfi-
tomny jen monoklonalni lehké
fetézce k nebo A, kdy M-gradient ne-
musi byt v elektroforeogramu séra
viibec pritomen. Také pritkaz bilko-
viny v mo¢i indikdtorovymi papirky
je zde nedostatecny, protoze je zalo-
Zen predevsim na pfitomnosti albu-
minu v mod¢i. Bilkovinu v modi je
vhodné pii podezieni na pfitomnost
Bence-Jonesovy bilkoviny (BJB) vy-
Setfit klasickou zkouskou s kyseli-
nou sulfosalicylovou a v pfipadé po-
zitivity elektroforézou s ndslednou
imunofixaci. Tento postup vyuzivaji-
ci pfimo elektroforézu a imunofixa-
ci je v soucasnosti ¢astéjsi.

Pritiny falesné negativniho visledku
elektroforézy

Nékteré paraproteiny tvoii komple-
xy s ostatnimi bilkovinami plazmy,
coz méni jejich pohyblivost nebo
maskuje jejich pfitomnost. Elektro-
foreticky obraz mtize byt modifiko-
van pfitomnosti monomert, dimerti
nebo polymert IgM, polymerti IgA
nebo agregitti IgG. Nékteré bilkovi-
ny mohou simulovat pfitomnost M-
proteinu, jako tzv. pseudoparapro-
teiny (fibrinogen, CRP, lyzozym,
komplex hemoglobinu s haptoglobi-
nem, migrac¢ni artefakty apod). Proto
spolehlivy priikaz monoklonalnich
Ig v séru anebo v moci poskytuje az
imunofixace. Elektroforéza je zaklad-
ni metodou pro screening M-gra-
dientd, ale je také zakladni metodou
pro urceni koncentrace paraprotei-
nu. Elektroforeogram je vyhodnocen
denzitometricky, pfi tomto hodno-
ceni jsou ziskdna relativni procenta
zastoupeni jednotlivych frakei bilko-
vin (tedy i paraproteinu) a spolu se
stanovenim celkové bilkoviny séra
lze pak urcit koncentraci frakei véet-
né paraproteinu. Pfi pouziti kapilar-
ni elektroforézy je pfimo méfena ab-
sorbance v UV oblasti (200 nm) na ka-
todickém konci kapilary. Koncentraci
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monoklondlniho Ig sledujeme pro
stanoveni vychozi diagnosticky duile-
zité hodnoty, a dile pro monitorova-
ni dynamiky relativnich zmén pri
sledovani vyvoje MG nebo terapie
MM. Je vhodné, aby bylo toto sledo-
vani provddéno pokud mozno na
stejném pracovisti, stejnymi osoba-
mi a se stejnym pristrojovym vybave-
nim [4]. Divodem je fada faktord,
které mohou stanoveni koncentrace
paraproteinu ovlivnit (elektrofore-
tickd metoda - agaréza, CE, pouzi-
ty denzitometr, subjektivni detekce
M-gradientu apod).

Elektroforetickd analyza parapro-
teind v jinych télesnych tekutinich
nez v séru obvykle vyzaduje tpravu
analyzovaného materidlu. Nejcastéji
se jednd o analyzu bilkovin mo¢i.
Moc¢ pro elektroforetickou analyzu
sbirdme 24 hod, vhodna je konzerva-
ce azidem sodnym (2 mg/l) proti
riistu bakterii, nebo mtizeme pouzit
k analyze druhy ranni vzorek mo¢i.
Stanovime koncentraci bilkoviny
a podle potfeby provedeme zahusté-
ni, prfipadné nafedéni moci na kon-
centraci bilkoviny 30 g/1 pro elektro-
forézu a 1,5-2,0 g/I pro imunofixaci.

