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WYKAZ SKROTOW | POJEC:

MGUS - (monoclonal gammapathies of undetermined significance) gammapatie

monoklonalne o nieustalonym znaczeniu

MM - (multiple myeloma) szpiczak mnogi

SPE - (serum protein electrophoresis) rozdziat elektroforetyczny biatek surowicy
UPE - (urine protein electrophoresis) rozdziat elektroforetyczny biatek moczu
FLC - (free light chains) wolne tancuchy lekkie immunoglobulin

TLC - (total light chains) catkowite tancuchy lekkie

IFE - (immunofixation electrophoresis) immunofiksacja

FLCr - (FLC ratio) stosunek stezenia wolnych tancuchéw lekkich kappa do

lambda

HLC - (Hevylite - heavy chain/light chain immunoassays) tancuchy ciezkie
SMM - (smouldering multiple myeloma) szpiczak bezobjawowy

NSMM — (nonsecretory multiple myeloma) szpiczak nie wydzielajacy

NPMM — (nonproducing multiple myeloma) szpiczak niewytwarzajacy

HRE - rozdzialy elektroforetyczne na podtozach o podwyzszonej rozdzielczosci
MRI - rezonans magnetyczny

CT - tomografia komputerowa

PET - emisyjna tomografia pozytonowa

PET/CT - emisyjna tomografia pozytonowa w potgczeniu z tomografig

komputerowg



niespdjno $ci (niezgodno $ci) diagnostyczne - zdefiniowano, jako takie, w
ktorych jeden z elementow sktadajgcych sie na obraz gammapatii

monoklonalnej jest niespdjny z innymi.

niespojno sci (niezgodno $ci) analityczne — brak zgodnosci pomiedzy
wynikami ilosciowego oznaczania wolnych tancuchow lekkich uzyskanymi

réznymi metodami oraz wewngtrz metody nefelometrycznej



1 WSTEP

1.1 Gammapatie monoklonalne

Gammapatie monoklonalne jest to grupa choréb spowodowanych
nowotworowym rozrostem komorek plazmatycznych, produkujgcych i
wydzielajgcych do osocza immunoglobuliny lub fragmenty immunoglobulin.
Pierwotng przyczyng gammapatii monoklonalnych jest nowotworowy rozrost
klonu komérek produjgcych jednorodne biatko, ktdrego obecnos¢ we krwi
mozna wykry¢ dokonujgc rozdziatu elektroforetycznego biatek surowicy. Biatko
to zwane biatkiem monoklonalnym najczesciej lokalizuje sie w rozdziatach
elektroforetycznych w obszarze wedrowania gammaglobulin. Zmienione
nowotworowo komorki plazmatyczne podobnie jak analogiczne komorki
prawidtowe mogg produkowaé kompletne immunoglobuliny jednej z wybranych
klas (IgG, IgA, IgM) lub tylko fragmenty czgsteczki immunoglobulin (tahcuchy
lekkie, tancuchy ciezkie). W miare rozwoju choroby ekspansja jednorodnych
komorek plazmatycznych  produkujgcych  kompletng  immunoglobuline
powoduje, ze biatko monoklonalne staje sie dominujgcg frakcjg wsréd biatek
surowicy oraz nastepuje wzrost catkowitego stezenia biatka w osoczu. Méwimy
wtedy o0 hipergammaglobulinemii monoklonalnej. Jezeli nowotworowe
plazmocyty produkujg fragmenty immunoglobulin (tancuchy lekkie, tancuchy
ciezkie), ktore sg usuwane z osocza na drodze filtracji klebuszkowej, obecnosc
biatka monoklonalnego stwierdza sie w moczu. ROwnocze$nie wypieranie przez
namnazajgce sie komorki nowotworowe normalnych, produkujgcych
przeciwciata, immunokompetentnych  komérek plazmatycznych przez
namnazajgce  sie  komérki  nowotworowe  moze  prowadzi¢  do
hipogammaglobulinemii w obszarze puli immunoglobulin poliklonalnych. W
zaawansowanych stadiach choroby dochodzi czesto do paradoksalnej sytuacji,
w ktorej obserwujemy wysoki poziom immunoglobulin - spowodowany
intensywnym wytwarzaniem immunoglobuliny monoklonalnej a réwnoczesnie
obserwujemy objawy niedoboru immunoglobulin poliklonalnych

odpowiedzialnych za procesy odpornosci humoralne;.



Czestos¢ wykrywanych gammapatii monoklonalnych rosnie z roku na
rok. Po czesci wigze sie ze wzrostem odsetka oséb w wieku podesziym w
populacji, a takze z wiekszg wykrywalnoscig choroby. Rozrosty plazmatyczne
stanowig ok. 1% wszystkich nowotworow w ogéle oraz 14% nowotworéw
hematologicznych [1]. Najczesciej spotykang formg rozrostu komorek
plazmatycznych jest szpiczak mnogi wydzielajgcy immunoglobuliny klasy 1gG
(szpiczak IgG, stanowigcy ok. 50% wszystkich rozpoznan). W dalszej kolejnosci
spotyka sie szpiczaka klasy IgA (25%) i chorobe tancuchow lekkich (ok.15%).
Szczegl6lng grupe stanowig osoby 2z tagodng bezobjawowg postacig
gammapatii monoklonalnej, u ktérych przez dtuzszy czas wykrywa sie obecnos¢
niewielkich ilosci biatka monoklonalnego w surowicy bez innych objawow
choroby. Te forme choroby zwang gammapatia monoklonalng o nieokreslonym
znaczeniu (ang. monoclonal gammapathy of unknown significance - MGUS),
czesto wykrywang przypadkowo, uwaza sie za stan poprzedzajgcy
petnoobjawowg chorobe. Mimo, iz w przypadku MGUS nie podejmuje sie
leczenia, osoby, u ktérych zdiagnozowano tego typu zaburzenia powinny
podlega¢ monitorowaniu gtéwnie poprzez wykonywanie raz w roku
elektroforezy biatek surowicy [2].

1.1.1 Historia odkrycia szpiczaka mnogiego

Obecnos¢ szczegoblnego typu biatka w moczu zostata opisana juz ponad
150 lat temu przez doktora Henry’ego Bence-Jones’a, patologa pracujgcego w
Szpitalu Sw. Grzegorza w Londynie, ktory po raz pierwszy zidentyfikowat w
moczu pacjenta z chorobg charakteryzujgcg sie bdlami kosci, ztamaniami i
obrzekami biatko, ktére po wytrgceniu kwasem octowym, podczas ogrzewania
rozpuszczato sie, a po oziebieniu ulegato ponownej precypitacji [3]. Obecnos¢
tego biatka Bence-Jones powigzat z opisang przez siebie chorobg. W roku
1873 J. von Rustizky opierajgc sie na obecnosci w kosciach typowych dla
opisanej przez Bence-Jonesa choroby licznych zmian ognisk rozrostu komaorek
plazmatycznych wprowadzit nazwe ,szpiczak mnogi” [4]. Okreslenie "biatko
Bence-Jonesa” po raz pierwszy zastosowat Fleischer w roku 1880 [5]. W
opisanych wyzej historycznych badaniach prowadzgcych do opisania szpiczaka

mnogiego, biatko monoklonalne wykrywano tylko w moczu.
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W 1922 roku Stanhope Bayne-Jones i D. Wright Wilson opisali dwie grupy
biatka Bence-Jonesa [6], a w 1956 roku Leonhard Korngold i wspotpracujgcy z
nim technik-analityk Rose Lipari postugujgc sie metodg immunodyfuzji radialnej
na zelu agarozowym uzywajgc surowicy zwierzgt immunizowanych przeciwko
biatku Bence-Jonesa, zidentyfikowali dwa rodzaje tego biatka, a takze wykazali,
ze antysurowica przeciw biatku Bence-Jonesa reaguje z biatkiem obecnym we
krwi chorych ze szpiczakiem [7]. Dla upamietnienia odkrycia Korngolda i
Lipari’ego, dwie klasy biatek Bence-Jones’a zidentyfikowane w moczu nazwano
kappa (k) i lambda (A) [8]. Wkrétce biatka te zidentyfikowano jako tancuchy

lekkie stanowigce czes¢ czgsteczki immunoglobuliny.

Mozliwos¢ identyfikacji tancuchéw lekkich w biatku monoklonalnym
wykorzystana zostata w klasyfikacji klinicznej gammapatii monoklonalnych [Tab.
1], ktora opiera sie na charakterystyce produkowanego biatka oraz ocenie

dynamiki rozwoju choroby poprzez oznaczanie ilosci biatka.
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Tab. 1 Klasyfikacja WHO nowotworéw wywodz  gcych si @ z komérki plazmatycznej

[Szpiczak mnogi. Najnowsze metody rozpoznawania i leczenia. Dmoszynska Anna red. 2009]

Gammapatie monoklonalne o nieustalonym znaczeniu
(MGUS)

Szpiczak plazmocytowy

Szpiczak bezobjawowy (tl gcy)
Szpiczak niewydzielaj gcy
Biataczka plazmatyczno-komérkowa

Guz plazmatyczno-komorkowy

Izolowany szpiczak ko Sci
Pozakostny (pozaszpikowy) guz plazmatyczno-komoérkow y

Choroby z odktadania immunoglobulin

Amyloidoza pierwotna
Choroba ta icuchow lekkich i ta ncuchoéw ci ezkich

Szpiczak z osteoskleroz g (zespét POEMS)

tancuchy lekkie immunoglobulin nalezg do grupy biatek drobnoczgsteczkowych
osocza i sg szybko usuwane w wyniku filtracji w nerkach. Z tego powodu ich
stezenie w osoczu jest niskie i ich wykrycie wymaga stosowania czutych metod

immunochemicznych.

Obecnie biatko monoklonalne wykrywa sie w surowicy chorego odpowiednimi
metodami diagnostycznymi dostosowanymi do tego czy biatko to akumuluje sie
w osoczu (kompletne czgsteczki immunoglobulin), czy tez ulega filtracji w

nerkach (tancuchy lekkie immunoglobulin i inne ich fragmenty).

1.1.2 Manifestacje kliniczne gammapatii monoklonaln  ych

Kliniczne objawy szpiczaka sg niecharakterystyczne. Najczesciej chorzy
zglaszajg sie z dolegliwosciami bolowymi w obszarze kregostupa i
niedokrwistoscig. Obecnos¢ nieprawidtowego biatka w surowicy i moczu
pocigga za sobg réznego rodzaju konsekwencje kliniczne sktadajgce sie na

symptomatyke szpiczaka mnogiego. Ws$rdd objawdw szpiczaka mnogiego
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zwigzanych z obecnoscig biatka monoklonalnego wymienia sie zwiekszong
lepkos$¢ osocza i postepujgce uszkodzenie nerek. Fragmenty immunoglobulin:
tancuchy lekkie i tancuchy ciezkie sg filtrowane przez nerki, jednak ich
obecno$¢ w wysokich stezeniach w filtracie klebuszkowym powoduje
uszkodzenie migzszu nerek i prowadzi do tzw. zespotu nerki szpiczakowej,
ktérego ostatecznym efektem jest schytkowa niewydolnos¢ nerek [9]. Ponadto,
rozrost patologicznego klonu komorek plazmatycznych powoduje wypieranie
innych linii komorkowych obecnych w szpiku, czego konsekwencjg jest anemia i
obnizenie odpornosci przez zmniejszenie ilosci immunoglobulin petnigcych
funkcje przeciwciat. Wynika to stgd, ze immunoglobuliny monoklonalne nawet,
jesli nie wykazujg zmian struktury w stosunku do normalnie obecnych w osoczu
immunoglobulin, nie pelnig funkcji przeciwciat przeciw znanym antygenom.
Ogniska rozplemu plazmocytow w kosciach powodujg tworzenie obszaréw
osteolizy bedgcej przyczyng dolegliwosci bdlowych a takze skionnosci do
ztaman uposledzajgcych zycie pacjentow. Ze wzgledu na brak wyraznych
objawéw towarzyszgcych wczesnej fazie rozwoju szpiczaka nierzadko
patologiczne zlamania sg pierwszym zauwazalnym objawem, ktéry powoduje
rozpoczecie diagnostyki w kierunku szpiczaka. Dlatego jako objawy dla tego

schorzenia wymienia sie béle i ztamania kosci.

Jak juz wspominano najczesciej wystepujgcg gammapatia monoklonalng jest
szpiczak mnogi. Wedlug Roberta A. Kyle’a [10] wyr0znia sie nastepujgce

postacie tej choroby:
e gammapatia o nieustalonym znaczeniu (MGUS),
» szpiczak tlgcy (smouldering multiple myeloma SMM),

e szpiczak plazmocytowy uogolniony (myeloma multiple, plasmocytoma
MM).

Szpiczaka mnogiego zwykle rozpoznaje sie u ludzi starszych (>55 lat), jednak
rzadziej moze pojawia¢é sie u o0sOb miodych. Nowotwor najczesciej ma
charakter rozsiany, zajmujac szpik a w pOzniejszej fazie takze tworzac w

kosciach odrebne ogniska rozplemu. Mozliwe sg takze formy lokalnego rozrostu
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komorek plazmatycznych, jako guzy tkanek miekkich (plazmacytoma). Wsréd
wczesnych objawéw choroby wymienia sie niedokrwistosé, wysokie
(trzycyfrowe) wartosci OB i/lub upos$ledzenie funkcji nerek. Ze wzgledu na
szanse skutecznego leczenia i zapobiegania powiktaniom duze znaczenie ma
wykrycie gammapatii w najwczesniejszym okresie [11]. Za wstepne stadium
choroby wielu autorow uwaza gammapatie monoklonalng o nieustalonym
znaczeniu - MGUS. W tym stadium stezenie biatka monoklonalnego nie
przekracza 20 g/l. Wszystkie parametry diagnostyczne, z wyjgtkiem obecnosci

stabo zaznaczonego prgzka biatka monoklonalnego sg prawidtowe:
* liczba plazmocytéw w szpiku nie przekracza 10%,
* nie stwierdza sie obecnosci tancuchow lekkich w moczu,
* nie stwierdza sie obnizonego stezenia immunoglobulin pozostatych klas,
e parametry oceniajgce prace nerek sg prawidtowe.

MGUS oznacza wystepowanie gammapatii monoklonalnej bez innych zmian
typowych dla rozrostu komorek chtonnych linii B [12]. Jest ona do$¢ czesto
spotykana u osob w starszym wieku i dotyczy nawet do 5% populacji po 70.
roku zycia. Ze wzgledu na to, ze ten typ gammapatii tagodnej w ciggu kilku lat u
30% do 70% chorych przechodzi w aktywng postaC szpiczaka, jest ona
rozpatrywana réwniez jako jego wczesne stadium. Dlatego tez pacjenci z
rozpoznanym MGUS powinni sie znajdowac pod statg kontrolg [13].

Kolejng postacig szpiczaka jest ,szpiczak tlgcy sie”, w ktdérym stezenie biatka
monoklonalnego rosnie do 30 g/l. Liczba plazmocytdéw w szpiku wzrasta do
30%, ale parametry laboratoryjne oceniajgce prace nerek sg prawidiowe.
Poziom immunoglobulin, pozwalajgcy oceni¢ humoralng odpowiedz
immunologiczng, jest rowniez prawidiowy. Ta posta¢ choroby podobnie jak

MGUS moze utrzymywac sie przez diuzszy czas

W ostatnim stadium choroby, czyli w szpiczaku uogdlnionym, stezenie biatka
monoklonalnego jest wysokie, czesto rzedu 80 g/l, a liczba plazmocytow w
szpiku wynosi powyzej 50-70%. Dochodzi do uszkodzenia nerek, ktore

manifestuje sie jako ,nerka szpiczakowa”. Powikfanie to wigze sie z obecnoscig
13



w kanalikach i cewkach zbiorczych ziogéw tahcuchow lekkich. W moczu
rowniez wykrywa sie wolne tancuchy lekkie. W nerkach mogg sie takze
odktada¢ tworzgce ztogi konglomeraty immunoglobulin monoklonalnych i
lekkich tancuchow, co prowadzi do niewydolnosci nerek. Postepujgcy proces
nowotworowy prowadzi do ostabienia humoralnej odpowiedzi immunologicznej,
manifestujgcej sie spadkiem stezenia immunoglobulin [12]. Definicje szpiczaka
mnogiego i pokrewnych gammapatii monoklonalnych przedstawiono w Tab. 2.
Podsumowuijgc, szpiczak mnogi jest chorobg manifestujgcg sie licznymi
objawami zwigzanymi z uszkodzeniem i zaburzeniem funkcji wielu narzgdow.
Leczenia szpiczaka mnogiego angazuje lekarzy ro6znych specjalizacji -
hematologéw, nefrologdw, immunologow a takze neurologéw i ortopeddw.
Rokowanie jest powazne, a przewidywanie postepu choroby trudne, poniewaz u
niektérych pacjentéw choroba postepuje szybko, prowadzgc do $mierci w ciggu
kilku miesiecy, a u innych ,tli” sie latami. Ogolnie szpiczak mnogi uwazany jest
za nieuleczalng chorobe przewleklta, wymagajgcg wiedzy oraz duzego
doswiadczenia ze strony zespotu leczagcego umozliwiajgcego indywidualne
podejscie do poszczegodlinych chorych. W ostatnich latach srednia diugosé¢
zycia pacjentbw ze szpiczakiem mnogim znacznie sie wydluzyta [14,15].
Badania populacyjne chorych na szpiczaka mnogiego, oparte na danych
rejestrow europejskich i USA, wskazujg na poprawe wzglednego przezycia 5-
letniego (57%) i 10-letniego (41%), ktora wystgpita w latach 1990-2000 i jest
szczegOlnie znaczgca u chorych w wieku < 60 r.z. [16,17]. Roéwnoczes$nie, przy
calej ztozonosci symptomatyki szpiczaka mnogiego i nowych metodach
diagnostyki obrazowej, wstepna diagnostyka choroby oraz monitorowanie
leczenia od lat opiera sie na wykrywaniu i monitorowaniu obecnosci

immunoglobulin monoklonalnych.
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Tab. 2 Definicje szpiczaka mnogiego i pokrewnych ga

mmapatii monoklonalnych

[Jurczyszyn A; Szpiczak mnogi — poradnik dla lekarzy: historia badar nad choroba,

epidemiologia, patofizjologia, objawy kliniczne oraz najnowsze sposoby leczenia].

Nazwa standardowa

Nowa nazwa

Definicja

Biatko monoklonalne <30g/I

MGUS (gammapatia MGUS lub MG L
. Komoérki plazmatyczne w
monoklonalna (gammapatia iku<10%
0 nieznanym monoklonalna, bez >ZpIku ?
znaczeniu) Zmian) Brak objawéw
sklasyfikowanych jako ,,CRAB”
Biatko monoklonalne=30g/I
i/lub
Szpiczak tl gcy sie lub Szpiczak Komérki plazmatyczne w
tagodny bezobjawowy szpiku=10%

Brak objawow
sklasyfikowanych jako ,CRAB”

Szpiczak mnogi

Szpiczak objawowy

Biatko monoklonalne w
surowicy lub moczu

Zajecie szpiku kostnego przez
monoklonalne plazmocyty

Jedna lub wiecej objawow
sklasyfikowanych jako ,CRAB”

Dysfunkcja narzgdowa klasyfikowana jako "CRAB":

C - podniesione stezenie wapnia (> 2,75 mmol/l lub 10 mg/dl)

R - dysfunkcja nerek (kreatynina > 173 pmol/l lub 2 mg/dl)

A - niedokrwisto$¢ (hemoglobina < 100 g/l)

B - choroba kosci (osteoliza lub osteoporoza)

Inne: zwiekszona lepkos¢ osocza, amyloidoza, powracajgce infekcje bakteryjne

(>2 epizody w miesigcu)
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1.2 Diagnostyka gammapatii monoklonalnych

W wyniku rutynowych badan diagnostycznych (morfologia, OB, biatko
catkowite) otrzymujemy informacje nasuwajgce podejrzenie wystepowania
gammapatii monoklonalnej. W wyniku badan bardziej specjalistycznych
(elektroforeza biatek surowicy, immunofiksacja) otrzymujemy informacje

okreslajgce rodzaj i stezenie biatka monoklonalnego [18].

Do niezbednego panelu badah w diagnostyce gammapatii monoklonalnych
zalicza sie rozmaz krwi obwodowej i badanie aspiracyjne szpiku. Jednak
morfologia krwi, jako rutynowe badanie w pierwszym okresie moze nie
wykazywac¢ zmian lub wykazywac niewielki spadek poziomu hemoglobiny i
liczby krwinek czerwonych. Krwinki czerwone mogg ulega¢ rulonizacji —
szczegOlnie w zaawansowanym stadium choroby, kiedy we krwi obwodowej
znajdujg sie znaczne ilosci biatka monoklonalnego. We krwi obwodowej rzadko
pojawiajg sie pojedyncze plazmocyty. Liczba krwinek biatych i ptytek, zazwyczaj
prawidlowa, moze zmniejszaé sie wraz z postepem choroby.
Charakterystycznym objawem laboratoryjnym jest przyspieszenie opadania
krwinek czerwonych (OB) nawet do wartosci ponad 100 mm/godz. Ponadto w
badaniach podstawowych mozna stwierdzi¢ wzrost stezenia biatka catkowitego
w surowicy (hiperproteinemie) przekraczajgcy znacznie zakres wartosci
referencyjnych 60-80 g/l, osiggajacy nierzadko stezenie powyzej 100 g/l
Poniewaz poza trywialnymi przypadkami odwodnienia poziom biatka
catkowitego rzadko bywa podwyzszony, to wysokie wartosci (oznaczanego
zwykle metodg biuretowg) biatka w surowicy sg jednym z sygnatéw alarmowych
mogacych $wiadczy¢ o wystepowaniu gammapatii monoklonalnej. Stwierdzenie
hiperproteinemii stanowi bezwzgledne wskazanie do wykonania rozdziatu
elektroforetycznego  biatek surowicy w celu diagnostyki réznicowej
hipergammaglobulinemi i ewentualnego wykrycia obecnosci bialka
monoklonalnego [1]. Do oceny zajecia szpiku poza biopsjg aspiracyjng
powinna by¢ takze wykonana trepanobiopsja. Zdarzajg sie bowiem przypadki
wykrycia w trepanobiopsji skupiska plazmocytow, podczas gdy rozmaz szpiku
jest prawidtowy. Dodatkowo w przebiegu choroby moze dojs¢ do zwidknienia

szpiku, co uniemozliwia uzyskanie materiatu technikg biopsji. Pojawienie sie we
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krwi obwodowej plazmocytow w trakcie trwania i leczenia choroby jest ztym

prognostykiem i wigze sie z czasem przezycia ponizej 2 miesiecy [19].

Bardzo istotnym elementem diagnostyki szpiczaka mnogiego jest ocena
kos¢ca. Najczesciej zajety przez proces chorobowy jest kregostup - 49%,
czaszka - 35%, miednica - 34%, zebra - 33%, kosci ramienne - 22%, kosci
udowe - 13% i zuchwa - 10% [20]. Rezonans magnetyczny (MRI) zapewnia
szybka ocene catego kosc¢ca, zajecie przez szpiczaka tkanek miekkich oraz
wykazuje nacieczenia szpiku kostnego. Alternatywnymi metodami sg
tomografia komputerowa (CT) oraz emisyjna tomografia pozytonowa (PET) lub
w potgczeniu z CT (PET/CT) [21].

Zréznicowana manifestacja choroby zwigzana z obecnoscig roznych form
biatka monoklonalnego wymaga w celu wykrycia gammapatii monoklonalnych
catego panelu badan diagnostycznych. Czestym przedmiotem dyskusji jest
potrzeba wykonywania rozdziatu elektroforetycznego biatek i immunofiksacji
moczu. Biatko Bence-Jonesa jest jednym z markerow pozwalajgcych na
wykrycie gammapatii monoklonalnych, poniewaz u 10-20% pacjentow z tego
typu zaburzeniami biatko monoklonalne stanowig wytgcznie monoklonalne
wolne tancuchy lekkie immunoglobulin [22]. W przeciwienstwie do form
szpiczaka produkujgcych kompletne monoklonalne czgsteczki immunoglobulin,
w postaciach produkujgcych fancuchy lekkie biatko Bence-Jonesa tatwiej
wychwyci¢ jest w moczu niz w surowicy. Jest to zwigzane z faktem, iz wolne
tancuchy lekkie sg z ftatwoscig filtrowane do moczu. Dlatego tez wykrywanie
biatka monoklonalnego u pacjentow ze szpiczakiem mnogim i chorobami

pokrewnymi powinno obok surowicy obejmowaé prébki moczu.

1.2.1 Metody elektroforetyczne

1.2.1.1 Elektroforeza biatek surowicy

Jednym z podstawowych narzedzi w diagnostyce chorob z gammapatig
monoklonalng jest elektroforeza. Technika elektroforetyczna umozliwia rozdziat

biatek surowicy na kilkanascie frakcji. Ocena tzw. profilu elektroforetycznego
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pieciu gtownych frakcji biatek surowicy dostarcza cennych informacji
réznicujgcych przyczyny zaburzen poziomu immunoglobulin. Podstawowa
technika - typowa elektroforeza prowadzona na podtozach agarozowych lub z
octanu celulozy dzieli biatka surowicy na pie¢ podstawowych frakcji - alouminy,
alfa-1, alfa-2, beta i gammaglobuliny. Technika ta pozwala na wykrycie nawet
stabych stref biatka monoklonalnego zwiaszcza, jezeli znajdujg sie w typowej
lokalizacji obszaru gammaglobulin. W proteinogramie obecny jest wowczas
charakterystyczny prgzek biatka monoklonalnego, najczesciej w regionie
gamma [Ryc. 1] lub beta [Ryc. 2], rzadziej w regionie alfa-2. Wysokos¢ piku
(odczytana densytometrycznie) jest proporcjonalna do stezenia biatka mono-
klonalnego. Klasyczng elektroforezg stwierdza sie obecnos¢ monoklonalnej

frakcji biatkowej u ok 80% pacjentéw ze szpiczakiem mnogim.

W przypadku, gdy staba strefa biatka monoklonalnego zlokalizowana jest
nietypowo (blisko frakcji beta, w obrebie beta lub nawet alfa-2 globulin)
pomocna moze sie okazacC elektroforeza o podwyzszonej rozdzielczosci.
Zmieniony skiad buforu, obecnos¢ jonéw wapnia powoduje, ze biatka surowicy
dzielg sie na kilkanascie frakcji, z ktorych niektére reprezentujg poszczegolne
biatka osocza. Rozdzialy na podtozach o podwyzszonej rozdzielczosci (HRE —
high resolution electrophoresis) sg rekomendowane do wykrywania,
monitorowania i ilosciowego okreslania stezenia biatka monoklonalnego.
Niestety ze wzgleddéw ekonomiczno-organizacyjnych ten typ podtozy jest rzadko

stosowany w rutynowych laboratoriach diagnostycznych.

Rozwijajgca sie w ostatnich kilkunastu latach szybka i wydajna technologia
elektroforezy kapilarnej jest mniej czuta, jesli chodzi o mozliwosci wykrywania
stabych stref biatka monoklonalnego.

