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SOUHRN

Cile prace: Cilem prace bylo posouzeni zakladnich analytickych charakteristik metody (IEF/AIB) k detekci monoklonalnich
volnych lehkych fetézct (FLC), vzajemné porovnani s rutinné dostupnymi metodami a jeji vyuZziti pfi rozliSeni monoklonal-
niho, resp. oligoklonaliniho charakteru volnych lehkych fetézcu.

Metodika: Do studie bylo zarazeno celkem 94 vzorkd séra a modi pacientll z réiznych odbornych ambulanci Moravsko-
slezského kraje s podezienim na monoklonaini gamapatie. K priikazu monoklonalni komponenty byla vyuZita elektroforéza
sérovych proteind, imunofixaéni elektroforéza a IEF/AIF. Ke statistickému zpracovani dat byl pouZit program MS Excel
a MedCalc.

Vysledky: |EF/AIB je vysoce citlivda metoda, jejiz mez kvantifikace se pohybuje okolo 0,025 mg/L pro FLC kappa
a 0,25 mg/L pro FLC lambda, na rozdil od elektroforézy sérovych proteint a imunofixaéni elektroforézy. Pri posuzovani me-
tod na zékladé shody klinické interpretace bylo 100% shody (k = 1,0) dosazeno mezi metodami IMF a IEF/AIB pro prikaz
monoklonalnich volnych lehkych fetézcl v séru a 92,6%, resp. 94,4% shody pro priikaz monoklonalnich volnych lehkych
fetézcl kappa, resp. lambda v modi (k = 0,844, resp. 0,886). Srovnanim vysledkd pacientt s prokézanym oligoklonalnim
profilem volnych lehkych fetézcl kappa, resp. lambda metodou IMF s IEF/AIB bylo ziskéno 75%, resp. 68,8% shody
(k = 0,215, resp. 0,076), z ¢ehoz plyne, ze metodou IEF/AIB se podafilo u 25 %, resp. 30,2 % vzork{ prokézat monoklo-
nalni volné lehké fetézce v séru, které metodou IMF byly chybné interpretovany jako oligoklonalni profil.

Zaver: Metoda izoelektrické fokusace s naslednym afinitnim imunoblottingem je vysoce senzitivni metoda umozfiujici
odhalit pritomny monoklonalni imunoglobulin pfi negativité elektroforézy sérovych proteind a imunofixacni elektroforézy Ci
rozlisit mezi monoklonalnim a oligoklonalnim profilem volnych lehkych fetézcl imunoglobuling.

Kilicova slova: monoklonalni imunoglobulin, oligoklonaini profil, elektroforéza sérovych proteind, imunofixacni elektroforéza,
izoelektricka fokusace s naslednym afinitnim imunoblottingem.

SUMMARY

Vilimova K., Kusnierova P.: Detection of monoclonal free light chains of immunoglobulins by the method of
isoelectric focusing followed by affinity immunoblotting

Objective: The aim of the study was to assess the basic analytical characteristics of the isoelectric focusing followed by
affinity immunoblotting (IEF/AIB) method for the detection of monoclonal free light chains (FLC), its comparison with routi-
nely available methods and its use in distinguishing monoclonal or oligoclonal character of free light chains.

Methods: A total of 94 serum and urine samples of patients from various specialist outpatient clinics in the Moravian-Sile-
sian Region with suspected monoclonal gammopathy were included in the study. Serum protein electrophoresis, immu-
nofixation electrophoresis and IEF/AIF were used to detect the monoclonal component. MS Excel and MedCalc software
were used for statistical data processing.

Results: The IEF/AIB is a highly sensitive method with a limit of quantification of around 0.025 mg/L for FLC kappa and
0.25 mg/L for FLC lambda, in contrast to serum protein electrophoresis and immunofixation electrophoresis. \WWhen asses-
sing the methods on the basis of agreement of clinical interpretation, 100% agreement (k = 1.0) was achieved between
IMF and IEF/AIB methods for the detection of monoclonal free light chains in serum and 92.6% and 94.4% for the detec-
tion of monoclonal free light chains kappa and lambda in urine (x = 0.844 respectively 0.886). Comparing the results of
patients with a proven oligoclonal kappa and lambda free light chain profile by IMF with IEF/AIB, 75% respectively 68.8%
agreement was obtained (k = 0.215 respectively 0.076), indicating that the IEF/AIB method was able to detect monoclonal
serum free light chains in 25 % respectively 30.2 % of samples, which were misinterpreted as oligoclonal profiles by the
IMF method.