Imunofixace vzorku krve a vzorku moi
Pfi prukazu M-gradientu nebo po-
dezfeni na jeho pritomnost v elektro-
foreogramu by pro potvrzeni nebo
vylouceni paraproteinu méla ndasle-
dovat imunofixac¢ni elektroforéza
séra anebo moci. Imunofixace je ne-
zbytnd pro uréeni imunoglobulinové
tiidy paraproteinu a pro urceni anti-
genniho typu lehkych fetézct Ig.
Imunofixace se pouziva také jako
screening napf. u podezfeni na
AL amyloidézu, pri které kvantita
M-proteintt muze byt tak nizka, ze
neni moznd jejich detekce pfi elek-
troforéze. Dal$imi indikacemi imu-
nofixace je napf. negativni rutinni
elektroforéza u pacientti s lécenym
mnohocetnym myelomem (diagnos-
tika zbytkového onemocnéni). Urce-
ni typu paraproteinu, tzv. imunoty-
pizace, se podle pouzité laboratorni

techniky déli na imunofixaci a imu-
nosubtrakei. Pfi imunofixaci se vzo-
rek séra elektroforeticky déli na aga-
rozovém gelu v 5 ,drahach“ a po
skonceni déleni se kazd4 délici linie
prevrstvi jednim z antisér proti IgA,
IgG, IgM a lehkym fetézclim « a A.
Nenavazané bilkoviny se promytim
gelu odstrani a obarvi se imunopre-
cipitaty fixovanych proteind. Imu-
nofixace detekuje v séru koncentrace
M-proteinu kolem 0,2 g/l a v moci
kolem 0,04 g/1. Je-li imunofixace ne-
gativni s antiséry proti imunoglobu-
linam A, G, M a jsou pfitomny mo-
noklondlni lehké fetézce k nebo A,
meéla by ndsledovat jesté imunofixa-
ce s antiséry proti IgD a IgE. Velmi
vhodny a prakticky screening na pfi-
tomnost monoklondlniho Ig v séru
je imunofixace bilkovin s pentava-
lentnim antisérem (A, G, M, K, L),
zejména u malych M-gradient(i nebo
gradientt skrytych pfi elektroforéze
v betaglobulinech.

Pri imunosubtrakci jsou pred
elektroforézou inkubovany vzorky
sér s antiséry proti tézkym a lehkym
fetézcim Ig. Imunotyp je urcen po-
dle elektroforézy s antiséry, u kete-
rych po inkubaci vzorku M-gradient
vymizel.

Kvantitativni stanoveni polyklonalnich
19G, 19A a IgM

Je rutinné provadéno turbidimetric-
ky nebo nefelometricky na zikladé
reakce tézkych fetézct Ig s polyva-
lentnim antisérem specifickym pro
danou tfidu tézkych fetézcti. Méfeni
je plné automatizovano a vyuziva se
pro detekci a monitorovani polyklo-
nalni hypogamaglobulinemie, ktera
je vysledkem poskozeni funkce bu-
nék kostni dené u malignich mono-
klonalnich gamapatii v dusledku ex-
panze maligniho klonu. Uréeni kvan-
tity paraprotein(t turbidimetricky
nebo nefelometricky muze byt v né-
kterych pozorovanich presnéjsi nez
denzitometrické stanoveni z elektro-
forézy, zejména u vysokych koncen-
traci monoklonalnich Ig (nad 50 g/1).
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Na druhou stranu jenom elektrofo-
reticky lze rozlisit biklondlni gama-
patii, kdy oba klony produkuji pa-
raproteiny stejného izotypu. Protoze
denzitometrie oproti nefelometrii
a turbidimetrii mtze poskytnout od-
lisné vysledky pri kvantifikaci mono-
klonalnich Ig, méli bychom u dané-
ho nemocného monitorovat aktivitu
onemocnéni stile stejnou metodou,
aby vysledky byly dobfe srovnatelné
[4]. Historicky asi 2-5 % nemocnych
MM nema v séru anebo v mo¢i mo-
noklondlni protein prokazatelny
imunofixa¢nimi technikami a jedna
se o tzv. ,nesekretoricky myelom*.