Rozdziat elektroforetyczny jest jedyng jak dotad technikg pozwalajacg na
okreslenie ilosci biatka monoklonalnego. Ustawiajgc odpowiednio znaczniki
frakcji na rozdziale densytometrycznym mozliwe jest oddzielenie
immunoglobuliny monoklonalnej od poliklonalnego tla decydujgcego o

odpornosci.
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Ryc. 1 Rozdziat elektroforetyczny biatek surowicy z widocznym pr azkiem

monoklonalnym w strefie gamma.

Ryc. 2 Rozdziat elektroforetyczny biatek surowicy z widocznym pr agzkiem

monoklonalnym w strefie beta.
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1.2.1.2 Immunofiksacja surowicy

Kolejnym etapem diagnostyki gammapatii monoklonalnych po wykryciu
obecnosci biatka monoklonalnego jest okreslenie jego rodzaju, do czego
wykorzystuje sie technike immunofiksacji lub immunoelektroforezy. Metoda
immunofiksacji polega na  szesciokrotnym  rownolegtym  rozdziale
elektroforetycznym tej samej prébki surowicy, a nastepnie na kolejnych
Sciezkach selektywnym utrwaleniu (przy pomocy odpowiednich przeciwciat)
wszystkich biatek surowicy, immunoglobulin klasy IgG, IgA, IgM oraz tancuchow
kappa i tancuchow lambda. Biatko monoklonalne w technice Immunofiksacji
daje homogenny ostro zaznaczony prazek, w odréznieniu od immunoglobuliny
poliklonalnej, gdzie precypitat jest rozproszony i rozciggniety wzdiuz drogi
migracji biatek [Ryc. 3]. Gotowe zestawy do immunofiksacji sg produkowane

przez wszystkie duze firmy wytwarzajgce materiaty do elektroforezy.

W systemie elektroforezy kapilarnej odpowiednikiem immunofiksacji jest
immunosubstrakcja, w ktoérej potencjalna strefa biatka monoklonalnego jest
wigzana na wstepnym etapie przygotowania probki. W technice immunoelek-
troforezy o obecnosci biatka monoklonalnego decyduje ksztalt tuku
precypitacyjnego [1].
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Ryc. 3 Wynik immunofiksacji surowicy, w ktérej wykr yto obecno $¢ biatka

monoklonalnego — 19G, kappa.

Nalezy podkresli¢, ze elektroforeza i immunofiksacja biatek surowicy sg testami,
ktore mogg stuzy¢é dwom réznym celom. Wykrywaniu gammapatii
monoklonalnej albo monitorowaniu odpowiedzi na leczenie, w ktérym jednym z

kryteriow jest:

» Brak obecnosci biatka monoklonalnego — elektroforeza i

immunofiksacja.

« Bardzo staba strefa biatka monoklonalnego w elektroforezie,

pozytywny wynik imunofiksaciji.

» Stosunkowo niewielki spadek biatka M w elektroforezie (rzedu 50%)

Szczegolne trudnosci diagnostyczne nastrecza poprawna diagnostyka
hipergammaglobulinemii poliklonalnej, ktéra towarzyszy chorobom watroby.
Uszkadzajgcy komorki watroby czynnik pierwotny (alkohol, inne czynniki
toksyczne, zakazenie wirusowe) powoduje, ze uwolnione z komobdrek
watrobowych biatka sg rozpoznawane przez uktad immunologiczny jako obce

antygeny. Odpowiedz immunologiczna jest tak silna, ze w rozdziale
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elektroforetycznym biatek otrzymujemy charakterystyczny obraz, w ktérym
intensywna strefa immunoglobulin strefy gamma fgczy sie ze strefg beta
(mostek gamma-beta). Rownoczesnie niektére biatka (czasem posiadajgce
aktywno$¢ enzymatyczng) pochodzgce z uszkodzonych komérek watroby tak
silnie stymulujg uktad immunologiczny, ze w obszarze gamma obserwujemy
wystepowanie jednego lub czasem kilku wyraznych prazkéw biatkowych. Prazki
te, nierzadko Kklasy IgM, sa wynikiem klonalnej odpowiedzi uktadu
immunologicznego na okreslony antygen. Klonalnos¢ tych prazkéw mozna
potwierdzi¢ metodg immunofiksacji. Towarzyszgca schorzeniom watroby
hipergammaglobulinemia daje niekiedy objawy krioglobulinemii. Interpretacja
tego typu rozdziatbw wymaga od pracownikéw laboratorium duzego

doswiadczenia.

1.2.1.3 Elektroforeza bhiatek moczu

Badaniem, ktére zdaniem niektérych autorow jest réwniez konieczne do
wykrywania gammapatii monoklonalnych jest elektroforeza biatek moczu.
Wystepuje ona w dwoch podstawowych wariantach: SDS elektroforezy oraz
elektroforezy na podtozach agarozowych lub octanie celulozy z wykorzystaniem
wybranych przeciwciat (odpowiednik immunofiksacji). Mozliwe do zastosowania
przeciwciata mogg by¢ przeciw albuminie, tancuchom kappa, tancuchom
lambda, immunoglobulinom, biatkom drobnoczgsteczkowym biatkomoczu
cewkowego i innym. Istniejg tez systemy analizy bialek moczu pracujgce na

platformie elektroforezy kapilarnej.

Metodg referencyjng do analizy biatek moczu jest SDS elektroforeza. W
technice tej w pierwszym etapie analizowane bialka optaszczane sa
detergentem anionowym (siarczanem dodecylu — Sodium Dodecyl Sulphate) w
statym stosunku wagowym biatko-detergent. Po przytozeniu pola elektrycznego
biatka migrujg w usieciowanej strukturze zelu poliakrylamidowego stanowigcego
podioze, z szybkoscig odwrotnie proporcjonalng do logarytmu masy
czgsteczkowej. Po wybarwieniu zelu otrzymuje sie petng informacje o profilu
biatkowym moczu.

Mozna wykry¢ obecnosc¢:
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- wolnych tancuchéw lekkich typu kappa lub lambda lub ewentualnie innych
biatek drobnoczgsteczkowych (biatkomocz cewkowy)

- albuminy i transferryny (selektywny biatkomocz kiebuszkowy)
- strefy immunoglobulin (nieselektywny biatkomocz kiebkowy).

Nalezy tez pamietac¢, ze jednym z kryteriébw catkowitej remisji choroby jest brak
obecnosci biatka monoklonalnego w surowicy i w moczu stwierdzony metodg

immunofiksaciji.
1.2.2 Metody immunochemiczne

1.2.2.1 llosciowe oznaczanie podstawowych klas immunoglobulin

Dokonujagc ilosciowego oznaczenia podstawowych klas immunoglobulin
(IgG, IgA, IgM) technikami immunologicznymi (metodg nefelometryczng lub
turbidymetryczng) okresla sie stezenie zardwno immunoglobuliny produkowanej

przez prawidtowe plazmocyty jak i przez komérki nowotworowe.

Techniki immunologiczne stuzg takze do oznaczania wirtualnego stezenia
zwigzanych z immunoglobulinami tahcuchéw lekkich kappa i lambda, oraz
nastepnie wyliczeniu ich stosunku. Jezeli u pacjenta stwierdza sie podwyzszone
wartosci immunoglobulin wszystkich trzech klas a stosunek stezen tancuchow
kappa/lambda lezy w zakresie referencyjnym (1.35 - 2.65) to wynik taki
Swiadczy o hipergammaglobulinemii poliklonalnej. Gdy natomiast otrzymamy
podwyzszenie poziomu tylko jednej z klas immunoglobulin a stosunek k/A jest
zaburzony to prawdopodobng przyczyng hipergammglobulinemi jest obecnos¢
biatka monoklonalnego. Zmiana stosunku stezen fancuchow lekkich k/A ujawnia
sie dopiero wtedy, gdy stezenie immunoglobuliny monoklonalnej jest
porébwnywalne z sumg stezeh pozostatych immunoglobulin. W zwigzku z
powyzszym, zmiana stosunku catlkowitego stezenia fancuchow lekkich
zwigzanych z resztg czgsteczki immunoglobuliny nie jest zbyt czutym testem na

obecnos$¢ biatka monoklonalnego.

Opisana wyze] metoda immunochemicznych oznaczen ilosciowych, mimo ze

drozsza niz elektroforeza jest szczegoélnie uzyteczna, gdy immunoglobulina

23



monoklonalna nalezy do klasy IgA. Immunoglobuliny tej klasy w rozdziale
elektroforetycznym lokujg sie w waskiej, ostrej frakcji beta-globulin i mogg by¢

przeoczone przy interpretacji wyniku elektroforezy.

1.2.2.2 Wolne ta ncuchy lekkie immunoglobulin (FLCs)

W ostatnich latach wprowadzono do diagnostyki szpiczaka oznaczanie
stezenia wolnych fancuchéw lekkich w surowicy. Ten nowy test wykorzystuje
znane i wystepujgce réwniez w warunkach prawidtowych zjawisko produkciji i
wydzielania do osocza pewnej ilosci wolnych tj., niezwigzanych z tancuchami
ciezkimi tancuchdéw lekkich kappa i lambda. llos¢ wolnych tancuchow lekkich
(ang. free light chains — FLC) koreluje z aktywnos$cig komérek plazmatycznych i
jest miarg ilosci produkowanych immunoglobulin. Stwierdzono, ze u chorych ze
szpiczakiem ilos¢ wolnych tancuchow lekkich koreluje z zaostrzeniem procesu
chorobowego. Jako miare aktywnosci procesu wykorzystuje sie ilosciowe
oznaczanie wolnych tancuchow lekkich oraz ocene stosunku stezenia wolnych
tancuchow lekkich typu kappa do stezenia wolnych tancuchow lekkich typu
lambda [23, 24].

Okres poitrwania wolnych tancuchéw lekkich w osoczu wynosi dla fancuchow
kappa 2-4 godziny, dla tancuchow lambda 3-6 godzin, jest wiec kilkaset razy
krotszy niz okres poftrwania kompletnej czgsteczki immunoglobuliny klasy 1gG
(21 dni). Stezenie wolnych tancuchow w surowicy jest wiec miarg intensywnosci
syntezy immunoglobulin przez plazmocyty ujeta w ,czasie rzeczywistym”.
llosciowe oznaczenie FLCs pozwala na wykrycie przypadkéw szpiczaka
niewydzielajgcego, w ktérym nie stwierdza sie obecnosci biatka
monoklonalnego w surowicy i tancuchow lekkich w moczu za pomocg
elektroforezy a nawet immunofiksacji. Stezenie FLCs w surowicy jest tez
dobrym markerem syntezy tancuchow i umozliwia prognoze uszkodzenia nerki i

innych narzgdéw w wyniku tworzenia ztogébw amyloidowych.

Materiatem do ilosciowego oznaczenia FLCs jest surowica. Przeciwciata
poliklonalne wykorzystane do oznaczania FLCs reagujg wylgcznie z epitopami,
ktore sg odstoniete tylko wtedy, gdy tahcuchy lekkie wystepujg w formie wolne;.
Natomiast w kompletnej czgsteczce immunoglobuliny epitopy te sg przykryte
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przez fragmenty tancuchéw ciezkich. Podobnie jak w przypadku czgsteczek
immunoglobulin, oznaczenia FLCs sg wykonywane z zastosowaniem techniki
immunonefelometrycznej (ze wzmocnieniem lateksem) i immunoturbidy-
metrycznej opartej o aglutynacje optaszczonych przeciwciatami anty-kappa i

anty-lambda granulek lateksu.

1.2.2.3 tancuchy ci ezkie immunoglobulin

Najnowszym testem, wprowadzanym obecnie na rynek jest test stuzgcy
do oznaczania tancuchow ciezkich (heavy chain/light chain immunoassays -
“Hewylite” (HLC)). Czagsteczka immunoglobuliny posiada unikatowe epitopy
lgczace ze sobg tancuchy ciezkie i lekkie w regionie statym [Ryc. 4], wtasnie te
epitopy sg celem przeciwciat stosowanych w tescie Hevylite (HLC).W zwigzku z
tym mozliwe jest oddzielne oznaczanie fancuchow ciezkich immunoglobulin
réznych klas (1gG k, 1gG A, IgAK, IgAA, IgMk and IgMA). Oznaczenie wykonuje
sie w parach: IgGk/IgGA tak, aby ocenic¢ ich stosunek do siebie i tym samym
stwierdzi¢ czy immunoglobulina ma charakter monoklonalny czy poliklonalny,
podobnie jak w przypadku FLCr k/A. Wprowadzany test ma cechowac sie
wiekszg czutoscig niz elektroforeza i immunofiksacja. Pozwala rowniez na
ocene wybiorczej selektywnosci wybrane] metody leczenia wobec komorek

nowotworowych w stosunku do komorek prawidtowych [25].
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Ryc. 4 Docelowe epitopy (zaznaczone na czarno) dla  przeciwciat stosowanych w te  $cie
Hevylite znajduj 3 sie w regionie statym cz asteczki immunoglobuliny pomi  edzy

tancuchem ci ezkim i lekkim [25]

1.2.3 Zrdznicowanie czuto $ci analitycznej testow diagnostycznych

stuzgcych do wykrywania gammapatii monoklonalnych

Kazda z wymienionych wyzej metod cechuje sie okreslong czutoscig i
specyficznoscig diagnostyczng. Powstaje zatem pytanie jak dobrze metody te
nadajg sie do rozpoznania i monitorowania leczenia szpiczaka mnogiego,
zwlaszcza w jego wczesnej bezobjawowej fazie, kiedy podjecie wtasciwego

leczenia moze zapobiec powiklaniom stwarzajgcym zagrozenie zycia pacjenta.

Zgodnie z opisem producenta systeméw elektroforetycznych SEBIA poziom
detekcji biatka monoklonalnego dla rozdziatu elektroforetycznego biatek
surowicy na zelu agarozowym moze by¢ r6zny w zaleznosci od umiejscowienia
na rozdziale frakcji sktadnika monoklonalnego oraz ,tta poliklonalnego” we
frakcji gamma. Najnizsze wykrywalne stezenie biatka monoklonalnego w
elektroforetycznym badaniu surowicy krwi okresla sie na poziomie 170 mg/l. W
przypadku zastosowania immunofiksacji (IFE) w stosunku do rozdzielonych

biatek surowicy w zaleznosci od lokalizacji frakcji monoklonalnej, poziomu tla
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poliklonalnego w strefie gamma oraz procedury barwienia minimalne poziomy

detekcji mieszczg sie w zakresie 120-250 mg/I.

Czutos¢ analityczna oznaczen wolnych tancuchéw lekkich (FLCs), czyli
najmniejsze wykrywane stezenie jest w pewnym sensie zalezne od rodzaju
badanego materiatu. W nierozcienczonym, klarownym moczu oraz pitynie
mdbzgowo-rdzeniowym najmniejsze wykrywane stezenie FLCs typu kappa oraz
typu lambda wynosi 0,1 mg/l. Dla surowicy czuto$¢ jest 5-krotnie stabsza, z
powodu obecnosci interferujgcych lipidbw oraz innych czgsteczek

rozpraszajgcych swiatto i wynosi okoto 0,5 mg/l [25].

llosciowe oznaczenie FLCs technikg nefelometryczng pozwala na
monitorowanie obecnosci frakcji monoklonalnej w przypadku braku obecnosci
widocznego M-piku na obrazach bialek surowicy rozdzielonych technikg
elektroforezy. llosciowe oznaczenie wolnych tancuchow lekkich, poprzez
monitorowanie wzrostu stezenia wolnych tancuchéw lekkich (FLCs) zwigzanego
z progresjg choroby moze mie¢ takze znaczenie prognostyczne w przypadku
MGUS oraz szpiczakach niewydzielniczych (progresja choroby) a takze w
szpiczaku mnogim, plazmacytomie i amyloidozie (prognoza przezycia). Uwaza
sie, ze podwyzszony poziom wolnych tancuchow lekkich albo nieprawidiowy
stosunek stezen wolnych tancuchow lekkich k/A (FLCr) moze by¢ zwigzany z

wiekszoscig chorob wywodzacych sie z komorek plazmatycznych.

Wykazano réwniez ograniczenia techniki ilosciowego oznaczania FLCs. Nalezg
do nich: brak liniowosci, podatnosc¢ na efekt nadmiaru antygenu i zaleznosc¢ od
jednego producenta testu [26, 27, 28]. Jednak z racji wysokiej czutosci
diagnostycznej, szczegolnie w przypadku choroby tancuchow lekkich, a takze
potencjatu prognostycznego oraz przydatnosci podczas monitorowania chorych,
hematolodzy wigczajg oznaczenie stezenia wolnych fancuchow lekkich w
surowicy do panelu badan przesiewowych przy podejrzeniu choréb

rozrostowych komérek plazmatycznych.
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1.3 Algorytmy diagnostyczne pozwalaj gce na wykrycie gammapatii
monoklonalnych

Istnieje bardzo obszerne pismiennictwo na temat réznych algorytméw
diagnostycznych pozwalajgcych na wykrycie gammapatii monoklonalnych.
Obejmujg one rézne techniki oraz koniecznosé stosowania roznych rodzajow
materialu pobranego od pacjenta. Nie ma jak dotgd uznanej standardowej
procedury badania. Przedmiotem wcigz powracajgcej kontrowersji pojawiajgce;j
sie w wielu publikacjach jest potrzeba réwnoczesnego badania na obecnosé

biatka monoklonalnego probki moczu obok prébek surowicy.

Opracowujgc  wydajny panel diagnostycznych badan laboratoryjnych
przeznaczony do wykrywania i monitorowania gammapatii monoklonalnych
nalezy wzig¢ pod uwage badang populacje. Inny panel skriningowy
zaproponuje sie populacji ogolnej a inny populacji pacjentéw z zaburzeniami
hematologicznymi, u ktérych podejrzewa sie gammapatie monoklonalne. W
pracy Hilla i wsp. z 2006 r. [29] zaproponowano zastgpienie badania moczu
(rozdziat elektroforetyczny biatek moczu lub immunofiksacja) w pierwszej linii
diagnostyki oznaczeniem wolnych fancuchéw lekkich w surowicy, ktére w
potgczeniu z elektroforezg surowicy pozwalajg na wykrycie wszystkich istotnych
patologii zwigzanych z rozrostem komorek B. Jezeli jednak, tak jak w badaniu
Hilla i wsp. badana jest populacja generalna szpitala, a nie pacjenci
hematologiczni, nalezy rozwazy¢ mozliwos¢ pewnej ilosci wynikéw fatszywie
dodatnich w zakresie stosunku stezen wolnych tancuchow lekkich kappa do
lambda. Wyniki falszywie dodatnie dotyczg grupy pacjentdw z nieznaczgcymi
odchyleniami spowodowanymi innymi czynnikami niz rozrost monoklonalny (np.
przewlekte odczyny zapalne i choroby o typie autoagresji). Do niedawna ztotym
standardem w skriningu choréb wywodzacych sie z komorek plazmatycznych
byt rozdziat elektroforetyczny biatek z immunofiksacjg zaréwno surowicy jak i
moczu [30]. Wprowadzone niedawno na rynek oznaczanie wolnych tancuchéw
lekkich w surowicy technikg Freelite® dato nowe mozliwosci i poprawito czutos¢
paneli diagnostycznych. Nalezy jednak pamietaé, iz wigczenie do algorytmu
badan wykrywajgcych obecnos¢ biatka monoklonalnego ilo$ciowego

oznaczenia FLCs oraz jednoczesna eliminacja z tego algorytmu badania
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moczu, pozwoli wprawdzie na zwigekszenie czutosci diagnostycznej algorytmu,
jednak zwiekszy takze ilos¢ wynikéw falszywie dodatnich [31]. Brak jest zatem
przekonywujgcych dowodow potwierdzajgcych fakt, iz wyeliminowanie badania
moczu nie zmniejszy czutosci diagnostycznej algorytmu. Jezeli badanie moczu
nie bedzie kontynuowane w pierwszej linii diagnostyki, powinno ono by¢ nadal
wymagane w dalsze] diagnostyce specyficznych dysproteinemii oraz w

monitorowaniu gammapatii monoklonalnych [31].

Podobne sugestie przedstawiono w badaniu Piehler’a i wsp. w roku 2008 [32].
Wykazano, iz kombinacja elektroforezy biatek surowicy z ilosciowym
oznaczeniem wolnych tancuchéw lekkich w surowicy jest zdolna do wykrycia
prawie wszystkich pacjentow z istotnymi klinicznie gammapatiami
monoklonalnymi. Ponadto zasugerowano, iz wystarczy oznacza¢ poziom
wolnych fancuchéw lekkich w surowicy tylko u tych pacjentéw, u ktérych na
podstawie danych Kklinicznych, biochemicznych Iub wyniku rozdziatu
elektroforetycznego biatek surowicy podejrzewa sie zaburzenia wywodzace sie
z komérek plazmatycznych.

Katzmann i wsp. w pracy z 2006 roku [33] ocenili znaczenie
diagnostyczne  analizy = moczu  (rozdziat  elektroforetyczny  biatek,
immunofiksacja) jako czesci algorytmu badania przesiewowego w kierunku
gammapatii monoklonalnych. Zgodnie z rekomendacjami Miedzynarodowej
Robocze] Grupy Szpiczakowej z roku 2003 [34] do badan przesiewowych
pacjentow, u ktérych podejrzewa sie szpiczaka mnogiego powinno stosowac sie
elektroforeze i immunofiksacje zaréwno surowicy jak i moczu. W zwigzku z
wysokg czutoscig ilosciowego oznaczenia wolnych tancuchéw lekkich w
surowicy, zasugerowano jako wstepny skrining badanie wytgcznie surowicy
obejmujgce rozdziat elektroforetyczny biatek, immunofiksacje oraz stezenie
FLCs. Wedlug Jerry’ego A. Katzmanna [33] badanie moczu moze by¢
przydatne do postawienia ostatecznej diagnozy u pacjentdow z juz rozpoznang
gammapatig monoklonalng.

Szeroka dyskusja na temat potrzeby badania prébki moczu podczas

wykrywania zaburzen o charakterze gammapatii monoklonalnych prowadzona

29



byta na tamach British Journal of Haematology 2008 pomiedzy dwoma
zespotami badawczymi. Pratt i wsp. [35] zaproponowali algorytm diagnostyczny
obejmujgcy elektroforeze biatek surowicy (SPE) oraz ilosciowe oznaczenie
wolnych fancuchéw lekkich w surowicy, nie uwzgledniajgc badania moczu. Do
tej propozycji odniesli sie Vermeersch i wsp. [36] twierdzgc, ze powinno sie
wykona¢ wiecej badan oceniajgcych procent falszywie dodatnich wynikow
ilosciowego oznaczenia FLCs w surowicy w rutynowej praktyce klinicznej.
Nalezatoby zdoby¢ bardziej znaczgce dowody potwierdzajgce fakt, iz
wyeliminowanie badan moczu nie zmniejszy czutosci diagnostycznej algorytmu

pozwalajgcego na wykrycie gammapatii monoklonalnych.

Vermeersch i wsp. [36] uznali rowniez, ze istnieje potrzeba przeprowadzenia
badania poréwnujgcego wydajnos¢ algorytmu diagnostycznego w kierunku
gammapatii monoklonalnych obejmujgcego badania surowicy (SPE+FLCr lub

IFE+FLCr) oraz algorytmu uwzgledniajgcego badanie moczu.

Abraham i wsp. [37] w swojej pracy z 2002 r. zauwazyli, iz zmiany poziomu
wolnych tancuchéw lekkich w surowicy w czasie korelujg ze zmianami poziomu
biatka monoklonalnego w dobowej zbiérce moczu. Co sugeruje, iz oznaczanie
stezenia wolnych tancuchow lekkich w surowicy moze stanowié logiczng i
realng alternatywe dla oznaczania biatka monoklonalnego w 24-godzinnych
zbiorkach moczu. Jednak Singhal i wsp. (2007) [38] uzyskali wyniki, ktore
pokazaly, iz prawidtowy stosunek stezenia wolnych tancuchéw lekkich kappa do
lambda (FLCr) nie wyklucza znaczgcej proteinurii oraz, ze oznaczanie wolnych
tancuchow lekkich w surowicy nie wykrywa proteinurii monoklonalnej w 100%.
Ponadto w przeciwienstwie do nasilenia proteinurii, wartos¢ FLCr nie koreluje z
funkcjg nerek. Dlatego tez Singhal i wsp.[38] uznali, iz z klinicznego punktu
widzenia oznaczanie wolnych tancuchow lekkich w surowicy nie moze zastgpi¢

oznaczania poziomu biatka w dobowej zbiérce moczu.

Kliniczng czutos¢ i specyficznos$¢ elektroforezy biatek moczu (Hydragel Urine
Profile) jako badania pozwalajgcego na wykrycie i identyfikacje biatka Bence-
Jonesa w poréwnaniu z immunonefelometrycznym oznaczeniem wolnych

tancuchow lekkich w moczu oceniono w badaniu Wolff'a i wsp. [39]. Poréwnano
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wyniki ilosciowego oznaczenia FLCs w moczu oraz wykrywanie biatka Bence-
Jonesa metodg elektroforezy w probkach moczu pochodzacych od pacjentéw, u
ktorych zlecono takze immunofiksacje surowicy. 27% (15/55) sposrod
pacjentow ,poliklonalnych” miato nieprawidiowy FLCr w moczu (obecnie
przyjety przedziat wartosci referencyjnych: 2-10.4). We wszystkich 15
przypadkach stosunek byt nieznacznie podwyzszony, co potwierdzatoby
hipoteze postawiong przez Hill'a i wsp. [29], w ktorej zatozono, ze ilo$¢ wynikow
falszywie dodatnich nieprawidtowego FLCr jest znacznie wyzsza niz wczesniej
opisywano. Moze to by¢ zwigzane ze wzrostem poziomu immunoglobulin
poliklonalnych. Czuto$¢ metody nefelometrycznej wyniosta 69% i byta znacznie
wyzsza W porownaniu z elektroforezg, ktorej czuto$¢ wyniosta 36%.
Specyficzno$¢ poréwnywanych metod wyniosta odpowiednio 73% i 100%. W
celu poprawy czutosci techniki elektroforetycznej zaproponowano zageszczanie
probek moczu, ale tylko w przypadkach, gdy wykryje sie biatko monoklonalne w
surowicy metodg immunofiksacji oraz podejrzewa sie obecnos$¢ biatka Bence-
Jonesa w moczu. Pomimo mniejszej czutosci elektroforezy w porownaniu z
oznaczeniem nefelometrycznym, technika ta pozwala na ocene r6znorodnych

biatek, ktore sg trudno dostepne dla innych technik [39].

W pracy Smitha i wsp.(2006) [40] jako zioty standard rozwazano potgczenie
immunofiksacji surowicy oraz immunofiksacji moczu. Testy te jednak mogg by¢
ujemne u pacjentow ze szpiczakiem niewydzielniczym czy chorobg wolnych
tancuchow lekkich. Dlatego tez niedawne wprowadzenie ilosciowej oceny
wolnych tancuchdéw lekkich podniosto czuto$¢ strategii wykrywania biatka
monoklonalnego opartych na testach surowicy [41, 42] zwiaszcza w
przypadkach choroby tancuchow lekkich, kiedy nie ma w surowicy
wystarczajgco duzej ilosci krgzgcych wolnych tancuchow lekkich, aby mogty byé
one wykryte metodg immunofiksacji surowicy badz moczu. O ile bowiem
poziom wolnych tancuchéw lekkich typu kappa oraz lambda w surowicy
wykazuje tendencje do wzrostu wraz z wiekiem, FLCr jest z powodzeniem

stosowany w diagnostyce [42].

