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Praca sa zaoberd stru¢nym prehladom markerov pouzivanych v laboratérnej diagnostike sclerosis multiplex. Zamerali sme sa na

stanovenie volnych lahkych retazcov imunoglobulinov a jeho vyuzitie v procese diagnostiky sclerosis multiplex.
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Application of determination of free light chains of immunoglobulins in the diagnosis of multiple sclerosis

This work gives a brief review of the markers used in the laboratory diagnosis of multiple sclerosis. We focus on the determination
of free light chains of immunoglobulins and its possible application in the process of diagnosis of multiple sclerosis.
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Uvod

Sclerosis multiplex (SM) je chronické, au-
toimunitné, zapalové a demyeliniza¢né ocho-
renie centrdlneho nervového systému (CNS),
v rozvoji ktorého maju dolezitd ulohu imu-
nitné mechanizmy. Ochorenie ma chronicky
priebeh a je charakterizované progresivnym
nédrastom neurologického deficitu. Patri medzi
najcastejsie neurologické ochorenia mladych
dospelych, ktoré vedie k signifikantnej invali-
dizacii postihnutej osoby (Compton et Coles,
2008). Etioldgia ochorenia nie je Uplne pres-
ne objasnenad, ale predstavuje kombinaciu
genetickych faktorov, faktorov vonkajsieho
prostredia a stavu imunitného systému jedin-
ca (Klimova, 2006).

V¢asnd, spravna a rychla diagnostika je
zdsadnym faktorom pre zahajenie liecby,
ktord moze vyznamne ovplyvnit kvalitu Zi-
vota pacienta. Stanovenie volnych lahkych
retazcov imunoglobulinov by mohlo byt
ndpomocné v procese diagnostiky sclerosis
multiplex.

Laboratérna diagnostika
sclerosis multiplex

V roku 2001 boli vypracované diagnostické kri-
térid SM, zndme ako McDonaldove (McDonald et
al., 2001). McDonaldove kritéria boli revidované
v roku 2005 a nésledne v roku 2010 (Polman et
al, 2011).

Diagnostika SM je zaloZzené na dékladnom
anamnestickom rozbore, klinicko-neurologic-
kom ndleze, dokaze demyeliniza¢nych lézif
typickych pre SM pri vySetreni mozgu ale-
bo miechy magnetickou rezonanciou (MRI)
a vysetreni mozgovomiechového moku
(CSF), fakultativne na vysetreni multimoda-
litnych evokovanych potencidlov a dalsich
vysetreniach pri diferencidlno-diagnostickych
nejasnostiach (Pitha, 2013; Havrdov4, 2013).
Cielom diagnostického procesu je objektiv-
ne dokdzat diseminaciu zapalového procesu
v priestore a v ¢ase, a to bud na zaklade kli-
nickych priznakov alebo v kombindcii s MRI
ndlezom. V CSF sa pozoruje zvyseny index
imunoglobulinu G (IgG) a/alebo pritomnost

oligoklonalnych péasov (OCB) IgG (Freedman
et al., 2005).

Patologické reakcie organizmu a zmeny
v CNS sa odrazaju aj v zlozeni CSF. Analyza CSF
je jednou zo zékladnych vysetrovacich metod
v neurolégii a ma oproti vysetreniu krvi niek-
toré vyhody. CSF sa nachddza v obmedzenom
a presne definovanom priestore komorové-
ho systému mozgu a medzi obalmi mozgu
a miechy. Vynimoc¢na autondmia likvorového
kompartmentu umoznuje sledovat prislusné
imunitné a metabolické procesy v CNS bez vy-
raznejsieho ovplyvnenia inymi orgdnmi (Kelbich
et al, 2009).

Dokaz pritomnosti intratekdlnej syntézy
imunoglobulinov je uZito¢ny pre potvrdenie
diagnoézy SM. Za definitivny dokaz intrateka-
Inej syntézy prislusného imunoglobulinu sa
povazuje vydetrenie CSF a séra izolelektrickou
fokusaciou (IEF) (Freedman et al., 2005; Gasko,
2009, Sobek et al,, 2012). Pritomnost intratekalne
syntetizovaného IgG potvrdzuje pritomnost za-
palového procesu v CNS.
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Obr. 1. Struktira tazkého a lahkého retazca intaktného imunoglobulinu a volnych lahkych
retazcov kappa a lambda. \/setky triedy imunoglobulinov maju molekulu zloZent z dvoch lahkych
a dvoch tazkych polypeptidovych retazcov, ktoré st spojené v pdntovej oblasti. Lahké retazce st dvojakého
typu kappa a lambda a vyskytuji sa v molekuldch vetkych tried imunoglobulinov. Tazké retazce st Speci-
fické pre kazd triedu imunoglobulinov. Variabilnd doména kazdého lahkého retazca a pdrového tazkého