Conclusion: The method of isoelectric focusing followed by affinity immunoblotting is a highly sensitive method that can
detect the presence of monoclonal immunoglobulin when serum protein electrophoresis and immunofixation electropho-
resis are negative or distinguish between monoclonal and oligoclonal immunoglobulin free light chain profiles.

Keywords: monoclonal immunoglobulin, oligoclonal profile, serum protein electrophoresis, immunofixation electrophore-
sis, isoelectric focusing followed by affinity immunoblotting.
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Uvod

Laboratorni diagnostika monoklonalnich gamapatii
zahrnuje mimo jiné elektroforetické a imunofixacni me-
tody slouzici k prikazu, kvantifikaci a typizaci monoklo-
nalniho imunoglobulinu. Tyto metody jsou doplfiovany
o imunonefelometrické & imunoturbidimetrické stano-
veni koncentrace volnych lehkych fetézcl imunoglobu-
linl k (FLC kappa) a volnych lehkych fetézcl imunoglo-
bulind A (FLC lambda) a déle o vypocet poméru volnych
lehkych fetézcl kappa k volnym lehkym fetézclm lam-
bda, tzv. FLC ratio. Tyto metody umoziuji na zakladé
rozdilné citlivosti detekovat monoklonalni imunoglobulin
v rliznych stadiich onemocnéni a soucasné jsou vyuzi-
vany k monitorovani Uspésnosti terapie a samozfejmé
i relapsu choroby [1]. Nicméné se obCas setkame se
vzorky pacientll s negativnim nélezem na elektroforeo-
gramu ¢i imunofixaCni elektroforéze, ale mirné zvyse-
nym pomérem FLC ratio. Zde nastava otazka, zda toto
zvySeni souvisi s monoklondlni gamapatii nebo s po-
stizenim funkce ledvin, u nichz byly publikovany vyssi
hodnoty FLC ratio. Vysoce citlivou metodou umoznujici
odhalit monoklonalni povahu zvlasté volnych lehkych
fetézcl imunoglobulind se jevi izoelektricka fokusace
s naslednym afinitnim imunoblottingem.

Cilem této studie bylo posouzeni zakladnich ana-
lytickych charakteristik metody izoelektrické fokusace
S naslednym afinitnim imunoblottingem  (IEF/AIB)
k detekci monoklonélnich volnych lehkych fetézcl imu-
noglobulind, vzajemné porovnani s rutinné dostupny-
mi metodami a jeji vyuziti pfi rozliseni monoklonalniho,
resp. oligoklonalniho charakteru volnych lehkych fetéz-
¢l imunoglobuling.

Material a metody

Do studie bylo zarazeno celkem 94 vzork( séra
a moci pacientd z rdznych odbornych ambulanci Mo-
ravskoslezského kraje. Byly vytvoreny dva soubory pa-
cientll. Prvni skupinu tvorili pacienti s podezienim na
monoklonalni gamapatii nejasného vyznamu (MGUS)
a mnohocetny myelom (MM), u nichz byly imunofixac-
ni elektroforézou v séru & moci detekovany monoklo-
nalni volné lehkeé fetézce (FLC kappa &i FLC lambda).
Druhou skupinu tvofili pacienti s jiz diagnostikovanym
a léCenym MM, u nichz byl vysledek imunofixac-
ni elektroforézy uzavien jako oligoklonalni profil. Data
byla zpracovana se souhlasem etické komise cCislo
261/2024.