Stanoveni volnych lehkych fetézcu

Denni produkce volnych polyklonal-
nich lehkych fetézci imunoglobuli-
nt u zdravych jedincti je asi 500 mg.
Tyto lehké fetézce jsou vylucovany
glomeruly a prakticky kompletné ab-
sorbovdny v proximalnich tubulech,
takze denné je vylucovino modi asi
1-10 mg volnych lehkych fetézcti. Zvy-
$ené hodnoty polyklondlnich volnych
lehkych fetézctt mohou byt spojeny
s autoimunitnimi onemocnénimi.
Zvysené hodnoty monoklondlnich
volnych lehkych fetézcii a jejich in-
dexu K/L byvaji spojeny s maligni
proliferaci plazmatickych bunék,
AL amyloidézou a nemoci z lehkych
fetézct. Vysoka citlivost metody na
stanoveni koncentrace volnych leh-
kych fetézct (FLC) v séru i v moci
umoziuje jinak obtiznou diagnosti-
ku tzv. nesekretorického myelomu.
U téchto nemocnych a déle i u MM
s paraproteinem tvofenym volnymi
lehkymi monoklonalnimi fetézci
a u AL amyloidézy se jevi jako vy-
hodné sledovini koncentrace vol-
nych lehkych retézcii (FLC) v séru,
ptipadné v modi [5,6]. Metoda po-
uzivd protilitku zaméfenou na
vnitini epitop lehkého fetézce, a tak
odlisi volné lehké fetézce od vaza-
nych. Jde o citlivou metodu, kterd
stanovi koncentraci FLC od 2 mg/L
Stanoveni FLC se doporucuje také
k monitorovani ¢asné odpovédi na
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Tab. 2. Mezindrodni stiZovaci systém mnohocetného myelomu

(IMWG, 2003).

Stadium I
Stadium IT

Stadium III B,M > 5,5 mg/l

B,M — B,mikroglobulin

B,M < 3,5 mg/l a albumin > 35 g/l
B,M < 3,5 mg/l a albumin < 35 g/l nebo B,M 3,5-5,5 mg/1

terapii, protoze lehké fetézce Ig maji
velmi kratky polocas (2-6 hod) opro-
ti polocasu napf. IgG, ktery je asi
21dni. Pfi sledovani odpovédi na
lécbu u MM jako prvni vymizi, je-li
pritomen, gradient volnych lehkych
fetézcd, a ddle je nutné sledovat pro
prukaz Gspésné terapie zbytkového
onemocnéni vymizeni kompletni mo-
lekuly paraproteinu imunofixaci.

Stanoveni B,-mikroglobulinu
Dtlezitym prognostickym faktorem
u MM je stanoveni koncentrace f,-mi-
kroglobulin v séru. ,-mikroglobu-
lin (B,M) je glykoprotein (molekulo-
vd hmotnost 11 800 daltont), ktery
je homologni s konstantni ¢asti téz-
kych Ig fetézcti, je soucasti HLA sys-
tému a je exprimovan na vsech jader-
nych bunkach [7]. Koncentrace B,M
v séru 1 v modi je zavisla na funkci
ledvin, protoze je odbouravin a vylu-
¢ovan v ledvinach. Referenéni meze
pro B,M jsou pro sérum < 2,5 mg/I
a pro moc¢ < 0,4 mg/1. Za velmi nepfi-
znivy ukazatel prognézy u MM je
povazovana hodnota > 5,5 mg/L
V ledvinach je filtrovin do primdrni
moci a je témér 100% resorbovan
v proximalnich tubulech. Protoze
snizena glomerularni filtrace zvysuje
hodnoty B,M v séru a poskozeni tu-
bulti naopak snizuje jeho hodnoty
v séru, musime hodnoty B,M posu-
zovat ve vztahu k funkci ledvin. Pro-
gnosticky vyznam B,M se nevytraci
ani po provedeni korekce na stav
funkce ledvin. Hodnoty B,M spolu
s koncentraci albuminu v séru jsou
vyuziviny v novém mezindrodnim
stazovacim systému (ISS) doporuce-
ném International Myeloma Wor-
king Group (tab. 2).
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Vysetreni viskozity séra

U nemocnych monoklondlnimi ga-
mapatiemi je indikovdno stanoveni
viskozity séra pri vysoké koncentraci
paraproteinu, a to u IgM nad 40 g/1
a uIgG nad 60 g/l. Toto stanoveni je
nutné také u pacientd s klinickymi
ptiznaky hyperviskézniho syndromu
(oronazalni krvaceni, nevysvétlitelné
meéstnavé srde¢ni selhavani, poruchy
vizu a dalsi neurologickd symptoma-
tologie). V klinickych laboratofich
méfime obvykle relativni viskozitu
vztazenou k viskozité vody (1,0). Re-
feren¢ni interval je 1,5-1,8 centipoise
(cp). Hyperviskozita je nejcastéji po-
zorovana u Waldenstromovy makro-
globulinemie spojené s vysokou kon-
centraci monoklonalniho IgM (az
v 33 % pozorovani). V mnohem men-
8i frekvenci je hyperviskozita spojena
s vysokou koncentraci monoklonal-
nich IgG a IgA. Pomér mezi hodno-
tami sérové viskozity a koncentraci
paraproteinu IgM je nelinedrni a z4-
visi na molekuldrnich charakteristi-
kach a na stupni agregace parapro-
teinu. Pro pozorovani klinickych
symptom hyperviskozity se pova-
zuje za hrani¢ni viskozita 4,0 cp, ale
¢asto jsou nemocni asymptomaticti
i pri hodnotich nad 6-7 cp.