Zgodnie z wytycznymi ESMO (European Society for Medical Oncology) z

2009 r. [43] diagnostyka szpiczaka mnogiego powinna obejmowaé rozdziat
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elektroforetyczny biatek surowicy oraz moczu (24-godzinna zbiorka moczu)
oraz immunofiksacje surowicy. Natomiast w celu identyfikacji i monitorowania
szpiczaka niewydzielniczego oznaczenie stezenia wolnych tancuchéw lekkich
immunoglobulin w surowicy. Podobne wnioski pojawity sie wczesniej (2001r.) w
pracy Draysona i wsp.[23]. Stwierdzono, iz oznaczanie wolnych tancuchéw
lekkich w surowicy dostarcza uzytecznych informacji w przypadku pacjentéw,

ktorzy nie wydzielajg lub wydzielajg niewielkg ilos¢ biatka monoklonalnego.

W najswiezszych doniesieniach Miedzynarodowej Grupy Szpiczakowej
dotyczgcych  skriningu  diagnostycznego gammapatii  monoklonalnych
rekomenduje sie rozdziat elektroforetyczny biatek surowicy oraz immunofiksacje
surowicy wraz z oznaczeniem poziomu wolnych tancuchéw lekkich w surowicy.
Zalecenia te dotyczg gammapatii monoklonalnych z wylgczeniem amyloidozy,
w przypadku ktorej zaleca sie dodatkowo wykonanie immunofiksacji moczu
[30].
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2 ZALOZENIA | CEL PRACY

W procesie diagnozowania i monitorowania leczenia rozrostowych chorob
komorek plazmatycznych szczegoélnie wazng role odgrywa ocena obecnosci
biatka monoklonalnego. Wykrycie, identyfikacja oraz ilosciowy pomiar biatka
monoklonalnego sg niezbedne do klasyfikacji oraz oceny dynamiki rozwoju
choroby i monitorowania procesu leczenia. Jednak ze wzgledu na duzg
heterogennos$¢ Zmian biatkowych towarzyszacych gammapatiom
monoklonalnym oraz réznorodno$¢ metod wykrywania biatka M, brak jest
jednolitego schematu oceny zaburzeh biatkowych zwigzanych z proliferacjg
komorek plazmatycznych. W ostatnich latach do diagnostyki zaburzen o
charakterze gammapatii monoklonalnych wprowadzono test ilosciowego
oznaczenia wolnych tancuchéw lekkich immunoglobulin w surowicy (FreeLite®).
Badanie to zrewolucjonizowato mozliwosci rozpoznawania i oceny leczenia u

chorych na szpiczaka mnogiego.

Celem niniejszej pracy jest ocena testu FreeLite® - ilosciowego oznaczania
wolnych tancuchow lekkich immunoglobulin (FLCs) w surowicy do wykrywania i
monitorowania gammapatii monoklonalnych w poréwnaniu z metodami

elektroforetycznymi u pacjentéw ze szpiczakiem mnogim.
W szczegoblnosci:

1. Ocena czutosci diagnostycznej testu FreelLite® w poréwnaniu z
immunofiksacjg biatek surowicy (IFE), elektroforezg biatek surowicy
(SPE) i elektroforezg biatek moczu (UPE).

2. Poréwnanie czutosci diagnostycznej réznych konfiguracji czterech
powszechnie stosowanych testow laboratoryjnych do wykrywania
zaburzen o charakterze gammapatii monoklonalnych: rozdziatu
elektroforetycznego biatek surowicy krwi (SPE), immunofiksacji surowicy
(IFE), oznaczania stezenia i stosunku wolnych tancuchéw lekkich
kappa/lambda w surowicy (FLCs, FLCr) i rozdziatu elektroforetycznego
biatek moczu (UPE).
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3. Opis niespojnosci diagnostycznych dotyczgcych testu FreelLite®
(niezgodnosci wynikow ze stanem Kklinicznym oraz wynikami innych
testow diagnostycznych) i testbw opartych na technikach
elektroforetycznych.

4. Opis niespojnosci analitycznych pomiedzy wynikami ilosciowego
oznaczania wolnych tancuchow lekkich metodg nefelometryczng
(FreeLite®) i innymi metodami immunologicznymi i elektroforetycznymi.

Opis ograniczen testu FreeLite®.

Podjete badania powinny sie przyczyni¢ do optymalizacji wcigz
modyfikowanych algorytméw diagnostycznych, podniesienia czulosci i

specyficznosci zespotdw metod diagnostycznych i racjonalizacji kosztéw badan.
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3 PACJENCI, MATERIALY | METODY

3.1 Ogodlna charakterystyka pacjentow

Badaniami objeto 116 pacjentow Kliniki Hematologii Szpitala
Uniwersyteckiego w Krakowie. Grupe badang stanowito 55 mezczyzn i 61
kobiet w przedziale wiekowym od 36 do 85 lat (Srednia 61.3). W grupie badanej
byto 96 chorych ze zdiagnozowanym szpiczakiem mnogim (49 ze szpiczakiem
typu 1gG, 19 =ze szpiczakiem typu IgA, 9 ze szpiczakiem mnogim
umiejscowionym — plazmacytoma), 11 z MGUS-em, 9 z chorobg tancuchoéw
lekkich.

3.2 Charakterystyka grupy badanej

W Tab. 4 przedstawiono wartosci srednie oraz skrajne (minimalne i
maksymalne) stezenia wolnych tancuchéw lekkich immunoglobulin typu kappa
[flc K], stezenia wolnych tahcuchow lekkich immunoglobulin typu lambda [flc A],
wartoéci stosunku stezen wolnych tancuchéw lekkich immunoglobulin typu
kappa do lambda [FLCr k/A], stezenia immunoglobulin typu 1gG, IgA oraz IgM

oraz stezenia beta-2-mikroglobuliny w czterech grupach pacjentow:

Grupa 1: chorzy ze swiezo postawion g diagnoz g [nowe rozpoznania]
(18 0s6b)

e Do grupy 1 wigczono chorych zdiagnozowanych ‘de novo’, ktérzy
spetniali kryteria Miedzynarodowej Roboczej Grupy Szpiczakowej z 2006
roku [44, 34], wsrdéd ktérych wymienia sie: obecno$¢ biatka
monoklonalnego w osoczu (= 30 g/l) i/lub moczu i/lub rozrost klonalny
plazmocytow w szpiku (>10%) i/lub stwierdzenie obecnosci plazmocytéw
(z cechami klonalnosci) w biopsji tkankowej. U chorych, u ktorych
obecnosci biatka monoklonalnego nie mozna wykaza¢ metodg
elektroforezy, jako kryterium diagnostyczne mozna alternatywnie
stosowac¢ zaburzony stosunek wolnych fahcuchéw lekkich (FLCr) w

surowicy, wyrazajgcy sie stosunkiem kappa/lambda >1.65 lub <0.26 [44].
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Grupa 2: chorzy w stanie catkowitej remisji hematol ogicznej - catkowita
odpowied z na leczenie [remisja] (15 oséb).

» Do grupy 2 wigczono chorych, u ktérych biatko monoklonalne nie byto
wcale wykrywalne dostepnymi metodami we krwi i/lub moczu, szpik
kostny nie byt zajety przez chorobe oraz inne testy laboratoryjne
potwierdzaly stan remisji. Zgodnie z klasyfikacjg B.G.M. Durie [Tab. 3]

stwierdzono u tej grupy chorych catkowitg odpowiedz na leczenie.

Grupa 3: chorzy z objawow g gammapatig monoklonaln g [choroba
objawowa] (74 osoby)

e Do grupy 3 wigczono chorych ze =zdiagnozowang gammapatig
monoklonalng, zgodnie z kryteriami Miedzynarodowej Roboczej Grupy
Szpiczakowej z 2006 roku [34, 44] bedacych w trakcie leczenia a takze w
stanie zaostrzenia lub nawrotu choroby.

Grupa 4: chorzy z gammapati g monoklonaln g o nieustalonym znaczeniu
[MGUS] (9 os6b)

* Do grupy 4 wigczono chorych, u ktérych dostepnymi metodami wykryto

obecnos$¢ biatka monoklonalnego, jednak nie stwierdzono u nich innych

objawéw choroby.

Wszyscy chorzy ze zdiagnozowanym szpiczakiem mnogim i innymi
zaburzeniami o charakterze gammapatii monoklonalnych wigczeni do badania
spetniali kryteria Miedzynarodowej Roboczej Grupy Szpiczakowej z 2006 roku
[44, 34], wsrod ktorych wymienia sie: obecnos¢ biatka monoklonalnego w
osoczu (= 30 g/l) i/lub moczu i/lub rozrost klonalny plazmocytéw w szpiku
(>10%) i/lub stwierdzenie obecnosci plazmocytéw (z cechami klonalnosci) w
biopsji tkankowej. U chorych, u ktorych obecnoséci biatka monoklonalnego nie
mozna wykaza¢ metodg elektroforezy, jako kryterium diagnostyczne mozna
alternatywnie stosowac zaburzony stosunek wolnych tancuchéw lekkich (FLCr)
W surowicy, wyrazajgcy sie stosunkiem kappa/lambda >1.65 lub<0.26 [44].
Chorzy, u ktérych nie stwierdzono ani biatka monoklonalnego ani zaburzonego
stosunku kappa/lambda w surowicy wymagajg do rozpoznania obecnosci

plazmocytow w szpiku 210%. W tym przypadku rozpoznawany jest tzw.
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szpiczak niewydzielajgcy. Stwierdzenie klonalnosci plazmocytow opiera sie na
zaburzonym stosunku kappa/lambda: >4:1 lub <1:2. W tym celu wymagana jest
analiza minimum 100 plazmocytéw stosujgc technike immunohistochemii lub
immunofluorescenciji [44].

W stawianiu rozpoznania nalezy wzig¢ takze pod uwage:

* Inne gammapatie monoklonalne, gtéwnie MGUS

* Reaktywng plazmocytoze poliklonalng w przebiegu zakazen (np.
rozyczka)

* Hipergammaglobulinemie

* Amyloidoze pierwotng

* Nowotwory dajgce przerzuty do kosci (np. rak nerki, rak stercza, rak
piersi czy niedrobnokomérkowy rak ptuca).

U wszystkich pacjentow w grupie badanej wykonano w celach diagnostycznych
oznaczenia:

» Stosunek wolnych tancuchow lekkich kappa/lambda w surowicy (FLCr)

* Rozdziat elektroforetyczny biatek surowicy (SPE)

* Immunofiksacja surowicy (IFE)

» Rozdziat elektroforetyczny biatek moczu (UPE)
Ocenie poddano czutos¢ diagnostyczng kazdego z testow oddzielnie, a takze
rézne konfiguracje ocenianych testow w celu wskazania najbardziej korzystnej
kombinacji zarowno pod wzgledem czutosci diagnostycznej jak i kosztow.

Czutosc¢ i swoisto$¢ diagnostyczna stanowig zaleznosci pomiedzy wynikami
testow diagnostycznych, ktére mogg by¢ prawdziwie dodatnie i prawdziwie
ujemne (wynik dodatni u chorego, ujemny o zdrowego) badz fatszywie dodatnie
| falszywie ujemne (wynik dodatni u zdrowego i ujemny u chorego). Zostaly one
oznaczone skrotami:

* PD-wynik prawdziwie dodatni

* PU-wynik prawdziwie ujemny

* FD-wynik falszywie dodatni

* FU-wynik falszywie ujemny
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Czuto 8¢ diagnostyczn g testu definiowano, jako proporcje oséb w grupie
chorych, ktére miaty dodatni wynik testu i zostaly poprawnie zidentyfikowane, jako
chorzy:

Czuto §€ (%) = — 2 x100%

PD + FU
Swoisto $¢ diagnostyczna odpowiada odsetkowi osGb zdrowych, ktére miaty
ujemny wynik testu, a zatem za pomocg ocenianego testu poprawnie
wykluczono chorobe:

Swoisto $€ (%) = — Y x100%

PU +FD
Czutosc¢ i swoistos¢ testu zalezg od usytuowania wartosci granicznej, ktorg przyjeto
na podstawie danych z piSmiennictwa [42]. Moc diagnostyczng testu (czasem
ttumaczong rowniez jako doktadnosc¢ testu) mozna wyliczy¢ dzielgc sume

wynikoéw poprawnych przez sume wszystkich uzyskanych wynikow:

PU + PD
PU +FU +PD +FD

Doktadno s¢ =

W grupie badanej znajdowali sie chorzy na réznych etapach choroby, w
zwigzku z tym ocene czutosci przeprowadzono w 4 podgrupach z
uwzglednieniem odpowiedzi na leczenie [Tab. 3]:

* Chorzy ze swiezo postawiong diagnozg (nowe rozpoznania)

e Chorzy w stanie catkowitej remisji hematologicznej (odpowiedz

catkowita)

» Chorzy z gammapatig objawowg

* Chorzy z gammapatia monoklonalng o nieustalonym znaczeniu (MGUS)
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Tab. 3 Kryteria oceny odpowiedzi na leczenie szpicz  aka mnogiego na podstawie wynikéw

badan laboratoryjnych ze szczegdélnym uwzgl ednieniem obrazéw elektroforetycznych.

[Poradnik dla lekarzy opracowany przez dr A. Jurczy szyna na podstawie ,Concise

Review Of The Disease And Treatment Options" pod re  dakcj g Prof. B.G.M. Durie]

Odpowied z catkowita
(CR)

Biatko monoklonalne nie jest wcale wykrywalne dost epnymi
metodami we krwi i/lub moczu

Szpik kostny pokazuje brak dowodéw na zaj ecie przez chorob e

Inne testy laboratoryjne potwierdzaj g stan remis;ji

Odpowied z prawie
catkowita (nCR)

Biatko monoklonalne nie jest normalnie wykrywalne w e krwi
i/lub moczu, lecz mo ze by ¢ wykryte bardziej czutymi metodami
laboratoryjnymi

Szpik kostny zawiera mniej ni  z 5% plazmocytow

Odpowied z czesciowa
(PR)

Redukcja st ezenia biatka monoklonalnego > 50% i wci gz jest
mierzalna ilo $¢ pozostatego biatka

Szpik kostny zawiera > 5% plazmocytéw i jest redukc  ja ponad
50% nacieku nowotworowego

Minimalna odpowied z
obiektywna(MR)

Stezenie biatka monoklonalnego obni  zylo si @ > 25 % lecz mnigj
niz 50% regres;ji

Choroba stabilna (SD)

Stezenie biatka monoklonalnego zmienito st  ezenie > +25%

Choroba post epujaca
(PD)

Wzrost st ezenia biatka monoklonalnego > 25%

39




3.3 Materiaty

Materiatem badanym, w ktérym wykonywano oznaczenia biochemiczne
byly surowice i mocze (pierwsza poranna prébka) pacjentow przesytane do
rutynowych  badan  kontrolnych do Zakiadu Diagnostyki  Szpitala
Uniwersyteckiego w Krakowie. Nie pobierano od pacjentow zadnych
dodatkowych probek. Badanie uzyskato pozytywna opinie Komisji Bioetycznej
Uniwersytetu Jagiellonskiego.

3.4 Metody oznacze n immunologicznych i biochemicznych

3.4.1 llosciowe oznaczanie wolnych ta nAcuchéw lekkich immunoglobulin

W surowicy i moczu (oznaczenia immunochemiczne)

Oznaczenie wolnych tancuchow lekkich (FLCs) w surowicy oraz w moczu
przeprowadzono postugujgc sie testem Freelite® firmy Binding Site (Wielka
Brytania). Pomiarow dokonano na nefelometrze BNII (Dade Behring;

Nephelometer™1).

Uzyty w badaniu zakres wartosci referencyjnych dla
wolnych tahcuchéw lekkich typu kappa (k FLC) w surowicy wyznaczony przez
producenta wynosit od 3.3 do 19.4 mg/l oraz dla wolnych tancuchow lekkich
typu lambda (A FLC) od 5.71 mg/l do 26.3 mg/l. Natomiast zakres referencyjny
dla stosunku stezen k do A w surowicy (k/A FLCr) wynosit 0.26-1.65. (95%

zakresu dystrybucji dla grupy referencyjnej).

Zakres wartosci referencyjnych dla k FLC w moczu wynosit od 1.35 do 24.19
mg/l oraz dla A FLC od 0.24 do 6.66 mg/l. Natomiast dla stosunku k/A FLCr w
moczu zakres referencyjny wynosit od 2.04 do 10.37 (95% zakres dystrybucji
dla grupy referencyjnej [42].

3.4.2 Rozdziat elektroforetyczny biatek surowicy

Rozdziat elektroforetyczny biatek surowicy krwi wykonywany byt systemem
automatycznym Hydrasys przy pomocy zestawow Hydragel 30 protein(e)
(SEBIA) na poditozach agarozowych. Procedure rozdziatu wykonywano zgodnie
z instrukcjg producenta. Metoda umozliwia rozdziat biatek surowicy krwi na 5
gtébwnych frakcji. Rozdzielone frakcje biatkowe barwiono roztworem czerni

amidowej. Po ostatnim etapie automatycznego odbarwiania i suszenia
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dokonywano pomiaréw densytometrycznych. Najnizsze wykryte stezenie biatka
monoklonalnego okreslono na poziomie 0,17 g/l. Trzeba jednak zaznaczy¢, ze
poziom detekcji biatka moze by¢ rézny w zaleznosci od umiejscowienia frakcji
monoklonalnej na rozdziale elektroforetycznym (sgsiedztwo frakcji beta) oraz

intensywnosci tta poliklonalnego we frakcji gamma.

3.4.3 Immunofiksacja surowicy

Obecnos¢ biatka monoklonalnego w surowicy krwi wykrywano metodg
immunofiksacji przy pomocy zestawow Hydragel 2 IF (SEBIA), ktore sg
przeznaczone do automatycznego systemu barwienia rozdzielonych frakcji
biatkowych Hydrasys. Bialtka surowicy poddawane byly elektroforezie i
immunofiksacji przy uzyciu antysurowic o roznych specyficznosciach: tancuchy
ciezkie anty-gamma (IgG), anty-alfa (IgA), anty-mu (IgM) i fahcuchy lekkie: anty-
kappa i anty-lambda (wolne i zwigzane). Procedure rozdzialu wykonywano
zgodnie z  instrukcjg  producenta. Po immunofiksacji  utworzone
Immunoprecypitaty wybarwiano za pomocg kwasnego fioletu. W zaleznosci od
pozycji migracji sktadnika monoklonalnego, poziomu tta poliklonalnego w strefie
gamma oraz procedury barwienia, minimalne poziomy detekcji miescity sie w
zakresie 120-250 mg/I.

3.4.4 Rozdziat elektroforetyczny biatek moczu

Rozdzialy elektroforetyczne biatek moczu wykonywano na 11% zelach
poliakrylamidowych [45]. W pierwszym etapie analizy optaszczano biatka
detergentem anionowym (siarczanem dodecylu — Sodium Dodecyl Sulphate) w
stalym stosunku wagowym biatko-detergent. Bufor probkowy nie zawierat
czynnikdw redukujgcych (dithiotreitol, merkaptoetanol). Po przytozeniu pola
elektrycznego  bialka  migrowaly w  usieciowanej  strukturze  zelu
poliakrylamidowego z szybkoscig odwrotnie proporcjonalng do logarytmu masy
czgsteczkowej. Po rozdziale biatka wybarwiano przy uzyciu Commasie Blue
G250.

3.4.5 llosciowe oznaczanie biatka catkowitego w moczu

Oznaczenie biatka catkowitego w moczu wykonywano metodg Bradforda [45].

Przygotowany odczynnik Bradforda (50 mg Commasie Blue G250, 25 ml 95%
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etanolu, 50 ml 85% kwasu ortofosforowego, uzupetniano wodg destylowang do
500 ml) w ilosci 2.5 ml mieszano z 50 pl badanego moczu. Nastepnie mierzono
absorbcje przy dlugosci fali 595 nm (Spektrofotometr UV-VIS HeAios
Gamma&Delta firmy Thermo Spectronic). Uzyskane wyniki przeliczano w
oparciu o przygotowang krzywg wzorcowa, uzyskang z roztworéw wzorcowych
wolnych tancuchéw lekkich immunoglobulin typu lambda o nastepujgcych
stezeniach: 0; 0.2; 0.5; 1.0; 2.5; 5.0; 10 g/I.

3.4.6 Oznaczanie stezenia fancuchow lekkich  immunoglobulin

(oznaczenia immunochemiczne)

llosciowe oznaczenia catkowitych (zwigzanych i wolnych) tancuchow lekkich
immunoglobulin w surowicy i moczu wykonywano metodg nefelometryczna.

Pomiaréw dokonano na nefelometrze BNII (Dade Behring; Nephelometer™I1).

Zakresy referencyjne dla probek surowicy pochodzgcych od zdrowych osob
wynosity odpowiednio dla tancuchow lekkich typu kappa 1.7-3.7 g/l, dla
tancuchow lekkich typu lambda: 0.9-2.1 g/l oraz dla stosunku stezenia
tancuchow kappa/lambda 1.35-2.65 (percentyl 2.5-97.5) [46, 47].

W przypadku oznaczeh probek moczu gorna granica zakresu referencyjnego
dla wydalania tancuchow lekkich typu kappa wynosita 7.099 mg/l oraz dla
wydalania tancuchow lekkich typu lambda 3.899 mg/l. Zakres referencyjny dla

stosunku stezenia tancuchow kappa/lambda w moczu wynosit 0.75-4.4 [48].

3.4.7 Oznaczanie st ezenia podstawowych klas immunoglobulin — 1gG,
IgA, IgM w surowicy

llosciowe oznaczenia immunoglobulin 1gG, IgA i IgM przeprowadzono technikg

nefelometryczng. Pomiarow dokonano na nefelometrze BNIl (Dade Behring;

Nephelometer™).

Uzyty w badaniu zakres wartosci referencyjnych dotyczacy probek surowicy i
osocza pochodzacych od zdrowych osobnikéw dorostych wynosit dla IgG 7.0-
16.0 g/I, dla IgA 0.7-4.0 g/l, dla IgM 0.4-2.3 g/l [49].
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3.4.8 Oznaczanie st ezenia beta-2-mikroglobuliny w surowicy

Oznaczenie stezenia beta-2-mikroglobuliny w surowicy przeprowadzono
technikg nefelometryczng. Pomiarow dokonano na nefelometrze BNIl (Dade
Behring; Nephelometer ™I).

Uzyty w badaniu zakres wartosci referencyjnych dla stezenia beta-2-
mikroglobuliny w surowicy wynosit 0.7-1.8 mg/l.

3.4.9 Wykrywanie obecno sci oligomerow wolnych ta ncuchow lekkich

immunoglobulin w moczu metod g HPLC

Wykrywanie oligomerow wolnych tancuchéw lekkich w moczu przeprowadzano
za pomocag wysokorozdzielczej chromatografii cieczowej - HPLC (Kontron).
Przy uzyciu kolumny Ultrapac TSK G2000SW (7,5x600mm), przeptyw 0.5
ml/min. Fazg ruchomg byt 0.1M bufor fosforanowy o pH=6.5. Detekcje
przeprowadzono przy dtugosci fali 210 nm. Czas pomiaru wynosit 80 minut.
Jako roztworu wzorcowego stuzgcego do Kkalibracji kolumny uzyto roztworu
zawierajgcego lizozym (14200 Da), tancuchy lekkie kappa (monomer 23000 Da,
dimer 46000 Da) oraz albumine (64000 Da) w stezeniu 5 mg/ml.

3.5 Metody statystyczne

Na podstawie pismiennictwa [50] do oceny statystycznej zastosowano test
korelacji rang Spearmana. Wspotczynnik korelacji Spearmana zalezy wytgcznie
od uporzgdkowania zaobserwowanych wartosci. Moze zatem by¢ stosowany do
dowolnych zmiennych, ktérych wartosci mozna uporzgdkowaé rosngco.
Wspoitczynnik korelacji Spearmana oraz testy jego istotnosci moga byé
stosowane przy dowolnym rozktadzie poréwnywanych zmiennych. Zalezno$é
miedzy zmiennymi losowymi (niezaleznie od tego, jakim wskaznikiem jest

mierzona) nie musi oznaczaé¢ zwigzku przyczynowo-skutkowego.
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4 WYNIKI | DYSKUSJA

Wartosci s$rednie oraz skrajne (minimalne i maksymalne) parametrow
biochemicznych charakteryzujgch chorych z rozpoznanym szpiczakiem

mnogim, w grupach badanych przedstawiono w Tab. 4.
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Tab. 4 Warto $ci srednie oraz skrajne (minimalne i maksymalne) wybran  ych parametréw biochemicznych w czterech grupach ba danych.
Wartosci MGUS Nowe rozpoznania Gammapatia objawowa Remisja
Badany parametr .
referencyjne (n=9) (n=18) (n=74) (n=15)
flc K Xe = 18,64 Xe = 1991,6 Xer = 334,99 Xe = 9,55
3,3-19,4 mg/l
[mg/l] Xmin=2,39 | Xmax=55,4 | Xmin=0,05 | Xmax=18700 Xmin=0,05 Xmax=10800 | Xmin=1,28 | Xmax=20,5
5,71-26,3 mgl/l
[mg/l] Xmin=7,57 | Xmax=302 Ximin=0,49 Xmax=8470 Ximin=0,07 Xmax=9290 | Xmin=1,13 | Xmax=58,9
Xgr= 1,32 X¢ = 1170,05 Xgr = 497,2 Xgr = 0,75
FLCr k/A 0,26-1,65
Xmin=0,04 | Xmax=7,31 | Xmin=0,0002 | Xpax=10579 | Xmin=0,00004 | Xmax=27285 | Xmin=0,19 | Xmax=2,22
7,0-16,0 g/l
[o/1] Xmin=8,88 | Xmax=30,9 Ximin=2,5 Xmax=81,7 Xmin=1,21 Xmax=70,7 Xmin=0,47 | Xmax=23,2
IgA Xgr = 1,67 X¢ = 10,36 Xgr = 2,81 Xer = 1,25
0,7-4,0 g/l
[a/1] Xmin=0,75 | Xma=414 | Xmin=0,22 Xmax=48,1 Xmin=0,21 Xmax=36,1 | Xmin=0,22 | Xmax=5,34
IgM XS'I' = 0,71 XS'I' = 0,47 XS'I' = 1,42 XS'I' = 0,51
0,4-2,3 g/l
[o/1] Ximin=0,3 Xmax=1,5 Xmin=0,16 Xmax=3,19 Xmin=0,17 Xmax=55,4 Xmin=0,17 | Xmax=1,06
B2-mikroglob. 0.7-1.8 gl X¢r = 3,69 X¢r= 8,41 X¢r = 5,87 X¢r = 3,03
[mg/l] Xmin=1,61 | Xmax=13.4 | Xmin=2,22 Xmax=51,3 Xmin=1,51 Xmax=65 Xmin=1,42 | Xmax=9,62




Stwierdzono, ze warto$ci stezenia wolnych tahcuchow lekkich
immunoglobulin typu kappa w grupie chorych z gammapatig monoklonalng o
nieustalonym znaczeniu oraz w grupie chorych w stanie remisji w znacznej
wiekszosci mieszczg sie w zakresie referencyjnym. Sg to grupy najbardziej
jednorodne. Zostalo to zobrazowane na Ryc. 5. Liniami przerywanymi
zaznaczono zakres wartosci referencyjnych dla stezenia FLC typu kappa (3,3-
19,4 mg/l).
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Ryc. 5 Warto $ci st ezenia wolnych ta ncuchéw lekkich immunoglobulin typu kappa w

czterech grupach badanych. Liniami przerywanymi zaz ~ naczono zakres warto $ci
referencyjnych dla wolnych fa  Acuchéw lekkich immunoglobulin typu kappa, ktéry wyn osi
3,3-19,4 mgl/l.