retazca vytvdra vizobné miesto pre antigén. Volné lahké retazce kappa existuju vo forme monomeérov

a volné lahkeé retazce lambda vo forme kovalentne viazaného diméru (upravené podia Bradwell, 2010)
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Molekuly imunoglobulinov su zlozené
z dvoch identickych tazkych retazcov, ktoré ur-
¢uju triedu imunoglobulinov (q, §, €, y alebo p)
a z dvoch identickych lahkych retazcov (k alebo \).
Kazdy lahky retazec je kovalentne viazany na taz-
ky retazec a dva tazké retazce st vzdy kovalentne
spojené v pantovej oblasti. U zdravych jedincov
sa vyskytuje vacsina lahkych retazcov v sére vo
viazanej forme. Nepatrna cast lahkych retazcov
sa nachddza v sére zdravych jedincov ako volné
lahké retazce (FLC) (obrdzok 1).

Molekulovd hmotnost obidvoch lahkych
retazcov je okolo 22,5 kD. Volné lahké retazce
kappa (k-FLC) existuju prevazne vo forme mono-
mérov a volné lahké retazce lambda (A\-FLC) vo
forme kovalentne viazaného diméru s moleku-
lovou hmotnostou asi 45 kD. Tato skuto¢nost je
pricinou odlisnej rychlosti glomeruldrne;j filtracie
K-FLC a A-FLC a mé&Zze objasnit rozdiely v pomere
K-FLC/A-FLC v sére, ktory je 0,625. U viazanych
lahkych retazcov je tento pomer rovny hodnote
2,0. Lahké retazce su syntetizované bunkami
B lymfocytov a zaclenené do molekuly imuno-
globulinu pocas vyvoja B lymfocytov. Oproti
tazkym retazcom su produkované v priblizne

409% nadbytku a nie vietky lahké retazce su pri
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vzniku molekuly imunoglobulinu sparované
s tazkymi retazcami. Cast sa vyskytuje v sére ako
volna frakcia (Bradwell, 2010).

Stanovenie volnhych lahkych
retazcov imunoglobulinov
a jeho vyznam

V poslednych rokoch sa intenzivne Studu-
je Uloha stanovenia volnych lahkych retazcov
v CSF v procese diagnostiky SM, kde je zndma
vysoka koreldcia s oligoklonalnou syntézou imu-
noglobulinov. Vyskytuju sa pripady, pri ktorych
je pritomna intratekdlna syntéza volnych lah-
kych retazcov u pacientov so sclerosis multiplex,
u ktorych nebola dokdzand intratekdlna syntéza
oligoklondlnych IgG. Stanovenie FLC by malo byt
v takychto pripadoch sucastou diagnostického
procesu (Sobek et al,, 2012). Preto sa odporuca
zamerat sa na vysetrenie intratekdlnej syntézy
volnych lahkych retazcov a stanovenie koncent-
racif k-FLC a A-FLC u pacientov s podozrenim na
SM, hlavne pri negativite oligoklonalnych IgG
protilatok (Kaplan et al., 2010).

Vyznam volnych lahkych retazcov imuno-
globulinov v diagnostike sclerosis multiplex bol
prvykrat opisany koncom 70. rokov. Na stano-
venie FLC sa pouzivali rozli¢né imunochemic-