Vysetreni kryoglobulinemie

Kryoglobuliny jsou bilkoviny, které
precipituji nebo gelifikuji pri teplo-
tach nizsich nez 37 °C a po zahrati
se znovu rozpusti. Kryoprecipitac¢ni
vlastnosti mohou mit monoklonalni
Ig, polyklondlni Ig nebo muze jit
o smiSenou kryoglobulinemii (mixed
cryoglobulinemia) obou téchto slozek
za Ucasti komplementu, soucasné
proto nékdy byva pozorovano snize-

ni nékterych jeho slozek (zejména
C4). Klinickymi ptiznaky kryoglobu-
linemie jsou purpura, artralgie,
lymfadenopatie, hepatosplenomega-
lie a periferni neuropatie. K priukazu
kryoglobulinti by méla byt krev co
nejdfive po flebotomii dopravena do
laboratore, a to pfi zachovdni trans-
portni teploty 37 °C. Po centrifugaci
se sérem naplni hematokritova rourka
a ta se umisti do lednicky do teploty
4 °C. Po 24 hod zjistujeme pfitom-
nost kryoprecipitatu. Pokud se nevy-
tvoril, ponechdme sérum v lednicce
jesté dalsich 3-6 dni. Jestlize je
kryoprecipitit pritomen, centrifugu-
jeme hematokritovou rourku 10 min
v chlazené centrifuze a odecteme
kryokrit v mm. Precipitit mtizeme
promyt chladnym fyziologickym
roztokem a analyzovat imunofixaci.
Je-li v séru prokazan kryoglobulin,
mél by byt vzorek séra urceny pro
elektroforézu a imunofixaci pfe-
dehfivan na 37 °C. Toto opatieni ne-
vyzaduje CE, ktera probiha pti 35 °C.
Vzorek séra s kryoglobulinem je vhod-
né pro tyto analyzy oSetfit inkubaci
s 2-merkaptoetanolem (200 pl séra
+ 40 ul 2-ME) po dobu 10 min prfi
pokojové teploté. Kryoprecipitaci
muize vykazovat také za chladu pre-
cipitujici komplex fibrinu a fibrino-
genu, nebo heparin precipitujici
fibronektinové komplexy. Proto mtize
byt kryoglobulin fale$né pozitivni
u nemocnych s antikoagulaéni tera-
pii, ale jeho koncentrace je nizka (ko-
lem 1-2 g/l). U monoklonalnich
kryoglobulinti (typ I) byvd prakticky
vzdy vyssi nez 5 g/1 [8].

Zaver

V posledni dekddé doslo v diagnosti-
ce a terapii MG k velkému pokroku
[9]. Z Kklinicko-biochemickych me-
tod je to predevsim zavedeni velmi
citlivych elektroforetickych metod
pro analyzu bilkovin séra [10]. Jedna
se o elektroforézu na agardze a ka-
pilarni elektroforézu. Pro typizaci
monoklonalnich Ig byla zavedena
imunofixacni elektroforéza misto
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imunoelektroforézy séra a moci. Tato
metoda je citlivéjsi a rychlejsi. Své
misto v paleté laboratornich metod
pouzivanych u MG postupné nachi-
z{ i stanoveni koncentrace volnych
lehkych fetézct imunoglobulint (ne-
sekretoricky myelom, AL amyloidé-
za, onemocnéni z lehkych fetézct).
Z tady prognostickych faktorti byla
vybrana kombinace B,M a albuminu
jako nejjednodussi a s nejvétsi vypo-
védni hodnotou.
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