Najwieksze zroznicowanie w warto$ciach stezenia wolnych tancuchéw lekkich
typu kappa wystepuje w grupach chorych z gammapatia objawowg oraz
chorych s$wiezo zdiagnozowanych. Na Ryc. 5 odrzucono skrajne wartosci
(powyzej 160 mg/l) tak, aby wykres byt czytelny oraz aby mozna byto na skali
zaznaczy¢ zakres referencyjny. W grupie ze sSwiezo postawiong diagnozg
odrzucono 8 wartosci, natomiast w grupie z gammapatig objawowg 15. Na Ryc.
6 przedstawiono wszystkie wyniki. Na analizowanym wykresie maksymalna
warto$¢ stezenia flc k zanotowana zostala w grupie pacjentow Swiezo
zdiagnozowanych i wyniosta 18700 mg/l, natomiast wartos¢ minimalna
zanotowana zostata w grupie z gammapatia objawowg oraz ze Swiezo

postawiong diagnozg i wyniosta 0,05 mg/l.
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Ryc. 6 Warto $ci st ezenia wolnych ta ncuchéw lekkich immunoglobulin typu kappa w

czterech grupach badanych.

Podobny zabieg zastosowano przedstawiajgc graficznie stezenie wolnych
tancuchoéw lekkich typu lambda w czterech grupach badanych. Na Ryc. 7 tak
dobrano skale (0-350 mg/l), aby widoczny byt zakres wartosci referencyjnych
(naniesiony liniami przerywanymi), dlatego tez na wykresie nie przedstawiono 6
wartosci w grupie z nowymi rozpoznaniami choroby oraz 9 w grupie z
gammapatig objawowg. Maksymalna oraz minimalna wartos¢ stezenia flc A
zanotowana zostala w grupie z gammapatig objawowg i wyniosta 9290 mg/I
oraz 0,07 mg/l. Najbardziej jednorodna byta grupa pacjentéw w stanie remisji,
natomiast najwieksze zréznicowanie odnotowano w grupie z gammapatig
objawowa.
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Ryc. 7 Warto $ci st ezenia wolnych fa Acuchow lekkich immunoglobulin typu lambda w
czterech grupach badanych. Liniami przerywanymi zaz ~ naczono zakres warto $ci
referencyjnych dla wolnych fa  Acuchéw lekkich immunoglobulin typu lambda, ktory

wynosi 5,71-26,3 mg/l.

Na Ryc. 8 przedstawiono stosunek stezenia wolnych tancuchow lekkich kappa
do lambda w czterech grupach badanych. Ponownie najbardziej jednorodna
okazata sie grupa pacjentow w stanie remisji, w ktérej prawie wszystkie wyniki
znajdujg sie w zakresie wartosci referencyjnych. Podobnie jak przy poprzednich
parametrach, aby uzyska¢ czytelniejszy wykres odrzucono skrajnie wysokie
wartosci (7 z grupy ze swiezo postawiong diagnozg oraz 9 z grupy z
gammapatia objawowg). Maksymalna oraz minimalna wartos¢ stosunku
wolnych tancuchow lekkich kappa do lambda zanotowana zostata w grupie z
gammapatig objawowg i wyniosta 27285 oraz 0,00004. Réwniez w tej grupie

odnotowano najwieksze zréznicowanie.
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Ryc. 8 Warto $ci stosunku st ezenia wolnych ta ncuchéw lekkich immunoglobulin typu
kappa do lambda w czterech grupach badanych. Liniam i przerywanymi zaznaczono
zakres warto sci referencyjnych dla stosunku st  ezenia wolnych ta ncuchéw lekkich

immunoglobulin typu kappa do lambda, ktéry wynosi 0 ,26-1,65.

Na Ryc. 9 przedstawiono stezenie immunoglobuliny typu IgG w czterech
grupach badanych. Ponownie najbardziej jednorodna okazata sie grupa
pacjentow w stanie remisji, w ktérej wiekszos¢ wynikéw znajduje sie w zakresie
wartosci referencyjnych. Réwniez w tej grupie (remisja) odnotowano minimalng
wartos¢ stezenia immunoglobuliny IgG, ktéra wyniosta 0,47 g/l. Wartos¢
maksymalna stezenia 1gG zanotowana zostata w grupie pacjentéw ze swiezo
postawiong diagnozg i wyniosta 81,7. Rowniez w tej grupie odnotowano

najwieksze zréznicowanie.
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Ryc. 9 Warto $ci st ezenia immunoglobuliny typu IgG w czterech grupach ba danych.
Liniami przerywanymi zaznaczono zakres warto  sci referencyjnych dla st ezenia

immunoglobuliny typu 1gG, ktéry wynosi 7-16 g/l.

Na Ryc. 10 przedstawiono stezenie immunoglobuliny typu IgA w czterech
grupach badanych. Najbardziej jednorodna okazata sie grupa pacjentéw z
gammapatia monoklonalng o0 nieustalonym znaczeniu. Najbardziej
zrOznicowane wartosci odnotowano w grupie ze swiezo postawiong diagnoza,
rowniez w tej grupie odnotowano maksymalng wartos¢ stezenia
immunoglobuliny IgA, ktéra wyniosta 48,1 g/l. Warto$¢ minimalna stezenia
immunoglobuliny typu A zanotowana zostata w grupie pacjentdw z gammapatig

objawows i wyniosta 0,21g/I.
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Ryc. 10 Warto $ci st ezenia immunoglobuliny typu IgA w czterech grupach ba danych.
Liniami przerywanymi zaznaczono zakres warto  $ci referencyjnych dla st ezenia

immunoglobuliny typu IgA, ktéry wynosi 0,7-4,0 g/l.

Stezenie immunoglobuliny typu IgM w czterech grupach badanych zostato
przedstawione na Ryc. 11.Wiekszos¢ wartosci stezenia immunoglobuliny IgM w
poszczegoblnych grupach miesci sie w zakresie referencyjnym Ilub jest
nieznacznie obnizona. Wyjatek stanowi wartos¢ maksymalna, znaczgco

odstajgca od pozostatych odnotowana w grupie z gammapatig objawowg, ktora
wynosi 55,4 g/l.
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Ryc. 11 Warto $ci st ezenia immunoglobuliny typu IgM w czterech grupach ba danych.
Liniami przerywanymi zaznaczono zakres warto  $ci referencyjnych dla st ezenia
immunoglobuliny typu IgM, ktéry wynosi 0,4-2,3 gl/l.

Na Ryc. 12 przedstawiono stezenie beta-2-mikroglobuliny w czterech grupach
badanych. Najbardziej zréznicowane wartosci odnotowano w grupie z
gammapatig objawowg, réwniez w tej grupie odnotowano maksymalng wartos¢
stezenia beta-2-mikroglobuliny, ktéra wynosita 65 mg/l. Wartos¢ minimalng
stezenia beta-2-mikroglobuliny odnotowano w grupie z remisjg i wynosita 1,42
mg/l.
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Ryc. 12 Warto $ci st ezenia beta-2-mikroglobuliny w czterech grupach badan ych. Lini g
przerywan g zaznaczono zakres warto $ci referencyjnych dla st ezenia beta-2-
mikroglobuliny, ktéry wynosi 0,7-1,8 mg/I.

4.1 Ocena czuto sci wybranych metod pozwalaj gcych na wykrycie biatka

monoklonalnego

U chorych z zaburzeniami limfoproliferacyjnymi wywodzgcymi sie z
komorek plazmatycznych bardzo wazna jest ocena zaburzen biatkowych
obejmujgca  wykrycie, identyfikacje oraz ilosciowg ocene biatka
monoklonalnego. Istnieje wiele roznych testdw oceniajgcych charakter i
nasilenie zaburzen biatkowych. W praktyce laboratoryjnej ze wzgledéw
ekonomicznych nigdy nie stosuje sie wszystkich dostepnych metod

jednoczesnie. Tym bardziej dotkliwy jest brak jednolitych wytycznych
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dotyczgcych diagnostyki gammapatii monoklonalnych i monitorowania procesu

leczenia szpiczaka mnogiego.

Gdy w 2001 roku w USA wprowadzono do praktyki klinicznej test ilosciowego
oznaczania wolnych tancuchéw lekkich immunoglobulin w surowicy (FLCs) [41]
zaczely pojawia¢ sie liczne publikacje na temat roéznych algorytmow
diagnostycznych w wykrywaniu gammapatii monoklonalnych. Omawiano
przydatnos¢ narzedzi diagnostycznych obejmujgcych tradycyjne techniki
elektroforetyczne oraz nowy nefelometryczny test FLCs. Caly czas autorzy
analizujg zalety i wady roéznych badan zaréwno w wykrywaniu zaburzen
bialkowych, ktore towarzyszg gammapatii monoklonalnej jak i podczas
prognozowania oraz monitorowania leczenia szpiczaka. Dyskusja na ten temat

toczy sie caly czas, jest wcigz zywa [51, 52, 53, 54].

W niniejszej pracy wybrano cztery najszerzej stosowane testy
diagnostyczne pozwalajgce na wykrycie a niekiedy takze pomiar ilosciowy
biatka monoklonalnego w surowicy i moczu chorych z zaburzeniami o
charakterze gammapatii monoklonalnej. W czterech grupach chorych oceniono
czutos$¢ diagnostyczng nastepujacych testow:

e stosunek stezenia wolnych tancuchow lekkich kappa do lambda w
surowicy (FLCr)

* rozdziat elektroforetyczny biatek surowicy (SPE)

* rozdziat elektroforetyczny biatek moczu (UPE)

* immunofiksacje surowicy (IFE).

4.1.1 Ocena czuto $ci testéw diagnostycznych stu  zgcych do oceny
zaburze n biatkowych

Czutos¢ diagnostyczng definiuje sie jako stosunek wszystkich wynikow
dodatnich do liczebnosci catej badanej grupy chorych i mozna wyrazi¢ jg
procentowo.

W pracy oceniono czutos¢ diagnostyczng czterech wybranych testow

diagnostycznych:
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1. FLCr (FLC ratio - stosunek stezenia wolnych tancuchéw lekkich kappa do

lambda w surowicy- k/A)

Na podstawie wartosci FLCr ocenia sie klonalnos¢ fancuchow lekkich.
Zakres wartosci referencyjnych: 0.26-1.65. W sytuacji, gdy rozrastajgcy sie
klon plazmocytow syntetyzuje wolne fancuchy lekkie typu lambda warto$é
stosunku FLCr ulega obnizeniu. Wartosci FLCr <0.26 wskazujg na
monoklonalny charakter tancuchow lekkich typu lambda. Analogicznie, jesli
rozrastajgcy sie klon plazmocytow syntetyzuje wolne tahncuchy lekkie typu
kappa warto$¢ stosunku FLCr wzrasta. Wartosci FLCr> 1.65 wskazujg na
monoklonalny charakter tancuchéw lekkich typu kappa. Mimo ustalenia
waskich zakreséw wartosci referencyjnych FLCr w praktyce w wielu
przypadkach spotyka sie pacjentow, u ktorych stezenie jednego z typow
tancuchow lekkich jest sto a nawet tysigc razy wyzsze w stosunku do typu

tancucha niezwigzanego z rozrostem klonalnym.
2. SPE (rozdziat elektroforetyczny biatek surowicy krwi)

Rozdziat elektroforetyczny prowadzony na podtozu agarozowym dzieli biatka
surowicy na pie¢ podstawowych frakcji - albuminy, alfa-1, alfa-2, beta i
gammaglobuliny. SPE pozwala na wykrycie stref biatka monoklonalnego w
lokalizacji obszaru gamma, beta lub nawet alfa-2 globulin. W niniejszej
pracy jako wynik dodatni zdefiniowano taki, w ktorym na podstawie oceny

wizualnej zelu wykryto strefe biatka monoklonalnego.
3. IFE (immunofiksacja surowicy)

IFE jest potgczeniem metod immunologicznych i elektroforetycznych.
Metoda ta polega na szesciokrotnym rownoleglym  rozdziale
elektroforetycznym tej samej probki surowicy, a nastepnie na kolejnych
Sciezkach selektywnym utrwaleniu (przy pomocy odpowiednich przeciwciaf)
wszystkich biatek surowicy, immunoglobulin klasy 1gG, IgA, IgM oraz
tancuchow kappa i tancuchéw lambda. W niniejszej pracy wynik dodatni
zdefiniowano jako taki, w ktérym wykryto obecnos¢ biatka monoklonalnego,

widocznego jako wyraznie wyrézniona strefa biatkowa kompletnej czgsteczki
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immunoglobuliny oraz odpowiadajgcy mu prazek jednego z dwdch

tancuchow lekkich (kappa lub lambda) (Ryc. 3).

4. UPE (rozdziat elektroforetyczny biatek moczu)

Rozdziat elektroforetyczny biatek moczu wykonywano technikg SDS

elektroforezy. W tescie tym istnieje mozliwos¢ wykrycia:

obecnosci wolnych tancuchow lekkich typu kappa Iub lambda

ewentualnie innych biatlek drobnoczgsteczkowych (biatkomocz

cewkowy)
obecnoéci albuminy i transferryny (selektywny biatkomocz
kiebuszkowy)

strefy immunoglobulin (nieselektywny biatkomocz kiebkowy).

Wynik dodatni testu UPE zdefiniowano jako taki, w ktorym wykryto obecnosc¢

monoklonalnych wolnych tancuchéw lekkich immunoglobulin. Widocznych

jako wyraznie wyrdzniona podwdjna lub pojedyncza strefa biatkowa o masie

czgsteczkowej odpowiednio 44kDa i 22kDa.

Oceny czutosci czterech wybranych testow diagnostycznych dokonano w 4

grupach chorych:

1. Chorzy ze $wiezo zdiagnozowanymi zaburzeniami o charakterze

gammapatii monoklonalnej [nowe rozpoznania]

2. Chorzy ze zdiagnozowanymi zaburzeniami o charakterze gammapatii

monoklonalnej bedgcy w stanie remisji [remisja].

3. Chorzy ze zdiagnozowanymi zaburzeniami o charakterze gammapatii

monoklonalnej bedgcy w trakcie leczenia [gammapatia objawowa]

4. Chorzy z gammapatig monoklonalng o nieustalonym znaczeniu [MGUS]
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W Tab. 5 przedstawiono obliczong czuto$¢ diagnostyczng 4 ocenianych testow

w 4 badanych grupach.

Tab. 5 Czulo $¢€ diagnostyczna czterech testéw (FLCr, SPE, IFE, UPE ) obliczona w
czterech grupach chorych. Czulo  $€ wyrazono procentowo, jako odsetek wynikow

dodatnich w calej badanej grupie.

_ Grupa badana
Oceniany
Nowe o Choroba
test ) Remisja _ MGUS
rozpoznania objawowa
FLCr 88.9% 20% 78.4% 55.5%
SPE 100% 0 74.3% 100%
IFE 100% 0 87.8% 100%
UPE 83.3% 0 48.6% 11.1%

Ws$réd  analizowanych  testow  laboratoryjnych  najwiekszg  czutoscig
charakteryzowata sie immunofiksacja surowicy (IFE) i to zaréwno w grupie
pacjentow ze $wiezo postawiong diagnozg (100%), z gammapatia o
nieustalonym znaczeniu - MGUS (100%) oraz z chorobg objawowg (87,8%).
Wysoka czutos¢ immunofiksacji surowicy jest zgodna z wynikami
opublikowanymi przez Kyle i wsp. [55] w 2003r. w duzym badaniu
przekrojowym obejmujgcym 1027 pacjentdw ze Swiezo rozpoznanym

szpiczakiem mnogim, gdzie immunofiksacja byta dodatnia az u 93% pacjentéw.

W tym samym badaniu [55] u 82% pacjentow wykryto biatko
monoklonalne w rozdziale elektroforetycznym biatek surowicy (SPE). W
niniejszej pracy u wszystkich chorych ze swiezo postawiong diagnozg oraz
gammapatia monoklonalng o0 nieustalonym znaczeniu w rozdziale
elektroforetycznym biatek surowicy (SPE) wykryto biatko monoklonalne,
natomiast w grupie z chorobg objawowg u 74.3% chorych. Pomimo, ze
immunofiksacje charakteryzuje wieksza czutos¢ diagnostyczna, nalezy
pamietaé, iz w praktyce laboratoryjnej ze wzgleddéw organizacyjnych i
ekonomicznych wykonanie immunofiksacji zawsze jest poprzedzone rozdziatem

elektroforetycznym  biatek  surowicy (SPE). W-cze$niejsze wykonanie
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elektroforezy jest takze celowe przy dobraniu odpowiednich stezen przeciwciat

stosowanych w immunofiksacji.

Na szczegblng uwage zastuguje grupa pacjentdw z gammapatig
monoklonalng o nieustalonym znaczeniu (MGUS). Rocznie bowiem 1%
przypadkow gammapatii monoklonalnej o nieustalonym znaczeniu (MGUS)
ulega progresji w szpiczaka mnogiego [56]. W 2009 roku opublikowano wyniki
retrospektywnego badania dotyczgcego progresji MGUS w szpiczaka mnogiego
[57]. We wspomnianym badaniu wykorzystano zabezpieczone surowice
pacjentow z rozpoznang gammapatig monoklonalng. Surowice te zostaly
zabezpieczone 2 lata lub jeszcze wczesniej przed wykryciem gammapatii
monoklonalnych. W celu wykrycia obecnosci biatka monoklonalnego wykonano
rozdziat elektroforetyczny biatek, immunofiksacje oraz iloSciowe oznaczenie
FLCs w zabezpieczonych surowicach pacjentow, u ktérych pdzniej wykryto
gammapatie monoklonalne. W 27 na 30 zabezpieczonych surowic wykryto
obecnos¢ biatka monoklonalnego. W 77.8% przypadkéw (n=21) biatko
monoklonalne zostato wykryte w rozdziale elektroforetycznym biatek surowicy
i/lub immunofiksacji surowicy. Natomiast tylko u 6 pacjentow (22,2%) wykryto
zaburzony stosunek stezen wolnych tancuchéw lekkich immunoglobulin (FLCr)
[57]. Jest to pierwsze tego typu badanie, w ktérym udokumentowano seryjne
zmiany zarbwno w poziomie immunoglobulin monoklonalnych jak i wolnych
tancuchow lekkich immunoglobulin na dlugo przed rozpoznaniem szpiczaka
mnogiego [57]. Wyniki oceny czuto$ci wybranych testow diagnostycznych
przedstawione w niniejszej pracy sg spéjne z przytoczonymi. W niniejszej pracy
w grupie z gammapatia monoklonalng o nieustalonym znaczeniu (MGUS)
metodg elektroforezy bialek surowicy i immunofiksacji surowicy wykryto
obecnos$¢ biatka monoklonalnego u wszystkich pacjentow. Natomiast stosunek

stezen wolnych tancuchéw lekkich /A byt zaburzony tylko u 55,5% pacjentéw.

W niniejszej pracy ws$rod analizowanych testéw laboratoryjnych
najmniejszg czutoscig diagnostyczng we wszystkich czterech grupach
charakteryzowata sie elektroforeza bialek moczu (UPE). W badaniu Kyle'a i
wsp. [55] rozdziat elektroforetyczny bialek moczu wskazywat na istnienie
gammapatii monoklonalnej u 78% pacjentow.
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Podobnie w niniejszej pracy w grupie chorych ze swiezo postawiong diagnozag
monoklonalne wolne tancuchy lekkie wykryto w moczu u 83.3% chorych.

Natomiast w grupie z chorobg objawowg zdecydowanie mniej, bo tylko 48.6%
chorych mialo dodatni wynik rozdziatu elektroforetycznego biatek moczu
(obecnos¢ wyraznie wyroznionej podwdjnej lub pojedynczej strefy biatkowej o
masie czgsteczkowej odpowiednio 44 kDa i 22 kDa). W grupie z chorobg
objawowg znajdowali sie chorzy bedgcy w trakcie leczenia, ktdére szybko obniza
poziom wolnych tancuchéw lekkich w surowicy, redukujgc ich wydzielanie przez
nowotworowy klon plazmocytow. Wolne tancuchy lekkie znikajg wowczas z
moczu, w zwigzku z ich krétkim czasem poéitrwania. Moze to ttumaczyc
stosunkowo niski procent dodatnich wynikdéw rozdziatu elektroforetycznego
biatek moczu (obecno$¢ monoklonalnych wolnych tancuchow lekkich

immunoglobulin).

Doktadniejsza analiza wynikéw opublikowanych przez Kyle'a i wsp. [55]
wykazuje, iz ponad potowa z 1027 przebadanych pacjentéw ze szpiczakiem
miata parametry biochemiczne (podwyzszony poziom kreatyniny i parametry
pochodne - GFR) swiadczgce o uposledzeniu funkcji nerki. Wsrdéd czynnikéw
prognostycznych w szpiczaku mnogim wiele dotyczy bezposrednio
funkcjonowania nerki, takich jak kreatynina surowicy, albumina surowicy,
biatkomocz, obecnos$¢ wolnych fancuchow lekkich immunoglobulin w moczu.
Niewydolno$¢ funkcji nerki stanowi bezposrednig przyczyne az 25% zgonow
chorych, u ktérych rozpoznano szpiczaka. Tak wiec mimo, iz przy zastosowaniu
nowoczesniejszych metod diagnostycznych wykorzystujgcych ilosciowe
oznaczenie wolnych tancuchow lekkich w surowicy, elektroforeza biatek moczu
nie podnosi czutoSci rozpoznania gammapatii monoklonalnych to jest
najlepszym narzedziem pozwalajgcym fatwo i szybko okresli¢ profil biatek
moczu i oceni¢ parametry funkcjonowania nerki a wiec jeden z podstawowych

parametréw prognostycznych.

Temat uzytecznosci badania moczu (UPE i IFE) w diagnostyce
gammapatii monoklonalnych oraz podczas monitorowania leczenia szpiczaka

mnogiego jest w ostatnich latach szeroko poruszany w wielu publikacjach [58].
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W pracy z 2011 r. Levinson [59] rozwaza przydatnos¢ elektroforezy i
immunofiksacji moczu w wykrywaniu gammapatii monoklonalnych. Levinson
zauwazyt, ze istnieje ogolne przekonanie o tym, iz nowszy test iloSciowego
oznaczania wolnych fancuchéw lekkich immunoglobulin w surowicy (FLCs)
posiada wiekszg czutos¢ analityczng niz elektroforeza biatek moczu, poza tym
jego drugg zaletg jest fakt, ze jest to test iloSciowy w przeciwienstwie do
jakosciowej immunofiksacji moczu. Test FLCs jest rowniez tatwiejszy w
wykonaniu oraz bardziej korzystny z diagnostycznego punktu widzenia i
ekonomiczny [30]. Opinie na temat uzytecznosci rozdziatu elektroforetycznego
biatek moczu wcigz sg podzielone. Niektérzy autorzy proponujg wrecz
rezygnacje z wykonywania badania moczu (UPE, IFE), jako niewnoszgcego
nowych elementéw do procesu diagnozy. Holding i wsp. [60] w swojej pracy z
2011r. wykazali, ze u wszystkich 126 pacjentow z obecnym biatkiem Bence-
Jones’a w moczu wykryto nieprawidtowy stosunek wolnych tancuchéw lekkich
kappa/lambda w surowicy (FLCr). Na tej podstawie Holding i wsp. [60] uznali,
ze wiekszg korzys¢ z Klinicznego punktu widzenia przyniesie rutynowe
wykonywanie ilosciowego oznaczania wolnych fancuchéw lekkich
immunoglobulin w surowicy (FLCs) zamiast rozdziatu elektroforetycznego biatek
moczu (UPE). Podobnego zdania sg Katzmann i wsp. [33]. Juz kilka lat
wczesniej publikowano doniesienia wskazujgce na to, ze oznaczanie wolnych
tancuchow lekkich w surowicy jako badanie dodatkowe do rozdziatu
elektroforetycznego biatek surowicy oraz immunofiksacji surowicy pozwoli na

rezygnacje z badania moczu (UPE) [41, 61].

W szerokie] dyskusji dotyczacej uzytecznosci badan biatek moczu
opartych na metodach elektroforetycznych sg rowniez glosy podnoszace
przydatnosc¢ tej grupy badan. Palladini i wsp. [62] wykazali, ze wykonanie
immunofiksacji w moczu pozwolito na wykrycie amyloidozy u 109 na 115
pacjentow, natomiast nieprawidtowy stosunek wolnych fancuchéw lekkich
kappa/lambda w surowicy wykryto tylko u 88 pacjentéw. Podobnie Merlini [63]
wykazat, ze wykonanie immunofiksacji w moczu zwieksza wykrywalno$é
amyloidozy i badanie to powinno by¢ wykonywane wtedy, kiedy istniejg do tego

wskazania kliniczne. Levinson [59] w publikacji oceniajgcej uzytecznos¢ oceny
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biatek moczu potwierdzit postulaty Merlinfego [63], uznajgc iloSciowe
oznaczanie wolnych tancuchéw lekkich w surowicy (FLCs) oraz immunofiksacje
moczu (IFE), jako badania wzajemnie sie uzupetniajgce. Istnieje wiec grupa
doniesien podnoszgca uzytecznos¢ badan moczu opartych o techniki
elektroforetyczne. Badania elektroforetyczne pozwalajg na  wykrycie
dodatkowych  proceséw chorobowych  towarzyszgcych  gammapatiom

monoklonalnym (upos$ledzenie funkcji nerek, amyloidoza).

Pratt i wsp. [64] oceniajgc w swojej pracy koniecznos¢ wykonywania badania
moczu (UPE, IFE) w diagnostyce gammapatii monoklonalnych zauwazyli, iz w
rzeczywistosci w rutynowej diagnostyce gammapatii monoklonalnych wiele
laboratoriéw otrzymuje wytgcznie probki surowic, ktorym nie towarzyszg probki
moczu. Nasza wspotpraca z Klinikg Hematologii Szpitala Uniwersyteckiego w
Krakowie pozwolita na wyciggniecie wkasnych, nieco odmiennych wnioskow. W
rutynowej diagnostyce u pacjentow z podejrzeniem zaburzen o charakterze
gammapatii monoklonalnej obok badania surowicy wykonuje sie takze rozdziat
elektroforetyczny biatek moczu (UPE). Badanie to jest bardzo przydatne,
poniewaz charakteryzuje sie wysokg czutoscig przy niskim koszcie.
Jednoczesnie wbrew doniesieniom nie wymaga przeprowadzenia dobowej
zbiorki moczu, poniewaz badanie to ma charakter jakosciowy a nie ilosciowy.
Ponadto rozdziat elektroforetyczny bialek moczu dostarcza dodatkowych

informacji o stanie nerek pacjenta.