ké metddy, z ktorych vacsina bola zaloZzend na
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elektroforetickych technikach, ako imunoelek-
troforéza, SDS-PAGE, agarézovd elektroforéza,
izoelektrofokusécia. Tieto metddy su v podstate
kvalitativne a ich $pecificita a senzitivita nie je
¢asto stadardizovand. Ich pouzitie v rutinnej
analyze je limitované technickou naro¢nostou
a je tak ¢asto obmedzené na vysoko $pecializo-
vané laboratdrid. Na kvantitativne stanovenie
FLC boli neskér vyvinuté radioimunoanalyza
a nefelometria (Kaplan et al,, 2010). V sii¢asnosti
sa na kvantitativne stanovenie FLC v diagnosti-
ke sclerosis multiplex vyuZzivaju nefelometrické
a imunoturbidimetrické metédy. Hoci je senzi-
tivita nefelometrického stanovenia FLC vyso-
kd (97 %), jeho 3Specificita je nizsia v porovnani
s komer¢nymi OCB testami (Presslauer et al,,
2014; Katsavos et al,, 2013). Senzitivita stanovenia
oligoklonalnych péasov izoelektrickou fokusa-
ciou v CSF je u pacientov so SM viac ako 95 %
(Freedman et al., 2005).

V sii¢asnosti sa stanovuju volné lahké retaz-
ce imunochemickou analyzou, pri ktorej sa vy-
uziva Specifickd protildtka. Vhodnym vyberom
antigénu bola postupne pripravend unikdtna
protildtka proti vnUtornému epitopu molekdul
lahkého retazca, ktord umozriuje kvantitativne,
vysoko specifické stanovenie s vyuzitim nefelo-
metrie alebo turbidimetrie. Specifické vézba na
vnutorny epitop molekul fahkych retazcov, ktory
je v celkovej molekule nepristupny, vylucuje
skrizenud reaktivitu s lahkymi retazcami viaza-
nymi v molekule intaktného imunoglobulinu.
Dokéze tak spolahlivo odlisit skuto¢ne voné
lahké retazce (Bradwell, 2010).

Na trhu je dostupnych niekolko testov
na kvantitativne stanovenie FLC v sére — tur-
bidimetricky test Freelite Kappa SPA PLUS kit
a Freelite lambda SPA PLUS kit (The Binding
Site), nefelometricky test na BN ProSpec
s N Latex FLC kit (Siemens), ELISA kit Human
Immunoglobulin Free Light Chains Kappa and
Lambda (BioVendor). V stcasnosti je Jedinym
kvantitativnym testom na stanovenie koncen-
tracie FLC v CSF s oznacenim IVD je v sUcasnej
dobe test Freelite Kappa SPA PLUS kit a Freelite
Lambda SPA PLUS kit na analyzatoroch SPA Plus
(Binding Site) a BN ProSpec (Siemens).

Viaceré studie dokazali suvislost len medzi
K-FLC a SM a nepotvrdili tuto stvislost pri A-FLC.
My odporuc¢ame stanovovat a nadalej studovat
ako k-FLC tak aj A-FLC. TieZ z informdcii uvede-
nych v literatdre vyplyva doéleZitost stanovenia
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a dalsieho $tudovania obidvoch analytov, preto-
Ze boli zaznamenané rozdiely v koncentraciach
FLC a tiez v pomere k-FLC/A-FLC v jednotlivych
skupinach pacientov (Kaplan et al,, 2010; Jacob
et al,, 2010; Zeman et al,, 2016; Hassan-Smith et
al, 2014).

Prehlad jednotlivych
experimentalnych studii

Viaceré prace Studovali vyuZitie vylu¢ne
k-FLC ako diagnosticky néstroj pri SM alebo
rozvoji SM u pacientov s klinicky izolovanym
syndromom (CIS). Nezamerali sa na $tudium
A-FLC (Fischer et al,, 2004; Villar et al., 2012; Senel
et al, 2014; Presslauer a kol., 2014).

Praca Fishera et al. sa zaobera stanovovanim
K-FLC v CSF a v sére, ktoré slizi na posudenie
intratekdlnej syntézy imunoglobulinov. k-FLC
v CSF a v sére boli stanovované nefelomet-
ricky supravou Freelite na anlyzatore BN II.
Koncentracia k-FLC v CSF, ako aj kvocient k-FLC
(CSF/sérum) boli vyznamne vyssie v skupine
SM. S vysokou senzitivitou a Specificitou iden-
tifikuju pacientov, u ktorych boli izoelektrickou
fokusaciou stanovené oligokonélne pasy. Avsak
vyznamne zvysené koncentracie k-FLC v CSF
v porovnani s kontrolnou skupinou boli zazna-
menané nielen v skupine pacientov s SM, ale
zarover v skupine s inymi neurologickymi ocho-
reniami. Zobrazenie kvocientu k-FLC v zavislosti
od albuminového kvocientu jednoznacne od-
deluje dve skupiny pacientov s intratekédlnou
syntézou a bez nej (Fischer et al,, 2004).