Volné lehké fetézce imunoglobulind byly detekovany
s wyuzitim elektroforézy sérovych proteint (Hydragel 30
B1-B2, kat. €. S-4144, SEBIA Czech republic, s. r. 0.)
a imunofixacni elektroforézy (HYDRAGEL 4 IF, kat. C.
S-4304; SEBIA, Czech republic, s. r. 0.) na analyzatoru
Hydrasys 2Scan Focusing. IEF/AIF (in house metoda)
byla provedena za pouziti pfistroje EDC Flatbed Pro-
fessional (Electrophoresis Development and Consul-
ting, Tdbingen, Némecko) na polyakrylamidovych ge-
lech. Afinitni imunoblotting byl realizovan tak, jak bylo
popsano drive [2] (Zeman et al., 2016).

Ke zpracovani naméfenych dat byl vyuzit program

MedCalc Statistical Software a MS Excel. Mez stano-
vitelnosti u dat namérenych pomoci nefelometrie a tur-
bidimetrie byla stanovena pfimym odeCtem z kalibracni
krivky. Shoda klinické interpretace vysledk( elektroforé-
zy, imunofixacni elektroforézy a izoelektrické fokusace
s naslednym afinitnim imunoblottingem byla vyhodno-
cena na zakladé kappa statistiky.

Vysledky

Meze detekce a stanovitelnosti pro jednotlivé meto-
dy jsou uvedeny v Tabulce 1. V pfipadé nefelometric-
kého a turbidimetrického stanoveni FLC kappa a FLC
lambda byly hodnoty meze stanovitelnosti vypodteny
piimou metodou z kalibraéni kfivky jednotlivych analytd.
V pfipadé elektroforézy bilkovin a imunofixace byla mez
detekce stanovena pomoci komer¢né dodané kontro-
ly Native Human Kappa Light Chain (kat. ¢. PHP280,
Bio-Rad, spol. sr. 0.). V pripadé této kontroly je nutné
vzit v potaz fakt, ze tato kontrola na rozdil od béznych
(pacientskych) vzork( postradala signal odpovidajic
polyklondlnim imunoglobulinim. Meze detekce a sta-
novitelnosti uvadéné vyrobci byly zjistény z pfibalovych
leték’ dodanych reagencif.

Vysledky porovnani rutinnich metod priikazu mono-
klonalnich imunoglobulind s vysoce citlivou metodou,
izoelektrickou fokusaci s naslednym afinitnim imuno-
blottingem, jsou uvedeny v Tabulce 2, obr. 1-4. Meto-
dou ELFO byl detekovan monoklondlni imunoglobulin
pouze u 50 % vzorkl séra a 42,6 % vzorkd moci. Me-
todou IEF/AIB byl naopak monoklonalni imunoglobulin
detekovan u 100 % vzorkd. Prikladem je obr. 1. V pi-
padé elektroforézy séra pacienta nebyl detekovan mo-
noklonalni imunoglobulin. Zaroven citlivéjsi metoda IMF
prokazala volné lehké fetézce lambda. Tyto vysledky
byly potvrzeny metodou IEF/AIB, ktera rovnéz proka-
zala pfitomnost FLC lambda a souc¢asné absenci FLC
kappa. Ve shodé s témito vysledky je pomér lehkych fe-
tézcl kappa a lambda (FLC ratio), ktery je ve prospéch
FLC lambda.

Prikladem, kdy m(Zeme pozorovat vysSsi citlivost
metody |EF/AIB oproti ELFO a IMF, je obr. 3. Negativni
nalez na ELFO modi. Soucasné byl v ramci IMF nalezen
dvojity gradient v zéné FLC lambda. Metodou IEF/AIB
byla pozorovana pozitivita FLC kappa i FLC lambda.
Metoda |EF/AIB diky své vyssi citlivosti tak detekovala
FLC kappa dfive, nez metoda ELFO a IMF.

Pri vyuziti vysoce citlivé metody IEF/AIB v rozhodo-
vani o monoklonalnim, resp. oligoklonalnim profilu pa-
cientl byl pozitivni vysledek prokézan u 44 z 96 testo-
vanych vzork(, coz odpovida priblizné 46 %. Vysledky
této analyzy jsou prehledné znazornény v Tabulce 3.