4.1.2 Ocena czuto $ci r6 znych kombinacji testow diagnostycznych

stuzacych do oceny zaburze n biatkowych

Jednostki chorobowe zwigzane z klonalnym rozrostem plazmocytow
majg bardzo r6zne manifestacje kliniczne - objawy kostne, rézne formy zajecia
szpiku (rozlane nacieki, ogniska), objawy uszkodzenia nerek lub innych
narzgdow (amyloidoza). RO0zne sg takze zmiany biatkowe towarzyszace tej
grupie choréb. W Tab. 6 przedstawiono szacunkowg czestos¢ wystepowania

ré6znych wariantdw gammapatii monoklonalnych.
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Tab. 6 Szacunkowa cz esto$¢ wyst epowania ré znych wariantéw gammapatii

monoklonalnych

Klasa immunoglobuliny % chorych SzczegOly
19G 52 Kappa lub lambda (czesciej kappa)
IgA 21 Kappa lub lambda (czesciej kappa)
IgM 0,5 Kappa lub lambda (czesciej kappa)
IgD 2 Kappa lub lambda (czesciej kappa)
IgE % Kappa lub lambda (_pojedyncze
przypadki)
Kappa 9 Choroba faricuchow lekkich
Lambda 7 Choroba tancuchéw lekkich
Choroba tancuchéw ciezkich —
Tylko ta ncuchy ci ezkie(G lub A) <1 najczesciej A (brak tancuchéw
kappa i lambda)
N
Negatywne v Brak wydzielania i (lub) wytwarzania

fragmentow immunoglobulin

W tej sytuacji wynik jednego testu diagnostycznego nie wystarczy do

prawidtowej oceny zaburzen biatkowych. Sytuacje komplikuje fakt, ze rozne

testy diagnostyczne odznaczajg sie r6zng czutoscig. Natomiast réownoczesne

wykonywanie wszystkich dostepnych badan bytoby nieekonomiczne. Poza tym

nie wszystkie laboratoria posiadajg tak szeroki panel specjalistycznych badan.

Dlatego tez w pracy oceniono czutos¢ diagnostyczng roéznych kombinacii

ocenianych testéw w trzech grupach badanych (nowe rozpoznania, choroba

objawowa, remisja).
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Nalezy pamieta¢ o tym, iz badania diagnostyczne stuzg trzem celom:
1. Postawienie diagnozy
2. Monitorowanie leczenia
3. Stopniowanie zaawansowania choroby i prognozowanie

W przypadku choréb rozrostowych takich jak szpiczak mnogi, kiedy mozliwe
jest zastosowanie w leczeniu kilku réznych terapii, prawidtowe monitorowanie
leczenie jest niezwykle wazne. Chorzy na réznych etapach leczenia poddawani
sg réznym wariantom terapeutycznym. Nie u wszystkich chorych wybrany tryb
leczenia przynosi oczekiwane rezultaty terapeutyczne. Monitorowanie powinno
umozliwiaé szybkie wykrycie nieefektywnosci zastosowanej terapii bgdz tez
potwierdzac je] skutecznosc¢ (catkowita remisja) [65]. Monitorowanie leczenia
powinno takze pozwoli¢ na bardzo wczesne wykrycie ewentualnego nawrotu
choroby, zanim dojdzie do uszkodzenia narzadow, w przypadku szpiczaka

mnogiego uszkodzeniu najczesciej ulegajg nerki.

Wedlug San Migel'a i wsp. [66] podstawowymi technikami diagnostycznymi w
monitorowaniu leczenia pozostajg rozdzialy elektroforetyczne biatek surowicy
oraz moczu. Natomiast ilosciowe oznaczanie wolnych fancuchow lekkich
immunoglobulin (FLCs) w surowicy oraz inne badania, takie jak ocena szpiku

kostnego metodg cytometrii przeptywowej wykonuje sie dodatkowo.

W pracy z 2011 roku Dogaru M. i wsp. [67] analizowali czuto$¢ diagnostyczng
trzech metod: rozdziatu elektroforetycznego biatek surowicy (SPE),
immunofiksacji surowicy (IFE) oraz stosunku wolnych tancuchdéw lekkich
immunoglobulin  kappa/lambda w surowicy (FLCr) w wykrywaniu i
monitorowaniu leczenia u 7 chorych na szpiczaka mnogiego. Test FLCr okazat
sie by¢ bardziej czuty niz SPE, IFE oraz stezenia wolnych tahcuchéw lekkich
kappa oraz lambda w monitorowaniu efektywnosci leczenia. Ponadto
immunofiksacja, jako metoda jakosciowa moze byc¢ interpretowana w sposob
subiektywny, dlatego tez nie nadaje sie do monitorowania leczenia. Dogaru M. i

wsp. [67] jako najlepszy test stuzgcy monitorowaniu efektywnosci leczenia
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wskazali wartos¢ stosunku stezen wolnych tancuchéw lekkich kappa do lambda
(rFLC).

W niniejszej pracy do przeprowadzenia oceny czutosci diagnostycznej
réznych kombinacji ocenianych testéw wybrano trzy grupy chorych:
- ze Swiezo postawiong diagnozg (howe rozpoznania)
- z chorobg objawowag
- w stanie remisji
Dzieki takiemu doborowi grup, mozliwa byla ocena czutosci diagnostycznej
kombinacji testow na réznych etapach choroby: podczas stawiania diagnozy i w
monitorowaniu leczenia. Zbadano jak zmieni sie czuto$¢ wykrywania zaburzen
o charakterze gammapatii monoklonalnej w zaleznos$ci od zastosowania dwoch
lub wiecej ocenianych testéw diagnostycznych. Wyniki analizy przedstawiono w
Tab. 7 oraz Tab. 8.

Tab. 7 Czulo §¢ diagnostyczna testéw pot gczonych w pary obliczona w trzech grupach
badanych (chorzy ze $wiezo postawion g diagnoz a, chorob g objawow g oraz w stanie
remisji). Czulo §¢ wyrazono procentowo, jako odsetek wynikow dodatnich ocen ianych

testow w catej grupie badane;.

Oceniania Grupa badana
kombinacja Nowe Choroba Remisja

testow rozpoznania objawowa
FLCr+SPE 100% 95.9% 20%
FLCr+IFE 100% 98.6% 20%
FLCr+UPE 94.4% 83.8% 20%
SPE+IFE 100% 85.1% 0%
SPE+UPE 100% 85.1% 0%
IFE+UPE 100% 87.8% 0%

W grupie chorych ze $wiezo postawiong diagnozg 5 na 6 zaproponowanych

kombinacji par testow charakteryzowata 100% czuto$¢. Nie jest to jednak wynik

zaskakujacy w kontekscie oceny czutosci diagnostycznej pojedynczych testow.
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Poniewaz w grupie chorych ze $wiezo postawiong diagnozg zaréwno
immunofiksacje (IFE) jak i rozdziat elektroforetyczny biatek surowicy (SPE)

charakteryzowata 100% czutos¢

W grupie z chorobg objawowg sposrod czterech ocenianych testow najwiekszg
czutoscig charakteryzowata sie IFE (87.8%). Dodanie do testu IFE parametru
ilosciowego, jakim jest stosunek wolnych tancuchéw lekkich kappa do lambda
(FLCr -czuto$¢ 78.4%) zwiekszyto czutos¢ wykrywania biatka monoklonalnego
do 100%. Zaden z tych testow (ani IFE, ani FLCr) nie byt 100% czuly, jednak
ich potgczenie pozwolito na wykrycie wszystkich gammapatii monoklonalnych.
Dodatkowym atutem potgczenia IFE z FLCr jest fakt, iz testy te wzajemnie sie
weryfikujg.

Istniejg rzadkie przypadki, gdy oba typy ftancuchow lekkich majg charakter
monoklonalny (gammapatia biklonalna). Wtedy FLCr pozostanie w normie,
natomiast testem IFE wykryjemy obecno$¢ biatka monoklonalnego. Na Ryc. 13
przedstawiono wynik immunofiksacji, w ktorej wykryto obecno$¢ biatka
monoklonalnego typu IgG lambda oraz IgA kappa (gammapatia biklonalna).
Warto$¢ stosunku stezenia wolnych tancuchéw lekkich x/A (FLCr) u tego
pacjenta wynosita 0.92, pozostawala zatem w granicach zakresu wartosci

referencyjnych.
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Ryc. 13. Wynik immunofiksacji surowicy, w ktérej wy kryto stref e biatka monoklonalnego

- IgG lambda, IgA kappa (gammapatia bilkonalna).

W grupie z chorobg objawowg wysoka, bo 95.9% czutoscig charakteryzowato
sie polgczenie rozdzialu elektroforetycznego biatek surowicy (SPE) ze
stosunkiem wolnych tancuchéw lekkich kappa/lambda (FLCr). Pozostate
kombinacje dwdéch testébw w tej grupie (choroba objawowa) charakteryzowata
czutos¢ ponizej 90% (od 84.6% do 88.5%).

Uzyskane wyniki sg zgodne z rezultatami obszernego badania z 2009 roku [68],
w ktorym wzieto udzial 1877 pacjentow z rozpoznanymi dyskrazjami
plazmocytarnymi. Wedlug Katzmanna i wsp. [68] najbardziej wszechstronny i
kompleksowy panel badan diagnostycznych w skriningu  dyskraz;ji
plazmocytowych obejmuje elektroforeze biatek oraz immunofiksacje surowicy i
moczu wraz z ilosciowym oznaczeniem FLCs w surowicy. Panel taki cechuje
sie bardzo duzg czutoscig diagnostyczng wynoszgcg 98.6%. Wykluczenie z

takiego panelu immunofiksacji surowicy oraz testow moczu spowodowato, ze
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liczba prawidlowo zdiagnozowanych pacjentow w grupie 1877 chorych
zmniejszyta sie 0 58 oséb, co stanowito 3.1%. Natomiast wykluczenie z panelu
diagnostycznego ilosciowego oznaczenia FLCs spowodowato pominiecie 30
pacjentow, co stanowito 1.6%. Wykazano, ze r0zne panele badan
laboratoryjnych mogg by¢ skuteczne w wykrywaniu roéznych zaburzen
wywodzgcych sie z komoérek plazmatycznych. Na przyktad w przypadku
szpiczaka mnogiego, makroglobulinemii Waldenstroma oraz szpiczaka
bezobjawowego wystarczajgce wydaje sie by¢é wykonanie badania surowicy
obejmujgce elektroforeze biatek oraz stezenie FLCs. Natomiast badanie moczu
oraz immunofiksacje surowicy mozna zleca¢ bardziej wybiérczo. Trzeba
pamietaé, ze stosujgc nawet pelny panel badan laboratoryjnych obejmujgcy:
elektroforeze biatek oraz immunofiksacje surowicy i moczu oraz ilo$ciowe
oznaczenie FLCs w surowicy nie udalo sie wykry¢ niektoérych wariantow
dyskrazji plazmocytarnej u 1.4 % pacjentow.

W niniejszej pracy w kolejnym etapie analizy oceniono czutos¢ diagnostyczng
kombinacji 3 oraz wszystkich 4 testéw (FLCr, SPE, IFE, UPE). Wyniki analizy

przedstawiono w Tab. 8.

68



Tab. 8 Czuto $¢ diagnostyczna testow pot gczonych w tréjki obliczona w dwéch grupach
badanych (chorzy ze $wiezo postawiona diagnoz g oraz z choroba objawow g). Czuto$¢
wyrazono procentowo, jako odsetek wynikow dodatnich ocen ianych testow w catej

grupie badane;.

Grupa badana
Oceniana kombinacja ]
testéw Swieza Choroba Remisia

diagnoza objawowa
FLCr+SPE+IFE 100% 98.6% 20%
FLCr+SPE+UPE 100% 95.9% 20%
FLCr+IFE+UPE 100% 98.6% 20%
SPE+IFE+UPE 100% 89.1% 0%
FLCr+SPE+IFE+UPE 100% 98.6% 20%

Stosujgc wszystkie cztery oceniane testy diagnostyczne (SPE, IFE, FLCr i UPE)
w grupie z chorobg objawowg wykryto 98,6% wszystkich zaburzen. Wylgczenie
z panelu diagnostycznego rozdziatu elektroforetycznego biatek moczu (UPE)
nie zmniejszyto czutosci tego panelu. Najwiekszy spadek czutosci odnotowano
po wylgczeniu z panelu diagnostycznego badania stosunku stezenia wolnych
tancuchow lekkich kappa do lambda (FLCr). Stosujgc tylko trzy testy (SPE, IFE i
UPE, bez FLCr) zostatoby pominietych 9,5% pacjentow (n=7).

Z przeprowadzonych z niniejszej pracy badan wynika, ze u wszystkich
pacjentow z rozpoznaniem ‘de novo’ w rozdziale elektroforetycznym biatek
surowicy (SPE) oraz w immunofiksacji surowicy (IFE) wykrywalne jest biatko

monoklonalne.

W grupie z chorobg objawowg réwniez najbardziej czuta okazala sie
immunofiksacja surowicy (87.8%).
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We wszystkich grupach najmniejszg czutoscig charakteryzowat sie rozdziat
elektroforetyczny biatek moczu (UPE). ROwniez w potgczeniu testow badanie
UPE nie podnosito czutosci wykrywania biatka monoklonalnego w zadnej z
grup. Ponownie nasuwajg sie watpliwosci dotyczgce uzytecznosci tego badania
w diagnostyce i monitorowaniu leczenia szpiczaka mnogiego. Przytaczano juz
liczne publikacje, w ktérych gtosy na ten temat sg podzielone. Nalezy pamietac
o tym, ze wykonywanie rozdziatu elektroforetycznego biatek moczu pozwala na
monitorowanie pracy nerek. Jest to bardzo istotne, poniewaz zaburzenia
funkcjonowania nerek w przebiegu szpiczaka mnogiego wystepujg czesto, a ich
pojawienie sie znacznie pogarsza rokowanie [69, 70, 71]. Ocenia sie, ze okoto
25% chorych na szpiczaka mnogiego, przed rozpoznaniem choroby trafia po
raz pierwszy na badania diagnostyczne do nefrologébw, z powodu
towarzyszacych objawow klinicznych choroby nerek, ktére wysuwajg sie na
czoto obrazu klinicznego [70, 72]. Uszkodzenie nerek w przebiegu szpiczaka
mnogiego wigze sie z patologicznym oddziatywaniem na nerki monoklonalnych
immunoglobulin oraz tancuchow lekkich. Stosunkowo tanig i prostg metodg
pozwalajgcg na ocene ryzyka uszkodzenia nerek w przebiegu szpiczaka
mnogiego jest SDS-elektroforeza bialek moczu. Prawidtowo technikg SDS-
elektroforezy nie wykrywa sie w moczu zadnych biatek. Charakterystyczny dla
szpiczaka mnogiego jest biatkomocz Bence-Jonesa (Ryc. 14). Widoczna strefa
dimeru i monomeru wolnych tahcuchow lekkich oraz brak obecnosci innych

frakcji biatkowych swiadczacych o uszkodzeniu ktebuszkdéw nerkowych.

MmOnGmer cli

Ryc. 14. Wynik rozdziatu elektroforetycznego biatek moczu. Widoczna strefa monomeru i
dimeru monoklonalnych wolnych ta  Acuchdéw lekkich immunoglobulin. Brak obecno $ci

innych frakcji biatkowych  $wiadcz gcych o uszkodzeniu kit ebuszkéw nerkowych.
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Widoczne strefy albuminy, transferryny i immunoglobulin oprécz strefy
monomeru i dimeru wolnych fancuchéw lekkich immunoglobulin $wiadczg o
uszkodzeniu blony podstawnej klebuszka nerkowego - nieselektywny

biatkomocz ktebuszkowy (Ryc. 15).

MONomer dimer ‘ trl Ii_t
g ; |
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Ryc. 15. Wynik rozdzialu elektroforetycznego biatek moczu. Widoczna strefa
immunoglobulin (IgG), albuminy (alb), transferryny (trf) oraz monoklonalnych wolnych

tancuchéw lekkich immunoglobulin (monomer i dimer).

Obrazy te potwierdzajg sens wykonywania rozdziatu elektroforetycznego biatek
moczu w diagnostyce i monitorowaniu szpiczaka. Bowiem szybkie wdrozenie
terapii obejmujgcej prawidtowe nawodnienie chorego, korekcje hiperkalcemii,
hiperurikemii oraz leczenie przyczynowe szpiczaka daje szanse na diugotrwatg
poprawe funkcji nerek i ograniczenie nieodwracalnego uszkodzenia nerek w

przebiegu choroby [73].

4.2 Ocena wspoéizale znosci st ezenia beta-2-mikroglobuliny i stosunku
wolnych ta acuchow lekkich (FLCr) w surowicy

Beta-2-mikroglobulina jest biatkiem drobnoczgsteczkowym, obecnym na
powierzchni wiekszosci komoérek w ustroju, szczegdlnie na limfocytach T, B i
makrofagach. Poziom tego biatka w surowicy jest zalezny zaréwno od ilosci (a
wiec catkowitej masy) komorek plazmatycznych, jak i od wskaznika filtracji
kiebuszkowej. Znaczenie rokownicze stezenia beta-2-mikroglobuliny we krwi w
szpiczaku mnogim zostalo potwierdzone w wielu badaniach na przestrzeni
ostatnich 30 lat [74].

Wolne tancuchy lekkie immunoglobulin (FLCs) wytwarzane sg przez plazmocyty
zawsze w pewnym nadmiarze w stosunku do kompletnych czgsteczek
immunoglobulin. Jako biatka niekompletne powinny ulec procesowi degradacji

we wnetrzu komorki. Jednak w pewnej czesci wymykajg sie mechanizmom
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kontroli poprawnosci wydzielanego biatka i jako nieliczne biatka o wadliwe]
strukturze wydzielane sg na zewngtrz komorki. Okres poftrwania wolnych
tancuchow lekkich we krwi jest krétki i dla tancuchéw typu kappa wynosi 2-4
godzin a dla tancuchow lambda, ktére wystepujg wytgcznie w formie dimeru o
wiekszej masie czasteczkowej jest nieco diuzszy i wynosi 3-6 godzin.
Intensywna synteza wolnych tancuchéw lekkich jest jednym ze znaczacych
czynnikdw prowadzgcych do pogorszenia stanu klinicznego pacjentéw chorych

na szpiczaka.

W pismiennictwie potwierdzono korelacje stezenia wolnych tancuchow lekkich

(FLCs) oraz beta-2-mikroglobuliny z liczbg plazmocytéw w szpiku [75, 76].

W pracy oceniono wzajemne relacje pomiedzy stezeniem beta-2-
mikroglobuliny i wartoscig stosunku wolnych tahcuchow lekkich k/A (FLCr) w
grupie 98 chorych ze zdiagnozowanymi zaburzeniami o charakterze
gammapatii monoklonalnych. W grupie badanej znajdowato sie 73 chorych ze
zdiagnozowanych szpiczakiem mnogim (MM), 8 chorych ze zdiagnozowang
chorobg tancuchéw lekkich (LCMM), 7 chorych ze zdiagnozowanym guzem
plazmacytoma solitare, 6 chorych ze zdiagnozowanym MGUS (gammapatia
monoklonalna o nieustalonym znaczeniu) oraz 6 chorych ze zdiagnozowanym

szpiczakiem tlgcym sie (SMM).

Na Ryc. 16 zestawiono wartosci stezenia beta-2-mikroglobuliny oraz logarytmy
stosunku stezen wolnych tancuchéw lekkich w surowicy kappa/lambda
(log(FLCr)). U chorych, u ktérych frakcje monoklonalng stanowity wolne
tancuchy lekkie typu lambda zestawiono logarytmy stosunku stezenn wolnych

tancuchéw lambda/kappa.
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Ryc. 16 Stezenie beta-2-mkroblobuliny, wyra zone w mg/l oraz warto $ci logarytmu

stosunku st ezen wolnych fa ncuchéw lekkich w surowicy kappa/lambda (log(FLCr)) u 98
pacjentdw z rozpoznan g gammapati 3 monoklonaln a. U pacjentéw, u ktérych frakcj e
monoklonaln g stanowity wolne ta nAcuchy lekkie lambda zestawiono logarytmy stosunku

stezen wolnych ta ncuchéw lekkich lambda/kappa.

Zalezno$¢ stezenia beta-2-mikroglobuliny i logarytmu stosunku stezenia
wolnych tancuchow lekkich (kappa/lambda lub lambda/kappa) przeanalizowana
testem korelacji rang Spearmana dla wartosci p=0,000859 data wynik 0,333, co
oznacza, ze zaleznosc jest istotna statystycznie, choc¢ nie jest zbyt silna.

Podobng analize zaleznosci przeprowadzono w opublikowanej w 2008 roku
pracy autorstwa T. Pika i wsp. [50] dotyczacej korelacji poziomu wolnych
tancuchow lekkich w surowicy oraz innych wybranych parametrow
laboratoryjnych, istotnych w monitorowaniu szpiczaka mnogiego - miedzy
innymi beta-2-mikroglobuliny. W publikacji T. Pika i wsp. analizowano grupe
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102 chorych ze zdiagnozowanym szpiczakiem mnogim. Analize statystyczng
we wspomnianej pracy przeprowadzono w dwéch podgrupach: z monoklonalng
linig plazmocytarng wytwarzajgcg wolne fancuchy lekkie typu kappa oraz z
monoklonalng linig plazmocytarng wytwarzajgcg wolne tancuchy lekkie typu
lambda.

W niniejszej pracy takze przeprowadzono analize zaleznosci miedzy stezeniem
beta-2-mikroglobuliny a stosunkiem stezen wolnych tancuchow lekkich surowicy
uwzgledniajgcg typ wolnych tancuchow lekkich o charakterze monoklonalnym.
U 72 sposrod 98 pacjentéw monoklonalne tancuchy lekkie byly typu kappa. Na
Ryc. 17 przedstawiono wykres zaleznosci stezenia wolnych tancuchéw lekkich

typu kappa oraz stezenia beta-2-mikroglobuliny w surowicy krwi.
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Ryc. 17. Stezenie beta-2-mkroblobuliny wyra zone w mg/l oraz st ezenie wolnych
tancuchdéw lekkich typu kappa wyra zone w mg/l u 72 pacjentbw z rozpoznan a

gammapati g monoklonaln g, u ktérych charakter monoklonalny wykazuj g tancuchy lekkie

typu kappa.
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Zalezno$¢ stezenia beta-2-mikroglobuliny i stezenia monoklonalnych wolnych
lancuchéw lekkich typu kappa przeanalizowana testem korelacji rang
Spearmana dla wartosci p=0,0113 data wynik 0,298. Uzyskana warto$¢ jest

istotna statystycznie, nie jest to jednak zalezno$¢ bardzo silna.

U 26 z 98 pacjentéw monoklonalne wolne tancuchow lekkich byty typu lambda.
Na Ryc.18 przedstawiono wykres zaleznosci stezenia monoklonalnych wolnych

tancuchow lekkich typu lambda oraz stezenia beta-2-mikroglobuliny w surowicy

Krwi.
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Ryc.18 St ezenie beta-2-mkroblobuliny wyra zone w mg/l oraz st ezenie wolnych ta Acuchéw
lekkich typu lambda wyra zone w mg/l u 26 pacjentbw z rozpoznan g gammapati g

monoklonaln a, u ktérych charakter monoklonalny wykazuj g tancuchy lekkie typu lambda.
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Zalezno$¢ stezenia beta-2-mikroglobuliny i stezenia monoklonalnych wolnych
lancuchéw lekkich typu lambda przeanalizowana testem korelacji rang
Spearmana dla wartosci p=0,0000295 data wynik 0,703. Uzyskana wartos¢ jest

istotna statystycznie i jest silna.

Podobne wyniki zostaly przedstawione przez czeskg grupe naukowcow we
wspomnianej juz pracy [50] z 2008 roku. Wyliczony przez nich wspotczynnik
korelacji rang Spearmana byt takze wyzszy w grupie z monoklonalnymi wolnymi
tancuchami lekkimi typu lambda i wynosit 0,476 dla wartosci p=0,003, podczas
gdy w grupie z monoklonalnymi wolnymi fancuchami lekkimi typu kappa
wyliczony dla p=0,005 wspotczynnik wynosit 0,344.

Dodatnia korelacja miedzy stezeniem beta-2-mikroglobuliny i stezeniem
wolnych tancuchow lekkich immunoglobulin moze by¢ zwigzana z faktem, iz
oba parametry sg w pewnym sensie miarg masy guza. Nie mozna jednak
zapominaé o tym, ze zaréwno beta-2-mikroglobulina jak i wolne tancuchy lekkie
sg biatkami drobnoczgsteczkowymi, wiec na ich stezenie w surowicy duzy
wplyw ma filtracja klebuszkowa, ktéra z kolei w przebiegu szpiczaka mnogiego
bardzo czesto spada.

Przebieg choroby i czas przezycia chorych na szpiczaka mnogiego sag
bardzo zréznicowane. Wynika to przede wszystkim z cech biologicznych,
charakteryzujgcych samego chorego jak i cech biologicznych nowotworu. Od
poczatku lat szesédziesigtych prowadzone byly liczne badania majgce na celu
zidentyfikowanie i okreslenie cech o znaczeniu prognostycznym w przebiegu
szpiczaka [77, 78, 79]

Stezenie beta-2-mikroglobuliny jest uznanym czynnikiem o znaczeniu
rokowniczym w przebiegu szpiczaka mnogiego, jednak w dalszym ciggu
podejmowane sg poszukiwania nowych markerow biatkowych, pozwalajgcych
na ocene skutecznosci zastosowanej terapii bgdz nawet przewidywanie
odpowiedzi na leczenie [80].

Na Ryc. 17 oraz Ryc.18 zwraca uwage znaczna rozpietos¢ zakresu stezen
wolnych tancuchoéw lekkich. Najwyzsze wartosci stezen rzedu 10000 - 19000
mg/l sg 1000 razy wyzsze od zakresu gornej wartosci zakresu referencyjnego.

Natomiast zakres stezen beta-2-mikroglobuliny zmienia sie w znacznie
76



wezszych granicach. Mimo doniesien, ze bezwzgledne stezenia wolnych
lancuchéw lekkich nie sg zbyt uzytecznym parametrem rokowniczym w
przebiegu szpiczaka [25] uzyskane w niniejszej pracy wyniki wskazujgce na
istnienie istotnej statystycznie zaleznosci miedzy stezeniem wolnych tancuchow
lekkich immunoglobulin i stezeniem beta-2-mikroglobuliny mogg by¢ racjonalnie
wyttumaczone. Mimo znacznej (obejmujgcej cztery rzedy wielkosci) rozpietosci
stezen wolnych tancuchow lekkich, trudno sobie wyobrazi¢ sytuacje, w ktérej
ilos¢ produkowanych w organizmie wolnych fancuchéw lekkich jest zupetnie
niezwigzana z iloscia monoklonalnych komodrek plazmatycznych. Stabe
zaleznosci miedzy stezeniem beta-2-mikroglobuliny i stezeniem wolnych
tancuchow lekkich immunoglobulin sg prawdopodobnie spowodowane bardzo
zmiennym przebiegiem choroby i jej roznorodnymi manifestacjami klinicznymi.
Z jednej strony mamy do czynienia z chorobg tancuchow lekkich, w ktorej wolne
tancuchy lekkie sg jedynym fragmentem immunoglobuliny wydzielanym przez
namnazajgce sie plazmocyty, z drugiej strony w szpiczaku niewydzielajgcym
(nonsecretory multiple myeloma - NSMM) Ilub niewytwarzajgcym stezenia

monoklonalnych wolnych tancuchow lekkich sg bardzo niskie lub zerowe.