V experimentalnej studii Villara et al. potvr-
dili vztah medzi hladinami k-FLC v CSF a rizikom
vyvoja SM z klinicky izolovaného syndrému.
U pacientov s CIS bola stanovend koncentracia
K-FLC v CSF nefelometrickou metddou (suprava
Freelite, analyzator BNII) a pacienti boli sledovani
v priemere po dobu 50 mesiacov. U pacientov
s koncentraciou k-FLC v CSF vyssou ako 0,53
mg/| bola zistena Statisticky vyznamna pravde-
podobnost vzniku SM z CIS v porovnani so sku-
pinou pacientov s koncentraciou k-FLC v likvore
nizSou ako 0,53 mg/| (p<0,0001). Oligoklonalne
pasy boli pritomné v skupine s koncentraciou
K-FLC>0,53 mg/I u 45 z 49 pacientov, v skupine
k-FLC<0,53 Mg/l u 4 z 25 pacientov (p<0,0001)
(Villar et al,, 2012).

Senel et al. zverejnili Studiu tykajucu sa vyu-
Zitia stanovenia k-FLC v CSF u pacientov so SM
a CIS. Koncentracie k-FLC v sére a CSF boli sta-
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novované metédou ELISA (BioVendor). Pacienti
boli sledovani po dobu 2 rokov. V skupine pa-
cientov s MS a CIS boli namerané vyznamne
zvysené hodnoty k-FLC v CSF v porovnanf so
skupinou pacientov s nezapalovymi neurolo-
gickymi ochoreniami (p<0,001). Kvocient k-FLC
(CSF/sérum) bol vyznamne zvyseny u pacientov
s CIS s pritomnymi oligoklondlnymi IgG pasmi
(p<0,001). Kvocient k-FLC bol zvyseny u vietkych
pacientov v skupine SM, u 86,8 % pacientov zo
skupiny CIS-MS (u pacientov bola rozvinutd SM
v priebehu 2 rokov) a u 61,5 % pacientov zo sku-
piny CIS-CIS (pacienti ostali CIS pocas 2 rokov).
U pacientov s OCB typu 2, 3, ale aj 4 boli zistené
Statisticky vyznamne zvysené hladiny kvocien-
tu k-FLC (CSF/sérum) v porovnani so skupinou
sOCB typu 1 (Senel et al, 2014).

V praci Presslauera et al. Studovali k-FLC
ako diagnosticky a prognosticky nastroj pri SM
a CIS. Studia zahfiiala 861 pacientov a prebiehala
po dobu 55 mesiacov. Na zéklade nameranych
hodndt v kontrolnej skupine bola stanovena
hrani¢na linia (threshold line) indexu k-FLC, kto-
ra predstavovala zavislost kvocientu k-FLC od
albuminového kvocientu. Nasledne boli nefe-
lometricky stanovené koncentracie k-FLC v jed-
notlivych skupindch pacientov vyhodnotené
pomocou stanovenej hrani¢nej linie. Senzitivita
stanovenia indexu k-FLC hrani¢nej linie v sku-
pine pacientov s pozitivnym OCB nalezom (SM
a CIS) bola 98 %, pricom na zéklade indexu IgG
bola intratekalna syntéza potvrdend u 78 % pa-
cientov tejto skupiny. V skupine pacientov s SM
ako aj v skupine s CIS bola senzitivita indexu
k-FLC hrani¢nej linie 97 %, pricom na zaklade
indexu IgG bola intratekdlna syntéza potvrdena
u 85% pacientov zo skupiny SM a 74% v skupine
s CIS. Priemernd hodnota indexu k-FLC v skupine
SM bola vyznamne vys$sia ako v skupine CIS.
Priemerné hodnoty indexu k-FLC v skupine SM,
ako aj v skupine CIS boli vyznamne vyssie ako
v kontrolnej skupine (Presslauer a kol., 2014).

V dalSich publikovanych pracach autori stu-
dovali vyuzitie aj k-FLC aj A-FLC ako nastroje
k diagnostike SM alebo k odhadu pravdepo-
dobnosti rozvoja SM z CIS (Jacob et al., 2010;
Hassan-Smith et al,, 2014; Zeman et al., 2016).

