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SOUHRN

Cil studie: Vyhodnotit vysledky kontrolniho cyklu SEKK ,Gamapatie®, ktery hodnoti uspésnost klinickych laboratofi pfi
uréeni typu monoklonalnich imunoglobulind, za léta 1996—2005.

Typ studie: Studie v prehledu uvadi vysledky dvaceti kontrolnich cykll ,Gamapatie“ v pribéhu deseti let. Kontrolni cykly
jsou organizovany 2krat ro¢né.

Material a metody: Pacienti pro odbér vzorkl pro jednotlivé kontrolni cykly SEKK ,Gamapatie“ jsou vytipovani v ram-
ci bézné diagnostiky ve Fakultni nemocnici v Hradci Kralové. Plazma je po centrifugaci a po konzervaci azidem
sodnym uchovavana do terminu kontrolniho cyklu pfi -30 °C. Pro udéleni certifikatu je vyzadovana spravna typizace
paraproteinu v obou kontrolnich vzorcich, A i B (plazma, sérum nebo moc¢). Nepovinnym krokem je uréeni koncent-
race paraproteind.

Vysledky: Pocet zUcastnénych laboratofi postupné nartstal z 26 v r. 1996 na 79 v r. 2005 (6 ze Slovenska). K typizaci
paraproteinu vétSina laboratofi pouziva imunofixa¢ni elektroforézu, v r. 2005 jiz jen jedna laboratof pouZila imuno-
elektroforézu. Uspédnost typizace v prvnich 3 cyklech byla asi 70% a v r. 2005 dosahla az 96 %. Vyjimkou byl cyklus
GP1/02 se vzorkem s pomérné vzacnym paraproteinem IgD-lambda, kdy Uspésnost laboratofi byla jen 38%. Celkem
4krat byl rozeslan vzorek plazmy bez paraproteinu a vzdy nékolik laboratofi chybné identifikovalo fibrinogen jako
paraprotein. V cyklu GP1/03 byly pouzity vzorky s nizkymi koncentracemi paraproteinu v séru (1,46 g/l) a v moci (0,113 g/l)
s velmi dobrym vysledkem 89 % spravnych typizaci. V cyklu GP2/03 byly naopak rozeslany vzorky s extrémnimi
koncentracemi paraproteini (57,8 g/l u IgM-kappa a 42,2 g/l u IgG-lambda) také s UspéSnosti 89 %. Postupné se
zlepsuje i stanoveni koncentrace paraprotein(l, kterého se dobrovolné Ucastni v priméru 68 % laboratofi.

Zaver: Vlysledky kontrolniho cyklu ,Gamapatie“ za poslednich deset let potvrdily uzite€nost a opravnénost zavedeni
tohoto kontrolniho cyklu do systému externi kontroly laboratofi SEKK. Tento kontrolni cyklus vyrazné prispiva ke zkvalitné-
ni prikazu a ¢astecné i kvantifikace monoklonalnich imunoglobulint v €eskych i slovenskych klinickych laboratofich.
Klicova slova: monoklonalni imunoglobulin, paraprotein, externi kontrola kvality, gamapatie.

SUMMARY

Tichy M., Budina M., Andrys C. et al.: Evaluation of the Czech External Quality Assessment System of monoclonal
immunoglobulin in the period of 1996-2005

Objective: To analyse the results of the ,Gammopathies” control system which evaluate a successfulness of clinical
laboratories in determination of a type of monoclonal immunoglobulins during the period of 1996—2005.

Design: The study gives a survey of the results of twenty ,Gammopathies” control cycles during the period of ten years.
The control cycles are organized twice a year.

Material and Methods: Patients for blood taking samples in the control cycles are selected in the course of a routine
diagnostics in the University Hospital, Hradec Kralové. After centrifugation, the plasma is storaged at -30 °C. A correct
typing of paraprotein in both control samples A and B (plasma,serum or urine) is required for conformation of a certifi-
cate. The determination of paraprotein concentration is an optional step.