Vysledky kvalitativni analyzy byly porovnany na za-
kladé shody klinické interpretace kappa statistiky. Pri
porovnani vysledkd prikazu monoklondlnich volnych
lehkych Fetézcl metodami IMF a IEF/AIB bylo dosa-
zeno 100% shody, tedy vysledky pozitivni na IMF byly
pozitivni i na IEF/AIB, a naopak vysledky negativni na
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Table 1. Limit of detection and limit of quantification of selected methods used for the detection of monoclonal immunoglobulins.

e Limit of detection * and limit of quantification **
Diagnostic kit manufacturer's data ILM, DCB, UHO

ELFO*, 1 210-440 mg/L 100 mg/L

IMF *, 1 120-250 mg/L 50 mg/L
|IEF/AIB kappa *, 2 - 0.025 mg/L
|IEF/AIB lambda *, 2 - 0.25 mg/L
FLC kappa T ** 0.6 mg/L 2.88 mg/L
FLC lambda T ** 1.3 mg/L 8.98 mg/L
FLC kappa N ** 0.18 mg/L 0.025 mg/L
FLC lambda N ** 0.48 mg/L 0.238 mg/L

ELFO, electrophoresis of serum proteins; IMF, immunofixation electrophoresis; IEF/AIB, isoelectric focusing; FLC, free light chains; T,
turbidimetry; N, nephelometry; ', detection limit may vary depending on the location of the monoclonal component, the level of polyclonal
background in the gamma zone, and the dye used (amide black or acid violet); 2, in house method; *, limit of detection; **, limit of quantification;

ILM, Institute of Laboratory Medicine; DCB, Department of Clinical Biochemistry; UHO, University Hospital Ostrava

Table 2. Summary of results of qualitative analysis of monoclonal free light chains in serum and urine.

Biological sample ELFO (pos/neg)* IMF (pos/neg)* IEF/AIB (pos/neg)*
Serum (n = 40) 20/20 40/0 40/0
Urine (n = 54) 23/54 54/0 54/0

* pos, demonstration of monoclonal component; neg, monoclonal component not demonstrated
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Fig. 1: Results of serum testing. (A) negative result of electro-
phoretic detection; (B) immunofixation detection of free lambda
light chains (B); (C) negative finding on IEF/AIB for free kappa
light chains; (D) presence of free lambda light chains. Serum FLC
kappa 12.7 mg/L; serum FLC lambda 527.5 mg/L.
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Fig. 3: The result of the urinalysis. (A) negative result of electro-
phoretic detection; (B) immunofixation detection of free lambda
light chains (double gradient); (C) positive finding for IEF/AIB on
detection of free kappa light chains; (D) positive finding for IEF/
AIB on detection of free lambda light chains. CB (U) = 0.126 g/L.
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Fig. 2: The result of the urinalysis. (A) negative result of electro-
phoretic detection; (B) immunofixation detection of free kappa
light chains (double gradient); (C) positive finding for IEF/AIB on
detection of free kappa light chains; (D) negative finding for IEF/
AIB on detection of free lambda light chains.
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Fig. 4: The result of the urinalysis. (A) positive result on electro-
phoretic detection - paraprotein 0.15 g/L; (B) immunofixation
demonstrated free lambda light chains; (C) positive finding on
|IEF/AIB on detection of free kappa light chains; (D) positive fin-
ding on IEF/AIB on detection of free lambda light chains. CB (U)
=1.904 g/L.
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Table 3. Summary of results of qualitative analysis of oligoclonal profiles in serum.

Biological sample ELFO (pos/neg)

IMF (pos/neg) IEF/AIB (pos/neg)

Serum (n = 96) 0/96

0/96 44/96

IMF byly negativni i na IEF/AIB (x = 1,0). Stejnych zaveérd
bylo dosazeno srovnanim vysledk( prikazu monoklo-
nalnich volnych lehkych fetézc lambda metodami IMF
a I[EF/AIB (x = 1,0). Srovnanim monoklonalnich volnych
lehkych Fetézcl kappa, resp. lambda v moci metodami
IMF a IEF/AIB bylo dosazeno 92,6%, resp. 94,4% sho-
dy, tedy vysledky pozitivni na IMF byly pozitivni i na IEF/
AIB, nicméné néekteré vysledky negativni na IMF byly
pozitivni na |EF/AIB (x = 0,844, resp. 0,886). Shoda
mezi vysledky ziskanymi imunofixacni elektroforézou
séra/moci a izoelektrickou fokusaci ukazuje, ze v pfi-
padé monoklonalnich profill jsou obé metody v ramci
vyhodnoceni shodné.