Jacob et al. sledovali hladiny volnych lah-
kych retazcov v CSF v procese diferencidlnej
diagnostiky SM. Priemernd koncentracia k-FLC
v CSF bola vyznamne nizsia v kontrolnej skupine
(0,13 £ 0,03mg/l) oproti skupine pacientov so
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SM (8,01 +1,33mg/l) (p<0,001). Pri sledovanf
pomeru k-FLC/A\-FLC boli zaznamenané $ta-
tisticky vyznamne vys$sie hodnoty u skupiny
pacientov s SM v porovnani s pacientmi s inymi
ochoreniami CNS. Medzi jednotlivymi subtymi
SMvsak nebol zisteny Statisticky vyznamny roz-
diel v hladinach FLC (Jacob et al., 2010).

V praci Hassana-Smitha et al. boli stano-
vované volné lahké retazce kappa a lambda
nefelometrickou metdédou u pacientov so
suspektnou SM. Koncentrécie k-FLC v CSF boli
vyznamne vyssie v skupindch pacientov s CIS,
primarne progresivnou SM (PP-SM) a relaps re-
mitujucou SM (RR-SM) v porovnani so skupinou
pacientov s inymi neurologickymi ochoreniami.
Koncentracie »-FLC v CSF boli vyssie v skupinach
CIS a PP-SM, ale nedosiahli $tatistickd vyznam-
nost. Vyznamne vyssie koncentracie A-FLC v CSF
bolilen v skupine RR-SM. Co sa tyka porovnania
pritomnosti OCB a hodnét k-FLC v CSF, hodno-
ty k-FLC v CSF boli vyznamne vyssie v skupine
OCB pozitivnej v porovnani s OCB negativnou
skupinou. Autori konstatuju, ze meranie k-FLC
v likvore je vysoko senzitivnou a Specifickou
metddou u pacientov s CIS, PP-SM a RR-SM.
Podla autorov je samotné meranie koncentracie
k-FLC v CSF postacujuce s vysokym stupriom
senzitivity a Specificity v pripade suspektnej SM
(Hassan-Smith et al.,, 2014).

V praci Zemana et al. sa zamerali na porov-
nanie vysledkov kvalitativneho a kvantitativne-
ho stanovenia FLC. Do studie bolo zaradenych
75 parovych vzoriek séra a CSF, u ktorych boli
stanovené koncentracie k-FLC, -FLC. Bol pou-
Zity turbidimetricky test Freelite na analyzatore
SPA Plus. Vzorky boli vopred analyzované na
oligoklondlne IgG (o-1gG), oligoklonalne k-FLC
(0-k-FLC) a oligoklonélne A-FLC (o-A-FLC). V o-k-
-FLC negativnej skupine bola koncentracia k-FLC
v CSF v rozmedzi <0,1-1,33 mg/I (priemer: 0,20,
interkvartilové rozpétie 0,11-0,27), v o-k-FLC po-
zitivnej skupine bola koncentracia k-FLC v CSF
v rozmedzi 0,80-16,90 mg/I (6,62; 2,71-11,61).
Koncentracia A\-FLC v CSF bola v rozmedzi
<0,1-1,44 mg/1(0,22;0,17-0,29) v o-\-FLC nega-
tivnej skupine a 0,24-12,03mg/I (1,55; 0,56-3,08)
v 0-\-FLC pozitivnej skupine. Pomer k-FLC/A-FLC
v CSF, nie véak v sére, bol vyznamne vyssi v sku-
pine vzoriek 0-1gG pozitivnej v porovnani s ne-
gativnou skupinou. Nezaznamenali Statisticky
vyznamneé rozdiely pri porovnani koncentracie
FLC v CSF, kvocientu FLC a indexu FLC pri pred-
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povedaniintratekalnej syntézy FLC. Z vysledkov
vyplyva, ze kvantifikdcia FLC v CSF spolahlivo
predpoveda intratekdlnu syntézu FLC (Zeman
etal, 2016).

Zaver

VySetrenie oligoklondlnej syntézy IgG
izoelektrickou fokusaciou CSF a séra dop-
Inené o vysetrenie volnych lahkych retazcov
imunoglobulinov by mohlo poskytnut vyssiu
citlivost a presnost v diagnostickom procese.
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Stanovenie FLC je jednoduchsie a rychlejsie na
posudenie intratekdlnej syntézy imunoglobu-
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