Results: The number of participated laboratories gradually increased from 26 in the year 1996 to 79 in the year 2005
(6 from Slovakia). For typing of paraproteins, immunofixation electrophoresis is applied in most laboratories. Only one
laboratory in the Czech Republic used immunoelectrophoresis in the year 2005.A success of typing in the first 3 cycles
was around 70% and in the year 2005 reached 96%. The exception was the cycle GP1/02 with relatively rare parapro-
tein IgD-lambda sample when laboratories succeeded only in 38%.The samples of plasma without paraprotein were
sent four times and several laboratories always made a wrong identification of fibrinogen like paraprotein.

In the cycle GP1/03, the samples with low concentrations of paraprotein in blood serum (1.46 g/l) and in urine (0.113 g/l)
were used with very good results (89%). On the contrary, the samples with extreme concentrations of paraproteins (57.8
g/l for IgM-kappa and 42.2 g/l for IgG-lambda) were distributed in the cycle GP2/03 also with the efficiency of 89%.
Determination of paraprotein concentrations has been also improving gradually. This determination is voluntary and on
average 68% of laboratories take part in there.

Conclusion: The results of ,Gammopathies® control system confirmed usefulness and validity of implementation of this
cycle into the national external quality assessment system ,SEKK". The Czech national external quality assessment of
monoclonal immunoglobulin markedly contributes to enhancing a quality of determination and partially to a quantifica-
tion of monoclonal immunoglobulins as well.
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Uvod

Monoklonalni gamapatie (MG), nazyvané také pa-
raproteinémie nebo dysproteinémie, jsou skupinou one-
mocnéni, ktera je charakterizovana proliferaci jednoho
nebo vice klond B lymfocytl produkujicich imunologicky
homogenni imonoglobulin, nazyvany paraprotein nebo
monoklonalni imunoglobulin [3, 7]. Tento M-protein je
tvofen bud kompletni imunoglobulinovou molekulou, ne-
bo jen monoklonalnimi lehkymi imunoglobulinovymi fe-
tézci €i (velmi vzacné) jen monoklonalnimi fetézci téz-
kymi. Monoklonalni gamapatie jsou velmi heterogenni
skupinou onemocnéni [2, 9, 11], které Ize v podstaté
rozdélit do dvou velkych skupin — na maligni monoklo-
nalni gamapatie (MMG) a monoklonalni gamapatie ne-
jasného vyznamu (MGUS). NejcastéjSi a nejzavaznéj-
$i MG vUbec je mnohocetny myelom, ktery predstavu-
je asi 1 % v8ech malignit a 10—15 % malignit hemato-
logickych [7, 8].

Paraprotein (M-protein) je tumorovy marker speci-
ficky pro MG, ktery reflektuje klonalni produkci imu-
noglobulinu. Jde o nejstarsi tumorovy marker, ktery byl
popsan Bence Jonesem jiz v r. 1847. Pro zavaznost
jeho prikazu, zejména u MMG, bylo pred 10 lety roz-
hodnuto zafadit jeho stanoveni do systému externi kon-
troly kvality SEKK.