Srovnanim vysledk( pacientll s prokazanym oligo-
klonalnim profilem volnych lehkych fetézcl kappa, resp.
lambda metodou IMF s IEF/AIB bylo ziskano 75%,
resp. 68,8% shody (x = 0,215, resp. 0,076). | pfesto, ze
vysledky kappa statistiky hovoli o nizké shodé téchto
dvou metod, Ize fici, ze diky vyuziti vysoce citlivé me-
tody IEF/AIB se podafilo u 25 %, resp. 30,2 % vzorkd
prokazat monoklonalni volné lehké fetézce v séru, které
metodou IMF byly chybné interpretovany jako oligoklo-
nalni profily.

Diskuse

V této studii byly ovérfovany meze detekce a meze
stanovitelnosti metod uzivanych v ramci diagnostiky
monoklondlnich gamapatii. Pomoci komercnich kon-
trolnich materidll byla verifikovana mez detekce mo-
noklonalnich lehkych fetézcl kappa metodou ELFO
(100 mg/L) a IMF (50 mg/L). VWyrobce stanovil mez
detekce pro ELFO v rozmezi 210-440 mg/L a IMF
120-250 mg/L. Mozna pficina nami zjisténych nizsich
hodnot mezi detekce oproti firemnim Udajim mdze
souviset s odlisnym spektrem testovanych proteind ve
vzorku. Metoda IEF/AIB je in-house metoda vyvinuta
a optimalizovana v nasi laboratofi a jeji mez detekce se
podle naSich zjisténi pohybuje okolo 0,025 mg/L pro
FLC kappa a 0,25 mg/L pro FLC lambda. Ve srovnani
s metodami ELFO a IMF je metoda IEF/AIB nejcitlivejsi
metodou priikazu monoklondlni komponenty. Vysokou
citivost pro prikaz monoklondiniho imunoglobulinu
ma také kvantitativni stanoveni FLC a z néj vypocita-
ny FLC ratio. Podobné vysledky popsal ve své praci
z roku 2023 i Zeman a kol. [3], ktery rovnéz testoval
IEF/AIB jakoZzto citlivejs$i metodu prikazu monoklonal-
niho imunoglobulinu. V ramci jejich prace byl stanoven
detekeni limit pro FLC kappa v rozmezi 0,05-0,1 mg/L
a pro FLC lambda 0,1-0,2 mg/L. Z praktickych zkuse-
nosti vyplyva, ze fada klinickych pracovnikd nemysli na
monoklonalni gamapatie a neindikuje stanoveni ELFO
a pfipadné IMF ¢&i stanoveni FLC dostatecné casto.
Misto toho pacienti pfichazeji s dlouhotrvajicimi bolest-
mi zad na neurologickou Kliniku, kde je jim proveden
paralelngé odbér mozkomisniho moku a vzorku séra,

v némz je touto vysoce citlivou metodou odhalena pfi-
tomnost monoklonalniho imunoglobulinu, a to jiz vetsi-
nou v pokrocilé fazi onemocnéni.