4.3 Ocena nowego testu FreeLite®- ilo $ciowego oznaczania wolnych

tancuchow lekkich typu kappa oraz lambda w surowicy

Test FreelLite® firmy Binding Site zostal wprowadzony do praktyki
diagnostyki laboratoryjnej w USA w roku 2001 [41]. lloSciowe oznaczanie
wolnych tancuchéw lekkich immunoglobulin wraz z oceng stosunku wolnych
tancuchow lekkich kappa do lambda jest parametrem stosunkowo nowym. Test
ilosSciowego oznaczania wolnych fancuchow lekkich jest szeroko
rekomendowany w pismiennictwie, jako element znacznie podnoszgcy
efektywno$¢é strategii wykrywania biatka monoklonalnego opartej na
laboratoryjnych wynikach badan surowicy [41, 42]. Jest uzyteczny w
przypadkach choroby tancuchéw lekkich czy amyloidozy. Ponadto dowiedziono
prognostycznej wartosci ilosciowego oznaczenia wolnych tancuchéw lekkich w
surowicy dla progresji w przypadku gammapatii monoklonalnej o nieustalonym

znaczeniu - MGUS [2], szpiczaka tlgcego [81] oraz dla przezycia w przypadku

77



szpiczaka mnogiego [82, 83, 84], guzéw plazmacytoma [85] oraz amyloidozy
[86].

Test FreelLite® obejmuje oznaczenie stezenia wolnych fancuchow lekkich typu
kappa oraz typu lambda a takze wyliczenie stosunku stezen wolnych tancuchoéw

lekkich kappa do lambda.

W niniejszej pracy dokonano oceny czutosci diagnostycznej stosunku stezen
wolnych tahcuchéw lekkich kappa do lambda (FLCr) w surowicy. W zestawieniu
z innymi testami laboratoryjnymi. Wykazano, ze wsrdéd badanych testow
diagnostycznych najwiekszg czutoscig charakteryzowata sie oparta o procedury
elektroforetyczne  immunofiksacja  surowicy. Czuto$¢  diagnostyczna
immunofiksacji w poréwnaniu z lateksowym testem FLCr jako narzedziem do
wykrywania gammapatii monoklonalnej byta wieksza zaréwno w grupie
pacjentow ze $wiezo postawiong diagnozg (100% versus 88.9%), jak i w grupie
z chorobg objawowg (87.8% versus 78.4%). Nalezy jednak pamietaé, ze
immunofiksacja surowicy jest metodg bardzo pracochtonng, ziozong z wielu
procedur elektroforetycznych i immunologicznych, ktére bardzo trudno
zautomatyzowa¢. Metoda oznaczania  wolnych tancuchéw  lekkich
immunoglobulin zostatla zaimplementowana na wiele typOow powszechnie

uzywanych w laboratoriach automatycznych analizatorow biochemicznych [25].

Wyspecjalizowane badania laboratoryjne zwigzane z diagnostykg gammapatii
monoklonalnych sg stosunkowo drogie. Mimo, ze z danych zamieszczonych w
Tab. 9 wynika, ze koszty immunofiksacji sg nizsze od kosztow FLCr to wartosci
te sg prawdopodobnie prawdziwe tylko w warunkach polskich laboratoriow,
gdzie koszty pracy wykwalifikowanego personelu sg niskie. W polskich
laboratoriach diagnostycznych immunofiksacja biatek surowicy wykonywana
jest rzadko, gdyz wymaga dobrze wykwalifikowanego personelu potrzebnego
do wykonania samego oznaczenia jak i ostatecznej interpretacji wynikow
obcigzonych piethem subiektywnej interpretacji. Oznaczanie wolnych
tancuchow lekkich immunoglobulin jest procedurg w petni zautomatyzowang i

ilosciows.
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Tab. 9 Przybli zone koszty bada n laboratoryjnych stosowanych w diagnostyce i

monitorowaniu leczenia szpiczaka mnogiego.

Rodzaj b adania Przybli zony koszt badania

Elektroforeza biatek surowicy 18 71

(SPE)

Immunofiksacja surowicy 125 zt

(IFE)

llo$ciowe oznaczanie wolnych ta nhAcuchow
lekkich immunoglobulin kappa oraz 200zt
lambda (FLCs)

Elektroforeza biatek moczu
35zt

(UPE)

4.3.1 Niespgjno $ci diagnostyczne i analityczne dotycz  gce ilo sciowego

oznaczania wolnych ta Acuchow lekkich immunoglobulin

Test ilosciowego oznaczania wolnych fancuchow lekkich w surowicy
(FLCs) technikg FreeLite® zostat wprowadzony do rutynowych oznaczen w
Szpitalu Uniwersyteckim w Krakowie w roku 2008. Doswiadczenia wlasne w
ilosciowym oznaczaniu wolnych tahcuchow lekkich immunoglobulin dowodzg
wystepowania pewnych niespéjnosci. W praktyce laboratoryjnej okazalo sie, iz
zdarzajg sie przypadki rozbieznosci wynikow ilosciowego oznaczania wolnych
tancuchow lekkich testem Freelite® (Binding Site) i innymi metodami
immunochemicznymi a takze metodami elektroforetycznymi. W miare uptywu
czasu rozbieznosci analityczne obserwowane byly takze przez innych autorow
[87, 88, 89, 90]. Znaczace niespoOjnosci dotyczgce oznaczania stezenia wolnych
tancuchow lekkich oraz stosunku stezenia wolnych tancuchow lekkich
kappa/lambda zaréwno pomiedzy metodami oraz wewnatrz samej metody
zostaly potwierdzone przez UK NEQAS (United Kingdom National External

Quality Assessment Service) [87].
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Osobng grupe niespojnosci stanowig niezgodno $ci diagnostyczne , w ktérych
jeden z elementéw sktadajgcych sie na obraz gammapatii monoklonalnej jest

niespojny z innymi.

4.3.1.1 Niespogjno sci diagnostyczne zwi gzane z ilo $ciowym oznaczaniem
wolnych ta ncuchow lekkich.
Jak juz wspomniano powyzej niespojno sci  diagnostyczne
zdefiniowano, jako takie, w ktérych jeden z elementow skiladajgcych sie na

obraz gammapatii monoklonalnej jest niespdjny z innymi.

W Tab. 10 zestawiono wyniki pacjenta ze zdiagnozowanym w 2007 roku
szpiczakiem mnogim klasy IgG, u ktérego wyniki stosunku stezenia wolnych
tancuchow lekkich kappa do lambda (FLCr) w surowicy od maja do grudnia
2009 pozostawaty w normie, jednak przez caly ten okres w rozdziatach
elektroforetycznych biatek surowicy krwi w strefie gamma widoczny byt prgzek
biatka monoklonalnego, ktéry w kazdym kolejnym rozdziale byt coraz
mocniejszy [ryc 19-22]. Rozdzialy elektroforetyczne biatek surowicy
uwidaczniajg znaczny wzrost stezenia biatka monoklonalnego w surowicy
chorego, bez zmian w poziomach wolnych tancuchéw lekkich oraz w wartosci

stosunku wolnych tancuchéw lekkich kappa do lambda w surowicy.
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Tab. 10 Zestawienie wynikéw pacjenta ze zdiagnozow  anym w 2007 r. szpiczakiem
mnogim typu IgG: ilo $ciowe oznaczenie wolnych ta nAcuchéw lekkich w surowicy wraz z
wyliczonym stosunkiem wolnych ta  ncuchow kappa do lambda oraz st ezenie biatka
monoklonalnego wyliczone technik g densytometryczn g na podstawie rozdziatu
elektroforetycznego biatek surowicy. W okr  ggtych nawiasach podano warto $ci

referencyjne dla poszczegélnych parametrow.

Stezenie biatka

Data badania KF [mg/l] LF [mg/l] FLCr monoklonalnego,
[D/IM/R] (3.3-19.4) | (5.71-26.3) | (0.26-1.65) wyliczone na

podstawie SPE [mg/l]

29/05/2009 154 111 1.39 8400
21/08/2009 13.3 11.3 1.17 12100
30/11/2009 16.7 12.3 1.35 17700
29/12/2009 22.8 16.1 1.42 16200

81




Lo L

Ryc. 19 Rozdziat elektroforetyczny Ryc. 20 Rozdziat elektroforetyczny
biatek surowicy z dnia 29. 05. 2009r. biatek surowicy z dnia 21. 08. 2009r.
z widocznym pr azkiem biatka z widocznym pr azkiem biatka
mmonoklonalnego w strefie gamma. monoklonalnego w strefie gamma.

L Lt

Ryc. 21 Rozdziat elektroforetycz ny Ryc. 22 Rozdziat elektroforetyczny
biatek surowicy z dnia 30.11. 2009r. biatek surowicy z dnia 29. 12. 2009r.
z widocznym pr gzkiem biatka z widocznym pr azkiem biatka
monoklonalnego w strefie gamma. monoklonalnego w strefie gamma.
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Inne przypadki niespdjno $ci diagnostycznej odnotowano jeszcze u 30
pacjentow. tacznie w okresie od kwietnia 2008r. do kohca grudnia 20009r.
odnotowano 40 incydentow (niektorzy pacjenci byli badani wiecej niz jeden raz)
niespojnosci wynikow ilosciowego oznaczania wolnych tancuchéw lekkich w
surowicy z wynikami rozdziatdbw elektroforetycznych biatek surowicy oraz
moczu, a takze =z wynikami immunofiksacji surowicy. We wszystkich
przypadkach wynik stosunku stezenia wolnych fancuchéw lekkich kappa do
lambda (FLCr) pozostawat w normie, natomiast przynajmniej jeden z testow
obrazowych (SPE, UPE, IFE) byt dodatni tzn. potwierdzat obecnos¢ biatka
monoklonalnego. W Tab. 11 przedstawiono w kolejnosci chronologicznej 40
incydentéw niespojno $ci diagnostycznych  wynikow ilosciowego oznaczania
wolnych tahcuchow lekkich w surowicy i wynikéw testéw elektroforetycznych
(SPE, UPE, IFE).
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Tab. 11 Niezgodne wyniki ilo $ciowego oznaczenia wolnych fa nAcuchdéw lekkich w

surowicy oraz testow obrazowych (SPE- rozdziat elek

immunofiksacja surowicy, UPE-

przedstawiono w kolejno $ci chronologicznej. Zakres warto

rozdziat elektroforet

troforetyczny biatek surowicy, IFE-

yczny bialek moczu). Wyniki

$ci referencyjnych (surowica)

dla wolnych ta ncuchéw lekkich typu kappa ( k): 3.3-19.4 mg/l; typu lambda ( A): 5.71-26.3

mg/l; rFLC ( k/A)=0.26-1.65.

Lp. Data badania AL LS FLC A rFLC Dodatnie testy obrazowe
[mg/l] [mg/l]

1 2008-04-11 11,5 9,19 1,25 SPE

2 2008-04-25 1,63 4,69 0,35 SPE, IFE

3 2008-04-25 35,5 49,6 0,72 SPE, IFE

4 2008-05-16 17,1 17,3 0,99 SPE

5 2008-05-30 7,15 20,5 0,35 SPE

6 2008-06-13 10,1 12,8 0,79 SPE

7 2008-07-25 15,5 12,9 12 SPE

8 2008-08-22 13,3 33,9 0,39 SPE

9 2008-11-14 21,6 14,8 1,45 SPE, UPE
10 2008-11-28 49,6 84,2 0,59 SPE, IFE, UPE
11 2009-02-06 16,4 11,4 1,44 SPE, IFE, UPE
12 2009-04-03 12,1 9,62 1,27 SPE, IFE, UPE
13 2009-04-17 32,5 63,3 0,51 SPE, IFE, UPE
14 2009-04-24 6,66 19,7 0,34 SPE

15 2009-04-30 571 8,58 0,67 SPE

16 2009-04-30 6,72 8,78 0,77 SPE, IFE
17 2009-04-30 23,1 27,5 0,84 SPE, IFE
18 2009-05-22 26 74,6 0,35 SPE, IFE, UPE
19 2009-05-22 23,3 17,1 1,37 SPE, IFE
20 2009-06-12 1,67 3,99 0,42 SPE

21 2009-07-17 11,1 18,3 0,61 SPE

22 2009-07-31 11,9 14,3 0,83 SPE, IFE
23 2009-07-31 19,7 24,7 0,8 SPE, IFE
24 2009-08-21 11,6 8,16 1,42 SPE, IFE
25 2009-08-28 10,5 18,9 0,55 SPE, IFE
26 2009-09-04 27,1 19,2 1,41 SPE

27 2009-09-04 30,4 42,8 0,71 SPE, IFE, UPE
28 2009-09-11 9,28 15,7 0,59 SPE, IFE
29 2009-09-18 14,3 19,2 0,75 SPE

30 2009-10-02 8,58 6,33 1,36 IFE

31 2009-10-16 6,1 11,5 0,53 SPE, IFE
32 2009-10-16 10,9 13 0,83 SPE, IFE
33 2009-10-16 10,3 8,96 1,15 SPE, IFE
34 2009-10-23 62 98,2 0,63 SPE, IFE
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35 2009-10-23 8,35 7,12 1,17 IFE
36 2009-10-23 2,18 7,93 0,28 SPE, IFE
37 2009-11-04 9,58 22,8 0,42 SPE, IFE
38 2009-11-04 13,2 18,2 0,72 SPE, IFE
39 2009-11-06 17,3 18,6 0,93 SPE, IFE
40 2009-11-25 6,67 13,2 0,505 SPE

Obserwowane niespojno $ci diagnostyczne mogg mie¢ dwie przyczyny.
Biologiczng - szpiczak mnogi jest chorobg o duzej zmiennosci, moze mieé
bardzo zr6znicowany przebieg i r6zng manifestacje kliniczng. Towarzysza temu
bardzo zréznicowane zmiany patologiczne dotyczgce profilu biatkowego. Wolne
tancuchy lekkie mogg towarzyszyé kompletnej czgsteczce immunoglobuliny
monoklonalnej, mogg by¢ jedynym fragmentem immunoglobuliny wydzielanym
przez namnazajgce sie plazmocyty (choroba tancuchow lekkich) ale moga tez
wystepowa¢ w bardzo niskim, nawet zerowym stezeniu (Szpiczak
niewydzielajgcy lub niewytwarzajgcy).

Druga przyczyna niespojno sci diagnostycznych — analityczna, moggca mieé
zwigzek z metodykg oznaczania stezenia wolnych fancuchow lekkich

immunoglobulin zostata oméwiona w dalszym rozdziale.

4.3.1.2 Niespojno sci analityczne dotycz gce ilo $ciowego oznaczania FLCs
w surowicy metod g nefelometryczn g oraz technikami
elektroforetycznymi
Niespgjnosci analityczne wystepujg wtedy, kiedy wynik ilosciowego
oznaczenia wolnych tancuchow lekkich uzyskany metodg nefelometryczng nie

zgadza sie z wynikiem uzyskanym inng metoda.

Jednym z typdw niezgodnosci analitycznych sg niepokrywajgce sie wzajemnie
wyniki ilosciowego oznaczenia wolnych tancuchéw lekkich technikg
nefelometryczng i rozdziatdw elektroforetycznych biatlek oraz immunofiksacji

surowicy.
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Na Ryc. 23 przedstawiono wynik immunofiksacji surowicy pacjenta z
rozpoznanym szpiczakiem mnogim. Na Ryc. 24 przedstawiono rozdziat

elektroforetyczny biatek surowicy tego samego pacenta.

ELP G A M K L

Ryc.23 Immunofiksacja surowicy pacjenta z widoczny  m prazkiem monoklonalnych
wolnych ta Acuchoéw lekkich typu kappa. St ezenie wolnych ta ncuchéw lekkich typu kappa

W surowicy oznaczone testem FreeLite® wyniosto 5880 mg/l.

Ryc.24 Rozdziat elektroforetyczny biatek surowicy p  acjenta bez widocznego pr azka
monoklonalnych wolnych ta  Acuchéw lekkich. St ezenie wolnych ta ncuchéw lekkich typu

kappa w surowicy oznaczone testem FreeLite® wyniost 0 5880 mg/l.
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Na wyniku immunofiksacji [Ryc.23] w obszarze gammaglobulin jest widoczny
delikatny prgzek monoklonalnych wolnych fancuchow lekkich typu kappa.
Natomiast na wyniku rozdziatu elektroforetycznego biatek surowicy [Ryc. 24] w
obszarze gammaglobulin nie ma zadnego prgzka monoklonalnych wolnych
tancuchow lekkich immunoglobulin. W odniesieniu do wyzej przedstawionych
obrazéw duzy niepokdj budzg wyniki ilosciowego oznaczenia wolnych

tancuchow lekkich w surowicy testem FreeLite® przedstawione w Tab. 12.

Tab. 12 Wyniki oznacze n immunochemicznych pacjentki z rozpoznanym szpiczak iem

mnogim wraz z zakresami warto $ci referencyjnych.

Nazwa badania Wynik badania Zakres referencyjny
FLC kappa 5880,0 mg/l 3,30-19,4
FLC lambda 11,70 mg/l 5,71-26,30
FLCr kappa/lambda 502,56 0,26-1,65
tancuchy lekkie kappa 2420 mg/l 1700-3700
tancuchy lekkie lambda | 1020 mg/I 900-2100
Kappa/lambda 2,37 1,35-2,65

Przedstawione w wyniki sg niespojne z wynikiem elektroforezy biatek i
immunofiksacji surowicy. Widoczny w immunofiksacji prgzek monoklonalnych
wolnych fancuchéw lekkich w zadnym wypadku nie odpowiada 6 g biatka.
Zwraca rowniez uwage niezgodnos¢ pomiedzy ilosciowym oznaczeniem
wolnych tancuchéw lekkich (FLC) a ilosciowym oznaczeniem catkowitych
tancuchow lekkich (TLC) w surowicy pacjenta. Wolne tancuchy lekkie (FLC)
stanowig bowiem tylko czes¢ catkowitych tancuchéw lekkich (TLC), jednak w
tym przypadku stezenie FLC jest ponad dwukrotnie wyzsze od stezenia

catkowitych tancuchoéw lekkich.

87



Zalezno$¢ pomiedzy wynikami ilosciowego oznaczania immunoglobuliny
monoklonalnej metodg elektroforezy  bialek  surowicy i technikg
immunonefelometryczng zostata zbadana przez Murray'a i wsp. [91].
Zauwazono systematyczne réznice w ilosciowym oznaczaniu immunoglobuliny
typu IgM i IgG metodg rozdziatu elektroforetycznego biatek surowicy oraz
metodg nefelometryczng. W przypadku immunoglobulin monoklonalnych klas
IgM zauwazono tendencje do zawyzania wyniku metodg nefelometryczna.
Wspomniane badanie dotyczgce kompletnej czasteczki immunoglobuliny,
wskazuje na to, ze nie bez znaczenia wydaje sie by¢ monoklonalny charakter
oznaczanego biatka. Ponadto potwierdza brak spéjnosci wynikow otrzymanych

réznymi metodami.

4.3.1.3 Niespojno sci analityczne dotycz gce ilo $ciowego oznaczania FLCs
W surowicy oraz ilo $ciowego oznaczania catkowitych ta  Acuchow
lekkich w surowicy
Niespgjnosci analityczne wystepujg wtedy, kiedy wynik ilosciowego
oznaczenia wolnych tancuchow lekkich uzyskany metodg nefelometryczng nie
zgadza sie z wynikiem uzyskanym inng metoda.

Drugim z typow niespojnosci analitycznej pomiedzy metodami, jakim
objete jest ilosciowe oznaczanie wolnych tancuchow lekkich w surowicy jest
brak zgodnosci pomiedzy stezeniem wolnych fancuchow lekkich (FLC-free light
chains) w surowicy i stezeniem catkowitych tancuchéw lekkich (TLC-total light

chains) w surowicy.

W tescie FreelLite® (ilosciowe oznaczanie wolnych tahcuchoéw lekkich
kappa oraz lambda) wykorzystuje sie poliklonalne przeciwciata reagujace
wytgcznie z epitopami, ktére sg odstoniete tylko wtedy, gdy tancuchy lekkie
wystepujg w formie wolnej. Epitopy te sg schowane, podczas gdy tancuchy
lekkie sg potgczone =z tancuchami ciezkimi (kompletna czasteczka

immunoglobuliny).
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W tescie ilosciowego oznaczania catkowitych tancuchéw lekkich kappa
oraz lambda wykrywane sg zaréwno tancuchy lekkie wolne jak te zwigzane z
tancuchami ciezkimi. Dlatego tez poziom wolnych tancuchoéw lekkich nie
powinien przewyzsza¢ poziomu tancuchow catkowitych, poniewaz fahncuchy

wolne stanowig tylko czes¢ tancuchow catkowitych.

Badajgc niespdjnosci analityczne poroéwnywano wyniki ilosciowego
oznaczenia wolnych tancuchoéw lekkich (FLC) w surowicy testem FreelLite® z
wynikami ilosciowego oznaczenia catkowitych tancuchow lekkich (TLC)
(Siemens) w surowicy. Badano surowice pacjentdw z rozpoznanym

Szpiczakiem mnogim.

Analizujgc otrzymane wyniki zaobserwowano, ze niejednokrotnie poziom
wolnych tancuchéw lekkich (FLC) typu kappa lub lambda zmierzony testem
FreeLite® byt kilkakrotnie (nawet 10 razy) wyzszy od poziomu catkowitych

tancuchow lekkich (TLC) zmierzonego metodg nefelometryczng (Siemens).

W Tab. 13 przedstawiono 12 niespojnych wynikow ilosciowego oznaczania
wolnych tancuchow lekkich (FLC) typu kappa z wynikami ilosciowego
oznaczania catkowitych tancuchoéw lekkich (TLC) typu kappa w surowicy

wybranych pacjentow z rozpoznanym szpiczakiem mnogim.

89



Tab. 13 Niespdjne wyniki ilo $ciowego oznaczania wolnych ta ncuchéw lekkich typu

kappa z wynikami ilo $ciowego oznaczania catkowitych ta

surowicy. St ezenia wolnych i catkowitych ta nAcuchéw lekkich w surowicy wyra
mg/l. W czwartej kolumnie wyliczono stosunek st

typu kappa do st ezenia wolnych ta ncuchéw lekkich typu kappa, ktérego warto

powinna by ¢ < 1.

ncuchéw lekkich typu kappa w

ezenia catkowitych ta ncuchéw lekkich

Lp. TLC kappa FLC kappa
TLC/FLC
[mg/l] [mg/l]
1 3660 10800 0,34
2 2970 3860 0,77
3 11600 12700 0,91
4 2540 8580 0,29
5 1440 4300 0,33
6 926 3120 0,29
7 1100 3400 0,32
8 2570 10900 0,23
9 1690 5150 0,33
10 14500 99500 0,14
11 4450 22600 0,19
12 4220 11300 0,37

Jak wida¢ w Tab. 13 tylko w dwéch przypadkach wyniki ilosciowego oznaczania

catkowitych i wolnych tancuchéw lekkich w surowicy byly poréwnywalne. W

przypadku oznaczonym numerem 3 stezenie wolnych tancuchow lekkich

przewyzszato stezenie catkowitych tancuchéw lekkich o 10%, a stosunek tych

stezen wynosit 0,91. W przypadku oznaczonym nr 2 stezenie wolnych

lancuchow lekkich przewyzszalo stezenie catkowitych fancuchow lekkich o
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30%, a stosunek tych stezen wynosit 0,77. W 50% przypadkéw poziom wolnych
lancuchow lekkich typu kappa 3-krotnie przewyzsza poziom catkowitych
tancuchow lekkich typu kappa ( nr 1, 4, 5, 6, 7, 9, 12). W 33% przypadkow
poziom FLC typu kappa przewyzsza poziom TLC typu kappa ponad 4-krotnie (
nr 8, 10, 11).

W Tab. 14 przedstawiono 7 niespéjnych wynikow ilosciowego oznaczania
wolnych tancuchow lekkich (FLC) typu lambda z poziomem catkowitych
tancuchow lekkich (TLC) typu lambda w surowicy wybranych pacjentow z

rozpoznanym szpiczakiem mnogim.

Tab. 14 Niespdjne wyniki ilo sciowego oznaczania wolnych ta ncuchéw lekkich typu
lambda z wynikami ilo $ciowego oznaczania catkowitych ta Acuchow lekkich typu lambda
w surowicy. Poziomy ta ncuchéw wyra zono w mg/l. W czwartej kolumnie wyliczono

stosunek st ezenia catkowitych ta nAcuchdéw lekkich typu lambda do st ezenia wolnych

tancuchéw lekkich typu lambda, ktérego warto  $€ nie powinna by ¢ <1.

Lp. TLC lambda FLC lambda
TLC/FLC
[mg/l] [mg/l]
1 2320 8470 0,27
2 2060 11700 0,17
3 2010 5170 0,39
4 3410 8620 0,39
5 2150 9290 0,23
6 1115 2610 0,43
7 9530 40100 0,24
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Jak wida¢ w Tab. 14 kazda zestawiona para wynikéw ilosciowego oznaczania
catkowitych oraz wolnych fancuchéw lekkich typu lambda w surowicy
charakteryzuje sie brakiem spojnosci analitycznej. Poziom wolnych tahcuchéw
lekkich typu lambda przewyzsza poziom tancuchéw catkowitych typu lambda od

2.5 do ponad 5 razy.

W przypadku oznaczania stezenia wolnych tahcuchow lekkich w surowicy bez
rbwnoczesnej oceny poziomu catkowitych tahcuchéw lekkich, znaczne
zawyzenie wynikdw poziomu wolnych fancuchéw lekkich moze nie zostac
wychwycone ani przez pracownika laboratorium ani przez lekarza zlecajgcego

badanie, co z kolei spowoduje btad interpretacji wynikow laboratoryjnych.

4.3.1.4 Niespojno $ci analityczne dotycz 3ace ilo $ciowego oznaczania FLCs
w moczu oraz ilo $ciowego oznaczania catkowitych ta  ncuchow

lekkich w moczu

Do analizy niespdjnosci wynikdéw ilosciowego oznaczania catkowitych
oraz wolnych tancuchow lekkich wybrano mocze pacjentéw, u ktérych na
podstawie rozdziatow elektroforetycznych biatek moczu stwierdzono, iz wolne
lancuchy lekkie stanowig gtdwng czes¢ biatlek moczu. Uzyskano w ten sposéb
materiat naturalnie ,,oczyszczony”, pozbawiony wielu bialek, ktére znajdujg sie
w surowicy. Dzieki temu mozliwe byto nie tylko poréwnanie ze sobg wynikow
ilosciowych oznaczen wolnych i catkowitych tancuchéw lekkich w moczu, ale
takze odniesienie wynikow stezenia wolnych i catkowitych tancuchéw lekkich w
moczu do poziomu biatka catkowitego w moczu oznaczonego metodg
Bradforda.

W Tab. 15 przedstawiono uzyskane niespojnosci analityczne wynikow
ilosciowego oznaczenia wolnych tancuchow lekkich (FLC) typu kappa lub
lambda z wynikami iloSciowego oznaczenia catkowitych tancuchow lekkich
(TLC) typu kappa lub lambda w moczu. Wyniki te zestawiono z wartosciami

stezenia biatka catkowitego w moczu oznaczonego metodg Bradforda.
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Tab. 15 Wyniki niespdjnych analitycznie ilo  $ciowych oznacze n w moczu: poziomow
catkowitych oraz wolnych ta ncuchéw lekkich typu kappa lub lambda oraz st  ezenia biatka

catkowitego w moczu oznaczonego metod g Bradforda.