Metodika

Prvni kontrolni cyklus ,Gamapatie“ probéhl v tnoru
1996. Od té doby jsou tyto kontrolni cykly organizova-
ny 2krat roéné SEKK, s. r. 0. Kontrolni vzorky jsou pfi-
pravovany v laboratofich Ustavu klinické biochemie
a diagnostiky LF UK a FN Hradec Kralové a v labora-
tofich Ustavu klinické imunologie a alergologie LF UK
a FN Hradci Kralové. Pacienti na odbér vzorkuU pro jed-
notlivé kontrolni cykly SEKK ,Gamapatie” jsou vytipo-
vani v ramci bézné diagnostiky provadéné v laboratofi.
Vytipovany pacient je po domluvé s oSetfujicim Iéka-
fem seznamen s odbérem krve 50—100 ml nebo s po-
uzitim vzorku, ktery je ziskan pfi terapeutické plazma-
feréze. Dale je mu nabidnuta odména za tento odbér.
Pokud nemocny s odbérem souhlasi, je mu v dohodnu-
tém terminu odbér krve proveden. Po centrifugaci jsou
ziskana plazma nebo sérum rozdéleny na dvé ¢asti.
Prvni ¢ast o objemu asi 2 ml je vyuzita pro pfedbézné
ovéfovaci analyzy, druha ¢ast o vétsim objemu, ktera
predstavuje zbytek vzorku, je stazena do vhodné, dobfe
uzaviratelné nadobky. Kontrolni vzorek je chranén pred
bakterialni kontaminaci pfidanim azidu sodného tak, aby
vysledna koncentrace azidu sodného byla 0,01 %.Vzo-
rek je uchovavan pfi -30 °C az do data kontrolniho cyk-
lu. Kontrolni vzorek je vzdy testovan na tyto infekéni
markery: HbsAg, protilatky proti Treponema pallidum,
anti-HIV 1,2 a p24 Ag a anti-VHC. Vzorky jsou rozesi-
lany laboratofim pfihlaSenym do pfislusného kontrolni-
ho cyklu s poZzadavkem prikazu nebo vylouéeni pfi-
tomnosti paraproteinu a s pozadavkem jeho typizace
—ur€eni imunoglobulinové tfidy paraproteinu a antigenni-
ho typu lehkych fetézcl. Spinéni tohoto pozadavku je

nezbytné pro udéleni certifikatu. Nepovinné je pak urce-
ni koncentrace paraproteinu z denzitometrického zazna-
mu elektroforézy nebo z kfivky kapilarni elektroforézy.

Vysledky

Vysledky vSech deseti dosud probéhlych kontrol-
nich cykld ,Gamapatie” jsou uvedeny v tabulce 1. Prv-
ni dva cykly v r. 1996 byly charakterizovany malym po¢-
tem zuc¢astnénych laboratofi a pomérné nizkou Uspés-
nosti (69%). K typizaci paraproteinu pouzila jiz vétSina
laboratofi imunofixaci, ale v prvnim cyklu 6 laboratofi
a ve druhém cyklu 4 laboratofe pouzily jesté imunoe-
lektroforézu. V kvantifikaci paraproteint u obou cykll
uspélo jen kolem 20 % laboratofi. Pfi typizaci vzorku
plazmy bez paraproteinu v cyklu 92/97 urcilo mylIné fibri-
nogen jako paraprotein 7 laboratofi. V obou cyklech
r. 1998 se zvySila Uspésnost jak pfi typizaci (na asi
90 %), tak i pfi kvantifikaci (az na 54 %). Od r. 1999
proto zacaly byt udélovany za Uspésnou typizaci pa-
raproteinu v obou vzorcich (A i B) certifikaty. Typizace
v 1.1999 probéhla v obou cyklech Uspésné a ureni kon-
centrace paraproteinll zaznamenalo podstatné zlepSe-
ni na 56 %, respektive 74 %.V r. 2000 byla uspésnost
v kvantifikaci velmi dobra, v obou cyklech kolem 70 %.
V r.2001, v prvnim cyklu u negativniho vzorku plazmy,
7 laboratofi (10 %) uvedlo pfitomnost paraproteinu.
V r. 2002 byl v cyklu GP1/02 zaslan vzorek s parapro-
teinem IgD-lambda, ktery Uspésné urcilo nejméné la-
boratofi za celou dobu konani kontrolniho cyklu ,Ga-
mapatie®, tj. 38 %. V cyklu GP1/03 byly pouzity vzorky
s nizkymi koncentracemi paraproteinu, coz se projevi-
lo zejména pfi kvantifikaci, kdy bylo uspéSnych jen
31 % laboratofi. V cyklu GP2/03, kdy $lo o paraprotei-
ny s vysokou koncentraci, byla kvantifikace velmi
Usp&dna (94%). Uspédné byly i dalsi cykly v r. 2004
a 2005 — jak v typizaci, tak i v ur€eni koncentrace pa-
raprotein(i.