VSechny vySe zminéné metody jsou vyuzivany za
Ucelem priikazu monoklonalniho imunoglobulinu, pfi-
emz elektroforézu sérovych bilkovin miZzeme oznadit
za screeningovou, levnou, rychlou a vSude dostup-
nou metodu. Naklady na vySetfeni séra elektroforézou
¢ini zhruba 68 K¢ (v zavislosti na hodnoté bodu). Mez
detekce v rozmezi 210-440 mg/L umoziuje vCasné
zachyceni monoklonalniho imunoglobulinu jak v séru,
tak v modi (nativni &i zahusténé). Zminované elektrofo-
retické metody byly provadény v usporadani na gelu.
Nicméné existuje i mozna alternativa, kapilarni elektro-
foréza, ktera je v naSich laboratofich taktéz vyuziva-
na jako vysoce efektivni metoda. Na rozdil od gelové
elektroforézy vynika svou rychlosti, uc¢innou separaci
a eliminuje mozné chyby zplsobené barvenim a den-
zitometrickym hodnocenim. Tato alternativa vSak i pfes
dostupné diagnostické soupravy neni pouzivana v pfi-
padé imunofixacni elektroforézy. Zde je preferovana
metoda na gelu s citlivosti 120-250 mg/L v zavislosti
na umisténi monoklonalni komponenty, drovné polyklo-
nalniho pozadi v gama zéné a pouzité barvicce (ami-
docern &i kysela violet) podobné jako u elektroforézy
sérovych proteind. Tudiz monoklonalni imunoglobuliny,
které uniknou pfi detekci elektroforézou sérovych bilko-
vin, jsou zachyceny imunofixacni elektroforézou. Prefe-
rence imunofixaéni elektroforézy na gelu pred kapilarni
elektroforézou je dlsledkem nedostupnosti antisér proti
tézkym fetézclim & a €, soucasné volnym lehkym fetéz-
clim kappa a lambda pro kapilarni elektroforézu. Vyuziti
kapilarni elektroforézy je navic pro stanoveni monoklo-
nalni komponenty v moci velmi obtizné a pracné.

Treti metodou, ktera dnes jiz patii do portfolia me-
tod vyuzivanych jako screeningoveé testy pfi podezieni
na mnohodetny myelom a testy, které mohou potvrdit
diagndzu, je stanoveni volnych lehkych fetézcl [4]. Tato
metoda ma oproti ELFO a IMF mnohem vySSi analytic-
kou senzitivitu, nicméné ani tuto metodu neni mozné
vyuzivat napr. pfi monitorovani minimalni residualni cho-
roby. Tam je zapotrebi jesté mnohem citlivéjSich metod,
napr. pritokové cytometrie i hmotnosti spektrometrie.

Cilem této prace bylo posouzeni analytické senzi-
tivity metody IEF/AIB, ktera je rutinné vyuzivana v pri-
kazu oligoklondlnich volnych lehkych fetézcl v ramci
likvorové diagnostiky roztrouSené sklerézy. Metoda se
osveédCila, jeji mez stanovitelnosti se pohybuje oko-
lo 0,025-0,25 mg/L (dle typu stanovovanych fetézc()
a umoznuje zachytit a rozlisit polyklonalni, oligoklonalni
a monoklondlni profily imunoglobulind, zviasté lehkych
fetézcl. Jednou z nevyhod této metody ve srovnani
s metodami ELFO, IMF a FLC je nemoznost kvantifi-
kace monoklondlni komponenty, resp. v tomto oka-
mziku zatim neni k dispozici zadny software, ktery by
to umoznil. Vysledky této metody mohou byt vydava-
ny pouze jako pozitivni/negativni, eventualngé Ize vyu-
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zit semikvantitativni hodnoceni (+, ++, +++). Takovéto
hodnoceni je bohuzel méné vhodné pro sledovani dy-
namiky v Case a rovnéz jej nelze vyuzit ke studiu klinic-
ko-laboratornich korelaci. Proti metodé hovofi rovnéz
i vySSi cena. Ta se pohybuje v zavislosti na hodnoté
bodu okolo 2 630 K& pro jeden typ lehkého fetézce.
Naopak vyhodou této metody je malé mnozstvi vzorku
potfebné k analyze, jen 20 pL, na rozdil od tria ELFO/
IMF/FLC, kde se potrfebny objem dohromady pohybuje
okolo 400 pL. Rovnéz doba analyzy hovofi spiSe proti
metodé IEF/AIB. Samotna metoda trva zhruba 1,5 dne
(1. den priprava vzorkd a membran, 2. den izoelektricka
fokusace, afinitni imunoblotting a vyhodnoceni). Ode-
zva metody je cca dva tydny v zavislosti na poctu pfija-
tych vzorkd (metoda je nastavena k vySetfeni 18 vzorkd
v jednom béhu). Cely tento proces by se dal znadné
zefektivnit modernizaci postupu, respektive automati-
zaci. Je nutné zddraznit, ze predmeétem této prace byla
pouze IEF/AIB lehkych fetézcl kappa a lambda. Pro
stanoveni monoklonalniho imunoglobulinu nam vsak
nestaci védét, ze je pacient pozitivni v této oblasti. Pro
identifikaci téZkych fetézcl imunoglobulind by bylo nut-
né provést IEF/AIB také s antiséry proti tézkym fetéz-
clm a, u, y, & a . Takovéto vySetfeni by se znacné
prodlouzilo, ale i prodrazilo. Vyuziti této metody ma své
opodstatnéni napfiklad u pacientll s podezienim na
monoklondlni gamapatie, kde ostatni metody selhaly
a poskytly negativni vysledek. Zaroven by budoucnost
této metody mohla byt pravé v diagnostice pacientd
v preklinickém stadiu. Brzké zachyceni a v€asna IéCba
maji jednoznacné pozitivni vliv na Uspésné léceni této
choroby. Vliv véku na median preziti byl zkouman jiz
v roce 2008. Studie na vice nez 10 000 pacientech pro-
kazala pozitivni vliv nizsiho véku pfi diagnostice a 1éCbé
mnohocetného myelomu [5].