Catkowite Wolne ta ncuch . .
Lp. | tahcuchy lekkie ekkie (FLC) || Bialko calkowite
(TLC) [mg/I] [mg/l] el

1 6270 67500 12000
2 1700 17700 1869
3 1270 12400 2375
4 1050 1400 3856
5 19 123 204
6 532 938 1107
7 1410 5110 5332
8 269 1070 1274
9 4960 11800 3913
10 2720 13900 3729
11 1060 6720 7445
12 941 5000 798
13 1230 6880 2135
14 08 286 145
15 116 660 386
16 37 94 182
17 289 1380 2034

W 30% przypadkéw (nr 10, 12, 13, 15, 17) poziom wolnych tancuchéw lekkich
w moczu 5-krotnie przewyzsza poziom catkowitych tancuchow lekkich w moczu.
W 23% przypadkow (nr 7, 8, 14, 16) poziom wolnych tancuchéw lekkich w
moczu 3-krotnie przewyzsza poziom catkowitych tancuchéw lekkich w moczu.
W 18% przypadkow (nr 1, 2, 3) poziom wolnych tahcuchéw lekkich w moczu 10-
krotnie przewyzsza poziom catkowitych tancuchéw lekkich w moczu oraz
znacznie przewyzsza poziom biatka catkowitego w moczu. Podobnie w 18%
przypadkow (nr 4, 6, 9) poziom wolnych tancuchow lekkich w moczu 2-krotnie
przewyzsza poziom catkowitych tancuchow lekkich w moczu. W 12%
przypadkow (nr 5, 11) poziom wolnych fancuchow lekkich w moczu 6-krotnie

przewyzsza poziom catkowitych tancuchow lekkich w moczu.
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W ponad 50% procentach przypadkow stezenie wolnych fancuchow lekkich
(FLC) w moczu jest nie tylko znacznie wyzsze od stezenia catkowitych lekkich
(TLC) w moczu, ale réwniez przewyzsza stezenie biatka catkowitego w moczu.
Wyniki stezenia biatka catkowitego w moczu sg spéjne w wynikami stezenia
calkowitych tancuchéw lekkich (TLC) w moczu rowniez w ponad 50%
przypadkow.

4.3.1.5 Analiza wzajemnej zale znosci st ezen poliklonalnych catkowitych

oraz wolnych ta Acuchow lekkich w moczu.

tancuchy lekkie immunoglobulin zaréwno catkowite jak i wolne sg
zawsze oznaczane tandemowo w obydwu wystepujgcych klasach (kappa oraz
lambda).

U pacjentdow z zaburzeniami o charakterze gammapatii monoklonalnej tylko
jeden typ tancuchéw lekkich ma charakter monoklonalny (bardzo rzadko biatko
monoklonalne ma charakter biklonalny, czyli obejmuje zaréwno tahcuchy typu
kappa jak lambda). Drugi typ tancuchow bez cech monoklonalnych ma
charakter poliklonalny. Postanowiono wykorzysta¢ ten fakt i sprawdzi¢, czy
niespéjnosci analityczne pomiedzy poziomem catkowitych i wolnych tancuchéw

lekkich immunoglobulin mogg by¢ zwigzane z ich charakterem monoklonalnym.

Do analizy wzajemnej zaleznosci stezen poliklonalnych catkowitych i
wolnych tancuchoéw lekkich immunoglobulin wybrano mocze pacjentow, u
ktérych na podstawie rozdziatéw elektroforetycznych biatek moczu stwierdzono,

iz wolne tancuchy lekkie stanowig gtéwng czes¢ biatek moczu.

Dokonano analizy wynikéw uzyskanych od 19 pacjentow, u ktérych
wstepnie ustalono klonalnos¢ fancuchéw lekkich. Podstawg do ustalenia
klonalnosci wolnych fancuchéw lekkich immunoglobulin byta historia choroby

pacjenta oraz wynik immunofiksacji surowicy.

Frakcja poliklonalna u 8 pacjentdw obejmowata tancuchy lekkie typu kappa,

natomiast u 11 pacjentéw obejmowata tancuchy lekkie typu lambda.
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Analizowano regresje 1 korelacje pomiedzy stezeniem poliklonalnych
calkowitych tancuchéw lekkich (TLC) typu kappa i lambda a stezeniem

poliklonalnych wolnych tancuchéw lekkich (FLC) typu kappa i lambda w moczu.

Na Ryc.25 zestawiono stezenia poliklonalnych catkowitych i wolnych tancuchow
lekkich typu kappa i lambda w moczu.
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® TLC typu lambda vs FLC typu lambda
— prosta regresji o wzorze y=0.88x+7.6
Ryc.25 Wyniki ilo $ciowego oznaczenia poliklonalnych catkowitych i wol nych ta ncuchéw

lekkich w moczu pacjentéw, u ktérych wolne ta  ncuchy lekkie stanowity gtbwn g czesé¢
biatek moczu.

Wspotczynnik regresji prostej obrazujgcej zaleznos¢ stezen poliklonalnych
calkowitych i wolnych tancuchéw lekkich w moczu wynosit 0.88. Kwadrat
wsp6tczynnika korelacji(r?) wynosit 0.14.
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4.3.2 Niespgjno $ci diagnostyczne i analityczne dotycz  gce ilo sciowego
oznaczania wolnych ta nAcuchéw lekkich immunoglobulin — dyskusja
wynikow

Immunochemiczny test lateksowy pozwalajgcy na ilosciowe oznaczanie
wolnych fahcuchow lekkich immunoglobulin zostat skomercjalizowany w roku

2001. W poczatkowym okresie byt uzywany wylgcznie jako narzedzie

wspierajgce diagnostyke gammapatii monoklonalnych. Szybko jednak okazato

sie, ze oznaczanie wolnych tancuchow lekkich moze byé uzyteczne w innych
jednostkach chorobowych. Opisano uzytecznos¢ oznaczania wolnych

tancuchow lekkich immunoglobulin (FLCs) w ptynie mdzgowo - rdzeniowym w

diagnostyce chtoniakéw centralnego uktadu nerwowego [92] oraz stwardnienia

rozsianego [93, 94]. Prowadzone sg badania nad oznaczaniem stezenia FLCs

w przewlektej biataczce limfocytowej (CLL) i chtoniakach nieziarniczych [95].

Wykazano rowniez podwyzszony poziom wolnych tfancuchow lekkich

immunoglobulin (kappa oraz lambda) u dzieci z ciezkimi postaciami atopowego

zapalenia skory [96].

Rownoczesnie test ilosciowego oznaczania wolnych tancuchéw lekkich
okazal sie by¢ bardzo uzyteczny w diagnozowaniu i monitorowaniu choréb
powigzanych z  klonalnym  rozrostem plazmocytow. Badanie to
zrewolucjonizowato mozliwosci rozpoznawania i oceny leczenia u chorych na
szpiczaka mnogiego [23, 97]. FLCs (wolne tancuchy lekkie) sg homogenng
populacjg tancuchow lekkich immunoglobulin kappa i lambda, produkowanych
przez plazmocyty [98]. Wedlug Bradwella [41] oznaczanie stezenia wolnych
tancuchow lekkich zaréwno u chorych swiezo zdiagnozowanych, jak i w celu
oceny odpowiedzi na leczenie lub progresji choroby, moze byc¢ krokiem
milowym w leczeniu dyskrazji plazmocytowych. Podobnie jak przelomem w
leczeniu cukrzycy okazato sie wprowadzenie oznaczen glukozy we krwi w

miejsce wczesniej stosowanych analiz moczu.

Juz w roku 1982 przy uzyciu kolumny chromatograficznej oddzielono wolne
lancuchy lekkie od ftancuchéw zwigzanych i wykazano, ze wystepujg u 86%
chorych na szpiczaka mnogiego [99]. 25 lat pdzniej stwierdzono obecnosc

wolnych tancuchéw lekkich u 95% sposrod 576 chorych na szpiczaka mnogiego
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ze swiezym rozpoznaniem [82]. W innym badaniu wykazano nieprawidiowy
stosunek stezen wolnych fancuchow lekkich kappa/lambda (FLCr) u 96%

chorych przed leczeniem [100].

Dowiedziono, ze ilosciowe oznaczanie wolnych tancuchow lekkich testem
Freelite® jest uzytecznym narzedziem diagnostycznym w wykrywaniu
gammapatii monoklonalnych przebiegajgcych z produkcjg wolnych tancuchow
lekkich. llosciowe oznaczanie wolnych tancuchoéw lekkich jest uzyteczne w
diagnostyce i monitorowaniu szpiczaka niewydzielajgcego, amyloidozy i
choroby tancuchoéw lekkich [23, 101, 102, 103]. Oznaczanie stosunku stezen
wolnych tancuchéw lekkich (FLCr) k/A ma istotne znaczenie prognostyczne w
przebiegu gammapatii monoklonalnej o nieustalonym znaczeniu (MGUS),

szpiczaku odosobnionym i szpiczaku bezobjawowym [2, 81, 85].

Wedlug Hutchinsona i wsp. [104] oznaczanie stezenia wolnych
tancuchow lekkich immunoglobulin odgrywa wazng role w diagnostyce
niewydolnosci nerek u chorych na dyskrazje plazmocytowe. W szczegodlnosci
wyliczanie stosunku stezen wolnych tancuchow lekkich kappa/lambda (FLCr).
Wykazano uzytecznos¢ niinwazyjnego w poréwnaniu z biopsjg nerki
oznaczania stosunku stezenia wolnych tancuchow lekkich k/A w diagnostyce
réznicowej zaburzenia funkcji nerek [105]. Niewydolnos¢ nerek zwigzana z
uszkodzeniem kanalikbw nerkowych i tworzeniem wateczkoéw zbudowanych z
biatka Tamma-Horswalla i tancuchow lekkich immunoglobulin jest czestg
komplikacjg szpiczaka. Zaburzenia funkcji nerek mogg przebiegac jako ostra
lub przewlekta niewydolno$¢ nerek, zespdt nerczycowy, nienerczycowa
proteinuria lub dysfunkcja kanalikow nerkowych [106]. Stezenie kreatyniny w
surowicy w momencie rozpoznania przekracza 2 mg/dl az u 20-50% chorych. Z
tego 2-3% wymaga leczenia dializami, a u 9% diagnoza zostaje potwierdzona w
czasie przewlekltej dializoterapi [107, 108, 109]. Opracowywane sg nowe
moduty dializacyjne 0 podwyzszone] przepuszalnosci dla biatek
drobnoczagsteczkowych, ktére pozwalajg na uratowanie zdolnosci filtracyjnej
nerek. Ocena stezen wolnych fancuchéw lekkich kappa oraz lambda pozwala
na ocene skutecznosci takiej dializoterapii [110]. Zaczely sie réwniez pojawiaé
informacje, wedtug ktérych u chorych z ostrym uszkodzeniem nerek zwigzanym
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z przebiegiem szpiczaka spadek stezenia wolnych tancuchéw lekkich w
surowicy wskutek zastosowanej chemioterapii wraz z zastosowaniem
nowoczesnej dializoterapii moze prowadzi¢ do przywrdcenia prawidtowej funkcji
nerek [111].

Roshini i wsp. [112] wysuneli hipoteze, ze ilosciowe oznaczanie wolnych
tancuchow lekkich w surowicy metodg nefelometryczng na skali logarytmicznej
wykazuje liniowg korelacje ze zmianami w wydzielaniu wolnych tancuchow
lekkich do moczu. W zwigzku z tym oznaczanie stezenia FLCs w surowicy
moglyby stanowic logiczng i realng alternatywe dla monitorowania pacjentow z
chorobg tancuchéw lekkich na podstawie badania 24-godzinnej zbiérki moczu.
Byiby to dodatkowy atut coraz bardziej rozpowszechnionego testu FreeLite®.

W ostatnich latach pojawiajg sie coraz liczniejsze doniesienia $wiadczace o
istnieniu  pewnych ograniczen metody iloSciowego oznaczania wolnych
tancuchow lekkich immunoglobulin - brak liniowosci, podatno$¢ na efekt
nadmiaru antygenu [26, 27, 28]. Pewng niedogodnos$cig jest rowniez fakt, ze jak
do tej pory test wytwarzany byt przez jednego producenta. W miare coraz
szerszego stosowania testu FreeLite® pojawia sie coraz wiecej doniesien o
zawyzaniu i zanizaniu wynikéw ilosciowego oznaczania wolnych fahcuchéw
lekkich testem FreelLite®, a takze braku liniowosci podczas rozciehczania
prébki [87, 88, 89, 90]. W swietle licznych doniesien o ograniczeniach techniki
Freelite® niezbedne wydaje sie przeprowadzenie badan prospektywnych, aby
mozna bylo dokladniej okresli¢ role ilosciowego oznaczenia FLCs w
diagnostyce i monitorowaniu zaburzen o charakterze gammapatii

monoklonalnych [113].

Wedlug Davis'a i wsp. [114] mozna unikngé potencjalnych ograniczeh w
precyzji testu FreeLite® zapewniajgc doswiadczony personel oraz dbajgc o
sprzet laboratoryjny, a przede wszystkim poswiecajgc szczeg6lng uwage na

prawidtowe przeprowadzanie technik laboratoryjnych (stabilnos¢ odczynnikéw).

lloSciowe oznaczanie monoklonalnych wolnych tancuchdéw lekkich w
surowicy technikg immunochemiczng jest skomplikowane. Kalibracja jest
wykonywana na fancuchach poliklonalnych, ktére mogg sie roézni¢ swoimi
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whasciwosciami od tancuchoéw monoklonalnych. W pracy z 2007 roku Tate i
wsp. [115] zamiast analizowac¢ srodowisko reakcji zwrécili szczegblng uwage na
charakter wolnych tancuchow lekkich uczestniczacych w reakcji. Porownanie
wynikéw uzyskanych z prébek zawierajgcych tylko monoklonalne lub tylko
poliklonalne wolne fancuchy lekkie wykazato znaczne zréznicowanie wynikéw
po rozcienczeniu probek. Liniowos¢ po rozcienczeniu byla znacznie lepsza w

przypadku tancuchow poliklonalnych, na ktérych metoda jest kalibrowana.

Skomplikowanie testu FreelLite® pogtebia réwniez fakt, ze zakres wartosci
referencyjnych dla stezenia wolnych tancuchow lekkich jest stosunkowo
szeroki. Natomiast epitopy znajdujgce sie na monoklonalnych wolnych
tancuchach lekkich moga sie miedzy sobg réznic [87].

We wspomnianej juz pracy z 2007 roku Tate i wsp. [115] wykazali duzg
zmiennos¢ w reaktywnosci réznych partii odczynnikbw stosowanych w tescie
FreeLite®. Oznacza to, trudnos¢ interpretacji wynikOw pacjenta
monitorowanego przez kilka lat ze wzgledu na nieuchronne zastosowanie kilku
réznych partii odczynnika (o r6znej reaktywnosci). Ponadto opisano przypadek
70-letniego pacjenta z chorobg tancuchow lekkich typu kappa, u ktérego
monoklonalne wolne fancuchy lekkie byly catkowicie niereaktywne
(przeprowadzono oznaczenia stosujgc kilka réznych partii  przeciwciat
skierowanych przeciwko antygenom znajdujgcym sie na wolnych tancuchach
lekkich). Przyczyna niereaktywnosci nie zostata wyjasniona, jednak jasno
wskazuje na fakt, iz poliklonalne przeciwciala mogg nie rozpoznawac
wszystkich wolnych fancuchéw lekkich (monoklonalnych czy tez poliklonalnych)

ze wzgledu na swojg strukturalng réznorodnos¢ [115].

Jak juz wspomniano oceniajgc test FreelLite® nalezy zwroci¢ szczegolng
uwage na efekt nadmiaru antygenu, ktéry powoduje fatlszywe zanizenie
wynikow. Bosmann i wsp. [116] wykazali efekt nadmiaru antygenu w 2,2%
analizowanych przypadkéw (n=91) ilosciowego oznaczania wolnych fancuchéw

lekkich testem FreeLite® przy uzyciu platformy BN Il (Siemens).

Murata i wsp. [117] wykazali efekt nadmiaru antygenu podczas ilosciowego
oznaczania wolnych tahcuchow lekkich typu kappa w 0,12% analizowanych
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przypadkow (n=7538) oraz brak efektu nadmiaru antygenu podczas ilosciowego
oznaczania wolnych tancuchow lekkich typu lambda.

W pracy z 2011 roku autorstwa Vercammena i wsp. [87] oznaczano stezenie
wolnych tancuchow lekkich w surowicy metodg FreeLite® na platformie BN Il
(Siemens). Vercammen i wsp. [87] zwrocili szczegblng uwage na niespéjnosci
wynikow uzyskanych z kolejnych rozcienczen surowicy oraz na efekt nadmiaru
antygenu. Kazda probka surowicy byta oznaczana w 100- oraz 2000-krotnym
rozcienczeniu. Niektére probki dodatkowo rozcienczano 20-, 400-, 800- lub
40000-razy. Vercammen i wsp. [87] wykazali ponad 2-krotne zawyzenie
wynikow oraz brak spéjnosci pomiedzy 100- i 2000-krotnym rozcienczeniem w
procedurze ilosciowego oznaczania wolnych tancuchow lekkich typu kappa u
12,7% pacjentow oraz w procedurze ilosciowego oznaczania wolnych
tancuchow lekkich typu lambda u 3,1% pacjentow.

Przedstawione w niniejszej pracy wyniki dotyczagce  problemow
metodologicznych zwigzanych z oznaczaniem wolnych tancuchow lekkich sg
zgodne z opublikownymi ostatno rezultatami prac innych osrodkéw. Ponadto
przeprowadzajgc porownanie ilosciowego oznaczania wolnych fancuchow
lekkich (FLCs) testem FreelLite® z ilosciowym oznaczaniem catkowitych
tancuchow lekkich (TLC) wniesiono spojne informacje uzupetniajgce. Uzyskane
wyniki ilosciowego oznaczania wolnych tancuchéw lekkich testem FreelLite®
byly zawyzone. W 50% analizowanych przypadkow poziom wolnych tancuchow
lekkich (FLC) typu kappa 3-krotnie przewyzszat poziom catkowitych tancuchow
lekkich (TLC) typu kappa. Podobnie byto w przypadku tancuchéw lekkich typu
lambda. Poziom wolnych tancuchow lekkich (FLC) typu lambda przewyzszat

poziom tancuchéw catkowitych (TLC) typu lambda od 2.5 do ponad 5 razy.

Wykorzystujgc mocze pacjentow, u ktérych stwierdzono wolne tancuchy lekkie,
jako gtdwng komponente biatkowg dodatkowo potwierdzono znaczne
zawyzanie wynikow stezenia wolnych tahcuchow lekkich technikg FreeLite®,
poroéwnujgc wyniki stezenia wolnych tancuchéw lekkich z biatkiem catkowitym
oznaczonym metodg Bradforda. Stezenie biatka catkowitego w moczu byto w
ponad 50% analizowanych przypadkow nizsze od stezenia wolnych tancuchow
lekkich w moczu. Podobnie w pracy z 2003 roku Tate i wsp. [89] zauwazyli, ze
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stezenie wolnych tancuchéw lekkich w moczu oznaczone testem FreeLite®

niejednokrotnie przewyzszato stezenie biatka catkowitego w moczu.

Znaczace niespojnosci dotyczgce oznaczania stezenia wolnych
lancuchéw lekkich oraz stosunku stezenia wolnych tancuchow lekkich
kappa/lambda zarowno pomiedzy metodami oraz wewnatrz samej metody
zostaty potwierdzone przez UK NEQAS (United Kingdom National External
Quality Assessment Service) [87]. W ramach pracy NEQAS oznaczono
stezenie wolnych tancuchéw lekkich w surowicach pacjentow chorych na
szpiczaka mnogiego na kilku réznych platformach. Uzyskane wyniki byty bardzo
zroznicowane. Przykladowo stezenie wolnych tancuchow lekkich typu kappa w
surowicy pacjenta ze zdiagnozowanym szpiczakiem mnogim klasy IgA kappa
oznaczane na najczesciej uzywanej platformie BNIl - Siemens wahato sie od
1.1 mg/l do 1710.0 mg/l, przy wartosci sredniej réwnej 628.15mg/l oraz
wyliczonym wysokim wspotczynniku zmiennosci rownym 81.05%. Analogicznie
stezenie wolnych fancuchéw lekkich typu kappa oznaczone u tego samego
pacjenta na platformie Roche wahato sie w granicach 23.5 mg/l - 945.7 mg/l
(wartosc¢ srednia wynosita 437.5 mg/l, CV=94.91%), za$ na platformie Beckman
wyniki ilosciowego oznaczania FLCs wahaty sie od 9.8 mg/l do 1143 mg/I
(wartos$¢ Srednia wynosita 567.64 mg/l, CV= 60.12%). Tak wysokie rdznice
znacznie odbiegajg od wartosci precyzji oczekiwanych dla testéw powszechnie
stosowanych w diagnostyce laboratoryjnej. Rozrzut wynikow w zakresie 1- 1000

mg/l powoduje utrate wiarygodnosci wyniku.

Producent testu FreeLite® - firma Binding Site, zdefiniowata problem nadmiaru
antygenu jako warunki, w ktorych niespéjnosci wynikow uzyskanych z r6znych
rozcienczen sg zréznicowane co najmniej 4-krotnie [118]. Takie zdefiniowanie
problemu znowu znaczgco odbiega od standardéw powszechnie przyjetych w
diagnostyce laboratoryjnej. Prowadzi do niespdjnosci wynikéw FLCr
uzyskanych dla réznych rozcienczen. Takie podej$cie producenta testu do
niespojnosci wynikébw prowadzi do sytuacji, w ktorej diagnosta laboratoryjny
moze otrzymac wyniki stosunku wolnych tancuchow lekkich (FLCr), ktore réznig

sie miedzy sobg wielokrotnie. Nie ma réwnoczesnie opracowanego algorytmu
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walidacji otrzymanych rozbieznosci. Niespojne wyniki ograniczajg uzytecznosé

testu, jako narzedzia do monitorowania procesu leczenia lub choroby.

Potwierdzono, ze zmiany stezenia wolnych tancuchow lekkich mniejsze niz 50%
wartosci wyjsciowej nie powinny stanowi¢ potwierdzenia ani remisji ani progresji
choroby [100, 119]. Nalezatoby jednak zbada¢ znaczenie kliniczne 2- i 4-
krotnych roznic stezenia FLC pomiedzy réznymi rozcienczeniami na innym

etapie patologii (rozpoznanie, dalsze monitorowanie).

W przebiegu gammapatii monoklonalnych stezenia wolnych tancuchow
lekkich immunoglobulin moga sie wahac¢ w bardzo szerokim zakresie stezen (od
jednego do kilkudziesieciu tysiecy mg/l). Stwarza to dodatkowe problemy

analityczne zwigzane ze wstepnym rozcienczeniem probki.

Vercammen i wsp.[87] w swojej pracy potwierdzili niezdolno$¢ wykrycia
efektu nadmiaru antygenu na najczesciej uzywanej platformie BNIl (Siemens)
przy standardowym rozcienczeniu 1:100. Ujawnili réwniez istotne problemy
zZwigzane z rozcienczaniem probek w procedurze ilosciowego oznaczania

wolnych tancuchoéw lekkich (brak liniowo$ci).

W publikacjach rekomendujgcych uzytecznosé stosunku stezen wolnych
tancuchow lekkich kappa/lambda (FLCr) w diagnostyce, monitorowaniu i
prognozowaniu szpiczaka mnogiego i choréb pokrewnych zazwyczaj nie
zamieszcza sie informacji na temat strategii rozcienczania (jakie rozcienczenie
dla jakiego zakresu stezen) stosowanej w danym laboratorium. Na niektore
platformy analityczne (Roche Cobas Integra® oraz SPAPlus™) obstugujace
test ilosciowego oznaczania wolnych tancuchéw lekkich FreeLite® zostat
opracowany skuteczny system wykrywania nadmiaru antygenu. W przypadku
najczesciej uzywanego nefelometru BNII taki system jest nadal w fazie badan
[120].

W odpowiedzi na liczne doniesienia 0 nadmiarze antygenu producent testu
FreeLite® - The Binding Site wprowadzit do instrukcji testu nowe zalecenia,
ktore powinny zmniejszy¢ podatnos¢ testu na zakidcenia powodowane przez

nadmiar antygenu. Zaleca sie powtdrne oznaczanie przy wiekszym
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rozcienczeniu stezenia wolnych tancuchéw lekkich we wszystkich surowicach,
w ktorych oznaczone stezenie FLC byto nieprawidtowe [25]. Natomiast w
przypadkach, w ktérych zawartos¢ biatka monoklonalnego (kompletnej
czgsteczki immunoglobuliny) da sie okresli¢ ilosciowo, oznaczanie wolnych
tancuchow lekkich w celu monitorowania nie jest konieczne i nie jest zalecane,
CO zmniejsza znaczenie problemu braku liniowosci [54]. Problem
komplementarnosci oznaczania wolnych fancuchéw lekkich z innymi
parametrami biatkowymi oraz zagadnienia zwigzane 2z uzytecznoscig
stosowania testu FreeLite® sg dalej przedmiotem intensywnych badan. Nie
okreslono do tej pory potencjalnej roli iloSciowego oznaczania wolnych
tancuchow lekkich w celu oceny odpowiedzi na leczenie u pacjentow, u ktorych
nowotworowo zmienione plazmocyty produkujg wylgcznie kompletng
czgsteczke immunoglobuliny. W opublikowanej niedawno pracy na tamach
Hematological Oncology [121], podniesiono temat uzytecznosci ilosciowego
oznaczania wolnych tancuchow lekkich w surowicy pacjentéw, u ktorych
technikg immunofiksacji wykryto kompletng czasteczke immunoglobuliny
monoklonalnej. We wspomnianej pracy [121] poréwnano wyniki stezenia
wolnych tancuchéw lekkich oraz wyniki oznaczania biatka monoklonalnego
(kompletna czgsteczka immunoglobuliny) jako potencjalne zmienne odpowiedzi
u nowo zdiagnozowanych pacjentow ze  szpiczakiem  mnogim,
rozpoczynajgcych leczenie wedlug nowych standardow. Na podstawie
otrzymanych wynikéw potwierdzono zasadnos¢ oznaczania stezenia wolnych
tancuchow lekkich w surowicy w celu oceny odpowiedzi na leczenie u
pacjentow, u ktorych wykryto kompletng czasteczke immunoglobuliny [121].
Ponadto krotki czas pottrwania FLCs w surowicy pozwala na wczesniejszg
ocene wynikbw leczenia, niz przy pomocy badania petnej czasteczki

monoklonalnej immunoglobuliny.

Biatko Bence-Jonesa jest jednym z gtdwnych markerow pozwalajgcych
na wykrycie gammapatii monoklonalnych, poniewaz u 10-20% pacjentéw z tego
typu zaburzeniami biatko monoklonalne stanowig wolne fahcuchy lekkie
immunoglobulin. W  przeciwienstwie do monoklonalnych kompletnych

czgsteczek immunoglobulin, biatko Bence-Jonesa fatwiej jest wychwyci¢ w
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moczu niz w surowicy. Jest to zwigzane z faktem, iz wolne tancuchy lekkie sg z
tatwoscig wydzielane do moczu. Wolne fancuchy lekkie szybko opuszczajg
krew, dzieki filtracji nerkowej. Mogg wiec by¢ tatwo wykrywane w moczu
technikami elektroforetycznymi, czesto mozna je jednak takze wykry¢é w

surowicy technikg immunofiksacji [122].