Diskuse

Suverénni metodou pro uréeni typu monoklonalnich
imunoglobulinh byla vice nez 30 let imunoelektroforé-
za.Tato metoda byla pomérné naro¢na jak na provede-
ni, tak i na vyhodnoceni. Pfed 10-12 lety zacala byt do
nasich klinickych laboratofi zavadéna imunofixaéni
elektroforéza. Tato metoda je oproti imunoelektroforéze
jednodussi na provedeni, odecteni vysledku a ma mno-
dndim u imunoelektroforézy). Zatimco z uvedenych du-
vodu imunoelektroforézu provadélo v Ceské republice
jen pomeérné malo laboratofi, imunofixaci rychle zaved-
la cela fada laboratofi. | kdyz jde o metodu pomérné
jednoduchou, prece jen vyzaduje znaénou zkuSenost
jak provadeéjiciho, tak hodnoticiho pracovnika. Metoda
ma Cetna uskali a zejména pro laboratore, které vySet-
fuji pomoci imunofixace jen nékolik vzork(i za mésic,
mUZe byt zdrojem chybnych nebo nepfesnych vysled-
kd [4, 5, 10]. Z téchto dlvod( a z divodl postupné
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Table1. The Czech National External Quality Assessment of Monoclonal Immunoglobulin in the Period of 1996—2005

Year Survey Number of Sample Qualitative determination Quantitative determination
Laboratories Paraprotein Successful[%] | Concentration[g/l] | Successful[%]
1996 82/96 29 A Plasma IgG-lambda 76 21.5 23
B Urine free kappa 0.4
83/96 26 A Plasma IgM-kappa 69 37.9 21
B Urine free kappa 2.66
1997 92/97 40 A Plasma Negative 70 - 33
B Urine free kappa 0.22
93/97 39 A Plasma IgG-lambda 90 48.5 40
B Urine free kappa 7.67
1998 096/98 57 A Plasma free kappa 88 8.05 40
B Urine free kappa 0.978
097/98 49 A Plasma IgM-lambda 86 33.8 54
B Urine free kappa 1.46
1999 GP1/99 59 A Plasma Negative 95 - 56
B Plasma IgA-kappa 53.7
GP2/99 54 A Plasma IgG-lambda 91 16.30 74
B Urine IgG-lambda 1.28
2000 GP1/00 72 A Plasma IgG-lambda 90 49.2 72
B Urine free kappa 1.04
GP2/00 53 A Plasma IgM-kappa 96 35.6 68
B Urine free kappa 2.14
2001 GP1/01 70 A Plasma Negative 86 - 45
B Urine free lambda 0.828
GP2/01 60 A Plasma IgG-lambda 95 45.2 54
B Urine IgG-lambda 0.844
2002 GP1/02 73 A Plasma IgD-lambda 38 3.30 75
B Urine free lambda 0.689
GP2/02 61 A Plasma IgM-kappa 93 58.5 55
B Urine free lambda 6.06
2003 GP1/03 78 A Plasma IgG-lambda 89 1.46 31
B Urine free lambda 0.113
GP2/03 64 A Plasma IgM—kappa 89 57.80 94
B Plasma IgG-lambda 42.20
2004 GP1/04 79 A Plasma IgG-kappa 92 30.7 96
B Plasma IgG-lambda 42.3
GP2/04 66 A Plasma Negative 91 - 60
B Plasma IgM-lamda 62.3
free lambda 1.15
IgA-kappa 2.38
2005 GP1/05 79 A Plasma IgG-lambda 91 1.98 75
B Plasma IgM-kappa 14.20 87
GP2/05 66 A Plasma IgG-kappa 96 23.2 100
B Urine free kappa 1.84 69