Daldi moznost vyuziti této metody je u pacientd po
autologni transplantaci kmenovych bunék a déle pa-
cientll 1é¢enych nékterymi imunomodulaénimi léky (le-
nalidomid) &i konvencni cytotoxickou terapii. U téchto
pacientd je ¢asto na elektroforéze popisovana migracéni
mikroheterogenita gama-frakce, na imunofixaéni elek-
troforéze oligoklondlni profil (2 a vice past v jednotli-
vych imunofixanich stopéach), ktery mize napovidat
o Uspésnosti l1éCby, obnové produkce imunoglobulind
bez znamek negativniho klinického vyznamu a relapsu
onemocnéni [6]. Metoda IEF/AIB nam diky své vysoké
citlivosti miiZze v téchto pfipadech tyto domnénky po-
tvrdit, &i vyvratit.

Falesné pozitivni vysledky mohou byt popsany také
u pacientd, jimz je terapeuticky podavana monoklonaini
protilatka, ktera vytvafi na imunofixaci dojem, ze pa-
cient produkuje monoklonalni imunoglobulin typu IgG
kappa [7]. K rozliseni monoklonalni protilatky uzivané
terapeuticky, napfiklad daratumumabu, od monoklo-
nalniho imunoglobulinu produkovaného pacientem,
je dnes vyuzivana imunofixaéni elektroforéza s antisé-
ry proti daratumumabu. Moznou alternativou by opét
mohla byt metoda izoelektrické fokusace. Dalsi moz-
nosti je také vyuziti systému hmotnostni spektrometrie
MALDI-TOF. Tato metoda ma navic vy3si analytickou
senzitivitu pro detekci monoklonalniho imunoglobulinu
nez elektroforéza a imunofixace [8].

Zaver

Metoda izoelektrické fokusace s naslednym afi-
nitnim imunoblottingem je vysoce senzitivni metoda
umoznuijici odhalit pritomny monoklondlni imunoglo-
bulin pfi negativité elektroforézy sérovych protein(
a imunofixacni elektroforézy. Diky své vysoké senzitivité
by mohla tato metoda byt vyuzivana pfi podezieni na
pritomnost monoklonalniho imunoglobulinu, ktery jes-
té neni detekovatelny pomoci rutinné dostupnych me-
tod (ELFO, IMF, FLC ratio). Sou¢asné je mozné ji vyuzit
k odliseni oligoklonalnich a monoklonalnich volnych leh-
kych fetézcl. V budoucnu by své uplatnéni mohla najit
také u pacientl po autologni transplantaci kmenovych
bunék, pacientl lécenych nékterymi imunomodulaéni-
mi léky Ci konvencni cytotoxickou terapil anebo u pa-
cient 1é¢enych monoklonalnimi protilatkami.
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