Juz w latach 80-tych Robinson i wsp. [123] zauwazyli, ze stosunek stezenia
tancuchow lekkich kappa do lambda w probkach moczu zawierajgcych biatko
Bence-Jonesa znaczgco wzrasta lub znaczgco spada. Podczas gdy u
pacjentow z 0goélng proteinurig stosunek kappa/lambda pozostaje w granicach

normy.

W pracy z 2004 roku Nakano i wsp. [122] ocenili uzytecznos¢ diagnostyczng
wartosci stosunku wolnych tahcuchow lekkich kappa do lambda w wykrywaniu
obecnosci biatka Bence-Jonesa w moczu. Uzyskane przez nich wyniki
sugerujg uzytecznos¢ kliniczng stosunku wolnych tancuchow lekkich
kappa/lambda w moczu jako markera w proteinurii Bence-Jonesa. Ponadto
uznali, ze wartos¢ stosunku FLCr kappa/lambda w moczu stanowi uzupetnienie

do elektroforezy biatek moczu.

W niniejszej pracy wykazano znaczne zawyzanie wynikdw ilosciowego
oznaczania FLC w moczu technikg nefelometryczng, w poréwnaniu z
nefelometrycznym pomiarem catkowitych tancuchow lekkich (TLC). Ponadto
wykorzystujgc mocze pacjentow, w ktorych gtdwng komponentg biatkowg byty
wolne tancuchy lekkie przeprowadzono dodatkowg weryfikacje techniki
FreeLite® oznaczeniem biatka catkowitego metodg Bradforda. Stezenie biatka
catkowitego bytlo w ponad 50% przypadkow nizsze od stezenia FLC.
Przedstawione wyniki wskazujg na fakt, ze ilosciowe oznaczanie wolnych
tancuchéw lekkich w moczu jest obarczone znacznym btedem. Nie bez
przyczyny ilosciowe oznaczanie wolnych tancuchoéw lekkich w moczu nie jest
badaniem rekomendowanym w monitorowaniu leczenia chorych na szpiczaka
mnogiego [124, 125].

Wedtug A. Bradwell’a i wsp. [126] na Kkliniczng uzytecznosc¢ iloSciowego
oznaczania wolnych tahcuchow lekkich skftadajg sie dwa czynniki: wysoka
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czuto$¢ i specyficznosé cechujgca techniki immunologiczne w poréwnaniu z
technikami elektroforetycznymi oraz wieksza uzytecznos¢ numerycznego
wyrazenia stosunku wolnych fancuchéw lekkich kappa/lambda (FLCr) od

techniki densytometrycznej w ocenie monoklonalnosci.

Kolejnym aspektem dotyczacym ilosciowego oznaczania wolnych
tancuchow lekkich immunoglobulin jest polimeryzacja. Wolne tancuchy lekkie
wystepujgce gtownie w postaci monomerdw i dimerdw, mogg takze tworzyé
wieksze polimery [127, 128, 129]. Polimery stanowig wieloantygenowe cele w
technikach immunoprecypitacyjnych, co powoduje tworzenie agregatow i w
rezultacie znaczne zawyzenie wyniku [25]. Solling i wsp. [130, 131] wykazali w
swoich pracach, ze przeciwciala stosowane w ilosciowym oznaczaniu
catkowitych tancuchow lekkich wykrywajg w réwnym stopniu formy
monomerow jak i dimerow. Natomiast Heino i wsp. [132] w swojej pracy
zasugerowali, ze przeciwciata skierowane przeciwko antygenom na wolnych

tancuchach lekkich mogg preferencyjnie wykrywac¢ formy dimeryczne.

The Binding Site - producent testu FreeLite®, ktérym oznacza sie stezenie
wolnych tancuchéw lekkich ttumaczy zjawisko znacznego zawyzania wynikow
tworzeniem przez wolne tancuchy lekkie frakcji oligomerow, ktore interferujg
wynik [25]. W niniejszej pracy podjeto probe weryfikacji wspomnianego zjawiska
polimeryzacji wolnych tahncuchow lekkich. Z zastosowaniem wysokorozdzielczej
chromatografii cieczowej (HPLC) przeprowadzono rozdziaty moczy, w ktérych
wczesniej uzyskano zawyzone wyniki poziomu wolnych fancuchéw lekkich i
jednoczesnie wolne fancuchy lekkie stanowity gitdwna komponente biatek
moczu. W uzyskanych rozdziatach wykryto wytgcznie monomery i dimery
tancuchow lekkich immunoglobulin odpowiednio o masach czgsteczkowych 22 i
44 kDa. Nie wykryto form oligomerycznych tancuchow lekkich immunoglobulin.
Tym samym wykluczono oligomeryzacje, jako przyczyne zawyzania wynikow

ilosciowego oznaczania wolnych fancuchow lekkich.

Niespdéjnosci wynikdw pomiedzy réznymi rozcienczeniami probki, brak
liniowosci oraz efekt nadmiaru antygenu mogg wprowadza¢ w bigd i

komplikowa¢ interpretacje wynikéw ilosciowego oznaczania wolnych tancuchéw

105



lekkich u niektorych pacjentow, a nawet btednie wskazywaé na remisje choroby.
Dlatego tez zaleca sie zachowanie porownywalnych warunkéw analitycznych
podczas oznaczania stezenia wolnych fancuchéw lekkich zarobwno w trakcie
stawiania diagnozy oraz poOzniej podczas monitorowania choroby. Zaleca sie
takze oznaczanie wiecej niz jednego rozcienczenie probki przy uzyciu jednego
analizatora.

llosciowe oznaczenie wolnych tancuchéw lekkich nalezy wykonywaé w jednym
laboratorium, w potgczeniu z innymi testami laboratoryjnymi. Ponadto
pracownicy laboratorium powinni by¢ w ciggtym kontakcie z lekarzami, aby
zapobiegac btednej interpretacji wynikdw badan laboratoryjnych [87].
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5 PODSUMOWANIE

Diagnostyka laboratoryjna jak wiele innych dziedzin medycznych ulega
nieustannym zmianom. Zmiany te polegajg na wdrazaniu do dziatan
praktycznych wynikow badan opartych na dowodach naukowych (Evidence
Based Medicine). Analiza doswiadczeh wielu osrodkéw zwigzanych z
rozwigzywaniem konkretnego problemu pozwala na optymalizacje procedur

medycznych oraz weryfikacje czesto rozbieznych hipotez.

W niniejszej pracy podjeto probe oceny testu Freelite® - ilosciowego
oznaczania wolnych tancuchow lekkich immunoglobulin do wykrywania i
monitorowania gammapatii monoklonalnych a takze zestawienie parametréw
uzytecznosci testu FreelLite® =z powszechnie stosowanymi metodami

biochemicznymi.

Wprowadzony w roku 2001 immunologiczny test lateksowy pozwalajgcy na
ilosciowe oznaczanie wolnych fancuchéw lekkich immunoglobulin w niskim
zakresie stezen budzit wielkie nadzieje. W pismiennictwie fachowym w krétkim
czasie ukazalo sie szereg doniesien dotyczacych uzytecznosci testu w procesie
diagnostyki gammapatii monoklonalnych a takze w procesie monitorowania
procesu leczenia. Nieustajgco rosnie takze lista prac podnoszgcych
uzyteczno$¢ oznaczania wolnych fancuchéw lekkich diagnostyce chorob
niezwigzanych z gammapatiami monoklonalnymi. Niewatpliwie krotki okres
pottrwania wolnych tancuchéw lekkich w surowicy wynoszgcy kilka godzin w
poréwnaniu z trzytygodniowym okresem poéttrwania dla kompletnej czasteczki
immunoglobuliny stwarza mozliwosci oceny aktywnosci plazmocytow
nieobarczone bezwtadnoscia czasowg zwigzang ze stosunkowo diugim
okresem poéttrwania kompletnych czgsteczek immunoglobulin. Przedstawiono
wiarygodne dane wskazujgce na to, ze wartosci stosunku wolnych tancuchow
lekkich szybciej odzwierciedlajg skuteczng terapie antynowotworowg
normalizujgc sie w okresie remisji i szybciej przekraczajg wartosci referencyjne
w okresie wznowienia choroby. Jest to szczegdlnie istotne w przypadku
szpiczaka mnogiego, ktory jak dotad jest chorobg nieuleczalng i najczesciej po

okresie cofniecia objawdw choroby pojawia sie kolejny nawrot. Tak wiec chorzy
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na szpiczaka wymagajg nieustannej kontroli a parametry biatkowe zwigzane z
pojawianiem sie biatka monoklonalnego sg jednym z najczulszych narzedzi do
wykrywania i monitorowania choroby. Metody elektroforetyczne stuzgce do
wykrywania biatka monoklonalnego cechuje wiele ograniczen (problemy z
automatyzacjg, niska czutos¢, arbitralna interpretacja oraz brak danych
ilosciowych wynikéw immunofiksacji). Ze wzgledu na trudnosci metodyczne i
znaczng pracochtonnos¢ w niewielu osrodkach laboratoryjnych wykonuje sie
elektroforeze biatek moczu. Test FreelLite® otworzyt nowg jako$¢ w wykrywaniu
I monitorowaniu gammapatii monoklonalnych. Jest testem w pelni
zautomatyzowanym, ilosciowym a takze bardzo czutym. W oparciu o wyniki
testu Frelite® wprowadzono do diagnostyki laboratoryjnej nowe pojecia —
szpiczak niewydzielajgcy (NSMM) i szpiczak niewytwarzajgcy (NPMM). W
przypadku tego pierwszego mimo niewykrycia obecnosci biatka
monoklonalnego metodami elektroforetycznymi stosunek wolnych tancuchéw
lekkich wykraczat poza obszar wartosci referencyjnych.  Entuzjastyczne
doniesienia dotyczgce uzytecznosci testu FreeLite® w diagnozowaniu i
monitorowaniu gammapatii monoklonalnych byty umiejetnie eksponowane
przez producenta testu, ktéry prezentowat szerokg, ale dos¢ selektywnie

wybrang literature dotyczgcg tego zagadnienia.

Klinika Hematologii i Zaktad Diagnnostyki Szpitala Uniwersyteckiego byty
jednym z pierwszych polskich osrodkow, ktore wprowadzity test FreeLite® do
praktyki diagnostycznej. Juz w poczgtkowym okresie oceny testu okazato sie,
ze w niektorych przypadkach sprawia on pewne trudnosci i daje wyniki
niespdjne z wynikami innych badan laboratoryjnych. Jest to dla laboratorium
diagnostycznego sytuacja trudna, poniewaz jednym z mozliwych wyttumaczen
tego zjawiska jest niewtasciwa praca personelu laboratorium, biedy w obstudze
aparatury itp. Tym bardziej, ze w dostepnym pismiennictwie pojawialy sie
informacje podajgce wspotczynnik zmiennosci testu na poziomie ponizej 8% a
jednym z warunkéw osiggniecia takich wynikbw miato by¢é zapewnienie
wiasciwych technik laboratoryjnych, doswiadczony personel i wiasciwie
utrzymana baza sprzetowa. Dzieki kontaktom naukowym z nielicznymi innymi

osrodkami w Polsce ustalono, ze z podobnymi problemami stykajg sie rowniez
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inne laboratoria kliniczne. Mimo zgtaszanych zastrzezen problem byt
bagatelizowany przez producenta testu, ktéry, podawat prawdopodobne
przyczyny tego zjawiska (oligomeryzacja tancuchow lekkich), lecz nie podawat
metod pozwalajgcych na weryfikacje wynikow. Ostatecznie jednak
opublikowane w ostatnich miesigcach dane dotyczgce doswiadczen wielu
osrodkow laboratoryjnych na temat wiarygodnosci wynikow testu FreeLite® w
catosci potwierdzity omowione w niniejszej pracy zastrzezenia. Wykazano, ze w
trakcie monitorowania procesu leczenia zmiana serii odczynnika moze
spowodowa¢ znaczgce réznice wynikow ilosciowych. Niektére serie
odczynnikéw zupetnie nie reagowaty z wolnymi tancuchami lekkimi okreslonych
pacjentow. Jest to powazny problem w sytuacji, kiedy pacjenci z rozpoznanym
szpiczakiem mnogim powinni by¢ monitorowani przez wiele lat a wyniki powinny
by¢ ze sobg poréwnywalne. Potwierdzone zostaly informacje dotyczace
niespdjnosci diagnostycznych jak i analitycznych testu a wyniki programu

kontroli mozna uznac¢ za porazajgce.

Czy zatem Test FreeLite® jest testem bezwartosciowym? Oczywiscie nie.
Dane dotyczgce uzytecznosci testu sg przekonywujgce i w wiekszosci
przypadkow nie wystepujg problemy niespdjnosci wynikow. Potwierdzajg to
takze wysokie wspétczynniki czutosci testu przedstawione w niniejszej pracy.
Wydaje sie, ze podstawowg przyczyng zaobserwowanych rozbieznosci jest
problem ,odwroconej awidnosci” polegajgcy na tym, ze monoklonalne tahcuchy
lekkie posiadajgce unikalne kombinacje epitopdw réznie reagujg z
przeciwciatami poliklonalnymi uzywanymi do produkcji testu. Wyniki kalibracji
przeprowadzone na poliklonalnych tancuchach lekkich czesto nie mogg miec

zastosowania do antygenu monoklonalnego.

Istnieje powszechna zgodnos¢, ze wyniki testu FreeLite® powinny by¢
interpretowane wspolnie przez lekarzy klinicystow i diagnostéw laboratoryjnych
z uwzglednieniem indywidualnej klinicznej i biologicznej charakterystyki
okreslonego pacjenta. Do wiasciwej interpretacji wynikéw testu potrzebna jest
obiektywna wiedza dotyczgca jego ograniczenh i rzetelna dyskusja dotyczgca

np. laboratoryjnej kontroli jakosci.

109



Zalety testu FreeLite® przewazyty bagatelizowane w poczagtkowym etapie
jego funkcjinowania ograniczenia i jest on obecnie stosowany w praktyce
klinicznej. Jest on uznanym markerem diagnostycznym, prognostycznym i
terapeutycznym. Jest elementem zalecanych strategii leczenia szpiczaka i AL
Amyloidozy. Jego rola bedzie prawdopodobnie rosng¢. Badania stezen wolnych
tancuchow lekkich zaowocowaty stworzeniem nowych jednostek chorobowych
LC-MGUS, w trakcie ktorej istnieje wysokie prawdopodobienstwo
przeksztalcenia sie do choroby tancuchéw lekkich i choréb pochodnych.Trzeba
pamietaé, ze wolne tancuchy lekkie sg znaczgcym postepem w stosunku do
wykrywania biatka Bence-Jonesa testu jeszcze tak niedawno wykonywanego w
laboratoriach  diagnostycznych. W przypadkach, kiedy w procedurze
elektroforetycznej immunoglobulina monoklonalna zlaokalizowana jest w
waskiej strefie beta globulin iloscowe okreslanie biatka monoklonalnego na

podstawie pomiaréw densytometrycznych jest czesto niemozliwe.
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6 WNIOSKI

e Sposrod czterech testéw laboratoryjnych najszerzej stosowanych w
diagnostyce i monitorowaniu zaburzen o charakterze gammapatii
monoklonalnych (rozdziat elektroforetyczny biatek surowicy i moczu,
immunofiksacja surowicy oraz stosunek stezenia wolnych fahcuchéw
lekkich kappa/lambda) zaréwno w grupie ze Swiezo postawiong diagnozg
jak i w grupie z gammapatig objawowg najwiekszg czutoscig
charakteryzowata sie immunofiksacja (IFE).

* Najmniejszg czutoscia  we  wszystkich grupach badanych
charakteryzowat sie elektroforetyczny rozdziat bialek moczu (UPE).
Mimo, iz przy zastosowaniu nowoczesniejszych metod diagnostycznych
wykorzystujgcych ilosciowe oznaczenie wolnych fancuchéw lekkich w
surowicy, elektroforeza biatek moczu nie podnosi czutosci rozpoznania
gammapatii  monoklonalnych to jest najlepszym narzedziem
pozwalajgcym fatwo i szybko okresli¢ profil biatek moczu i ocenic
zagrozenie zaburzenia funkcjonowania nerki a wiec jeden z
podstawowych parametrow prognostycznych.

* Analiza czutosci roznych konfiguracji ocenianych testow diagnostycznych
wykazata, iz potgczenie immunofiksacji o charakterze jakosciowym z
FLCr (parametr ilosciowy) pozwala na wykrycie 98,6% (73/74) zaburzen
W grupie z gammapatig objawowg. Dodatkowym atutem potgczenia IFE z
FLCr jest fakt, iz testy te wzajemnie sie weryfikuja.

* Wykazana dodatnia korelacja miedzy stezeniem beta-2-mikroglobuliny i
stezeniem wolnych tahcuchow lekkich immunoglobulin  moze by¢
zwigzana z faktem, iz oba parametry sg w pewnym sensie miarg masy
guza. Nie mozna jednak zapomina¢ o tym, ze zarOowno beta-2-
mikroglobulina jak i wolne ‘tancuchy lekkie sg biatkami
drobnoczgsteczkowymi, wiec na ich stezenie w surowicy duzy wptyw ma
filtracja kiebuszkowa, ktéra z kolei w przebiegu szpiczaka mnogiego
bardzo czesto spada.

* Test FreeLite® podnosi czutos¢ wykrywania dyskrazji plazmocytowych,
jednak posiada ograniczenia zwigzane z niespojnoscig analityczng
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ilosciowego oznaczania wolnych tancuchow lekkich i innych testéw
laboratoryjnych.

Do ograniczen ilosciowego oznaczania wolnych fancuchéw lekkich
technikg nefelometryczng (FreelLite®) nalezg: brak liniowosci oraz
podatnos¢ na efekt nadmiaru antygenu.

Interpretacja wynikdéw ilosSciowego oznaczania wolnych tahcuchow
lekkich testem FreelLite® w diagnostyce i monitorowaniu szpiczaka
mnogiego wymaga duzej ostroznosci oraz kontaktu pomiedzy lekarzem a
pracownikami laboratorium w celu wzajemnej weryfikacji informacji o

pacjencie i zapobiezeniu bteddw interpretacji wynikdw testu FreeLite®.
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7 STRESZCZENIE

Gammapatie monoklonalne jest to grupa choréb spowodowanych
nowotworowym rozrostem komorek plazmatycznych produkujgcych i
wydzielajgcych do osocza immunoglobuliny lub fragmenty immunoglobulin.
Proces ten manifestuje sie obecnosciag w o0soczu jednorodnej
charakterystycznej frakcji biatkowe] najczesciej lokalizujgcej sie w rozdziatach
elektroforetycznych w  obszarze  gammaglobulin, zwanej  biatkiem
monoklonalnym. Zréznicowanie form gammapatii monoklonalnych, a co za tym
idzie réznorodna manifestacja zmian biatkowych w przebiegu choroby
powoduje, iz diagnostyka szpiczaka wymaga wykonania catego panelu

wzajemnie uzupetniajgcych sie testow diagnostycznych.

Podejrzenie wystepowania gammapatii monoklonalnej opiera sie na
wynikach rutynowych badan diagnostycznych (morfologia, OB, biatko
calkowite), ktére nie sg swoiste i muszg by¢ uzupetnione przez panel badan
specjalistycznych, na ktore skladajg sie elektroforeza bialek surowicy i
immunofiksacja okreslajgce rodzaj biatka monoklonalnego i ocene stezenia
tego biatka. Istniejg rézne algorytmy diagnostyczne dotyczace wykrywania
gammapatii monoklonalnych. Natomiast nie ma jak dotad, standardowej
procedury badania. Zwlaszcza przedmiotem kontrowersji jest potrzeba
rownoczesnego badania obecnosci biatka monoklonalnego w moczu i w
surowicy. W ostatnich latach do diagnostyki zaburzeh o charakterze
gammapatii monoklonalnych wprowadzono test ilosciowego o0znaczenia
wolnych fancuchéw lekkich immunoglobulin w surowicy (FreeLite®). llosciowe
oznaczanie wolnych tancuchoéw lekkich jest uzyteczne w diagnostyce i
monitorowaniu leczenia szpiczaka niewydzielajgcego, amyloidozy i choroby
tancuchow lekkich. Oznaczanie stosunku stezen wolnych tahcuchow lekkich
kappa/lambda ma istotne znaczenie prognostyczne w przebiegu gammapatii
monoklonalnej o nieustalonym znaczeniu (MGUS), szpiczaku odosobnionym i

szpiczaku bezobjawowym (smouldering myeloma).

W niniejszej pracy przedstawiono wyniki dotyczgce problemow

metodologicznych zwigzanych z oznaczaniem wolnych fancuchdéw lekkich.
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Stwierdzono, ze test FreeLite® zawyza wyniki ilosciowego oznaczania FLCs
oraz czesto wykazuje brak spdéjnosci wynikbw z wynikami innych testow
diagnostycznych (niespéjnosci diagnostyczne i analityczne). Wyniki uzyskane w
tej pracy sg zgodne z opublikowanymi ostatnio rezultatami prac innych
osrodkow. Wskazuje to na ograniczenia metody iloSciowego oznaczania
wolnych tancuchéw lekkich. Zwlaszcza w monitorowaniu leczenia szpiczaka.
Przyczyng tych ograniczen jest brak liniowosci metody wynikajgcy z podatnosci

na efekt nadmiaru antygenu.

W pracy oceniono tez wzajemne relacje pomiedzy stezeniem beta-2-
mikroglobuliny i wartoscig stosunku wolnych tahcuchow lekkich k/A (FLCr) w
grupie 98 chorych ze zdiagnozowanymi zaburzeniami o charakterze
gammapatii monoklonalnych. W grupie badanej znajdowato sie 73 chorych ze
zdiagnozowanych szpiczakiem mnogim (MM), 8 chorych ze zdiagnozowang
chorobg tancuchow lekkich (LCMM), 7 chorych ze zdiagnozowanym guzem
plazmacytoma solitare, 6 chorych ze zdiagnozowanym MGUS-em (gammapatia
monoklonalna o nieustalonym znaczeniu) oraz 6 chorych ze zdiagnozowanym
szpiczakiem tlgcym sie (SMM). Stwierdzono istotng statystycznie, cho¢ nie zbyt
silng wspoizaleznosé stezenia beta-2-mikroglobuliny i logarytmu stosunku
stezenia wolnych tancuchéw lekkich (kappa/lambda lub lambda/kappa) (test
korelacji rang Spearmana) dla wartosci p=0,000859; r=0,333. Przeprowadzono
analize zaleznosci miedzy stezeniem beta-2-mikroglobuliny a stosunkiem
stezen wolnych tancuchéw lekkich surowicy (test korelacji rang Spearmana)
uwzgledniajacg typ wolnych fancuchow lekkich o charakterze monoklonalnym.
U 72 sposréd 98 pacjentow monoklonalne tancuchy lekkie bylty typu kappa. W
grupie tej stwierdzono istnienie znamiennej korelacji (p=0,0113; r=0,298).
Badanie zaleznosci stezenia beta-2-mikroglobuliny i stezenia monoklonalnych
wolnych tancuchéw lekkich typu lambda (testem korelacji rang Spearmana)
wykazato obecnosé istotnej statystycznie silnej wspoétzaleznosci (p=0,0000295;
r=0,703). Dodatnia korelacja miedzy stezeniem beta-2-mikroglobuliny i
stezeniem wolnych tancuchow lekkich immunoglobulin moze by¢ zwigzana z

faktem, iz oba parametry sg czesciowo zalezne od masy guza.
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Uzyskane wyniki wskazujg, ze niespdjnosci wynikbw pomiedzy roznymi
rozcienczeniami prébki, brak liniowosci oraz efekt nadmiaru antygenu mogg
wprowadza¢ w bigd i komplikowaé interpretacje wynikéw ilosciowego
oznaczania wolnych tancuchow lekkich, a nawet btednie wskazywac¢ na remisje
choroby. Zatem korzystanie z iloSciowych oznaczen wolnych fancuchéw
lekkich nalezy wykonywa¢ w jednym laboratorium, w potgczeniu z innymi
testami laboratoryjnymi. Ponadto pracownicy laboratorium powinni by¢é w
cigglym kontakcie z prowadzacym lekarzem, aby zapobiega¢ bilednej

interpretacji wynikow badan laboratoryjnych.
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8 SUMMARY

Monoclonal gammapathies are a group of disorders characterized by clonal
expansion of B cells that usually secrete intact monoclonal immunoglobulins or
monoclonal free light chains (FLCs) or both. Monoclonal gammapathy is usually
demonstrated by the presence in the plasma a homogeneous characteristic
protein fraction called monoclonal protein (M-protein). An M-protein is usually
seen as a narrow peak in the densitometer tracing or as a dense, discrete band
on the agarose gel. Because of the wide range of clinical presentation, the
identification of the monoclonal protein is the first clue to the diagnosis. The
recognition of monoclonal protein may require multiple approaches and the use

of many different diagnostic tests.

The suspicion of monoclonal gammopathy is based on the results of routine
laboratory diagnostic tests (blood count, total protein) which are not intrinsic and
must be supplemented by a panel of specialist tests (serum protein
electrophoresis, immunofixation). There are various screening algorithm panels
for the detection of monoclonal gammapathies but so far there is no standard
test procedure. The subject of controversy is especially the need for
examination of the presence of monoclonal protein in both serum and urine. In
recent years new automated immunoassay measuring serum free light chains
(FreeLite®) have been developed. The assay is useful for the diagnosis and
follow-up of primary amyloidosis, light chain disease, and oligosecretory plasma
cell disorders and for the prognosis of monoclonal gammopathy of

undetermined significance and smouldering myeloma.

In the current study the results concerning methodological difficulties with the
FLC assay were presented. It was found that the FLCs concentration evaluated
by FreelLite® assay might be overestimated and that there are some
inconsistencies in relation to the results of another diagnostic test (analytical
and diagnostic discrepancies). The results achieved in this work are in
accordance with published recently results of the work of other centers. Results

of this investigations shows the limits of FreelLite® assay. The cause of these
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restrictions may be sample dilution anomalies (nhon-linearity) or failure of antigen

excess detection and immunological free light chains properties.

In presented study the correlation of free light chains serum levels (kappa and
lambda) and their relation (FLCr) and serum level of beta-2-microglobulin of
patients with monoclonal gammopathy was evaluated. A significant correlation
(Spearman Rank Correlation Coefficient test) of serum levels of the lambda
dominant chain and serum levels of beta-2-microglobulin (p=0,0000295;
r=0,703) was found.

Laboratory professionals and clinicians should be alert to analytical
difficulties with the FLC assay. The limitations of FreeLite® assay can mislead
and complicate clinical interpretation of a FLC result in some patients and even
give the wrong impression of disease remission. Therefore it is advisable to
perform FLC analysis of diagnostic and follow-up samples under the same
analytical conditions, using more than one dilution on the same instrument. The
assay should be performed in the same laboratory in good dialogue between

biologist and clinician, and in combination with other diagnostic tests.
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