standardizace laboratofi byl pfed 10 lety zafazen do
kontrolniho systému SEKK kontrolIni cyklus ,Gama-
patie“. Zajem laboratofi o tento kontrolni cyklus po-
stupné narustal a z plivodnich 26 se v sou¢asnosti
ucast pohybuje kolem 80 laboratofi. Jako kontrolni ma-
terial jsou rozesilany jak vzorky plazmy a séra, tak
i moci, protozZe typizace paraproteini v moc¢i ma sva
specifika. Koncentraci bilkoviny v modi je ¢asto nut-
né upravit bud zahusténim, nebo nafedénim vzorku
na vyslednych 1,5-2,0 g/l. Snaha je také zaradit do
kontrolniho systému pokud mozno vSechny typy pa-
raproteind. Zatim se jednalo o paraproteiny IgG-kap-
pa, lgG-lambda, IgA-kappa, IgM-kappa, IgM-lambda,
IgD-lambda, kappa free a lambda free. Nékolikrat byl

zafazen vzorek plazmy bez paraproteinu, a pfesto
vzdy ¢ast laboratofi uvedla chybnou typizaci gradientu
fibrinogenu a oznadila ho za paraprotein. Koncentrace
paraprotein( ve vzorcich plazmy kolisala od 62,3 g/l
(GP2/04, B) az po hodnotu 1,46 g/l (GP1/03, A).
U vzorku GP2/04 B byl jako spravna typizace hodno-
cen prlikaz pfitomnosti pfevladajiciho paraproteinu
IgM-lambda. Velmi obtizny byl vzorek GP1/02 A, kte-
ry byl od nemocného mnoho&etnym myelomem s pa-
raproteinem IgD-lambda + free lambda. Spravné typi-
zovalo tento vzorek 19 laboratofi ze 73 zu¢astnénych
a dalSich 9 laboratofi uvedlo, ze v takovémto pfipadé
(pfi prikazu jen monoklonalnich lehkych fetézct imu-
noglobulind) vzorek odesilaji do jiné laboratofe k imu-
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nofixaci s antiséry proti IgD a IgE. U vSech téchto 28
laboratofi (38 %) byla odpovéd uznana za spravnou.
Timto vzorkem jsme také chtéli upozornit na proble-
matiku prikazu myelomu IgD, protoze se na jejich vy-
skyt obecné malo mysli. Vzorky A a B z cyklu GP1/03
respektovaly pozadavek Americké asociace klinickych
patologU, ktera doporucuje do kontrolniho systému ob-
Cas zaradit vzorky s koncentraci paraproteinu na hra-
nici stanovitelnosti [4]. V plazmé jsou to koncentrace
paraproteinu kolem 1 g/l a v mo¢i na hranici normalni
proteinurie, tj. kolem 0,15 g/I. Tato kontrola dopadla vel-
mi dobre, protoze vyhovélo témér 90 % zucastnénych
laboratofi. Nepovinnym krokem kontroly gamapatie je
uréeni koncentrace paraprotein(. Tyto vysledky v prd-
méru zasilaji 2/3 laboratofi (asi 68 %) a i v této velmi
obtizné oblasti pro standardizaci dochazi k neustalé-
mu zlepSovani vysledk(l a vétsi srovnatelnosti labora-
tofi [12]. Stanoveni koncentrace paraproteint v plazmé
je provazeno fadou faktort [6], které tyto vysledky mo-
hou vyznamné ovlivnit (subjektivni hodnoceni M-gra-
dientu, pouzity typ denzitometru, pouziti kapilarni
elektroforézy, pfekryvani s ostatnimi proteiny plazmy
apod.). Jesté obtiznéjsi je kvantifikace paraproteinu
v modi, kde je vysledek ovlivnén predevsim pouzitou
metodou na kvantifikaci proteinurie. | tak je tato nepo-
vinna ¢ast kontrolniho cyklu ,Gamapatie uzite¢na, pro-
toze se podafilo u zucastnénych laboratofi zlepsSit
Uspésnost z plvodnich 21 % na soucasnych 70-90 %.

Castecné miizeme porovnat nas kontrolni systém
~-Gamapatie”s francouzskym ,National External Quali-
ty Assessment of Monoclonal Immunoglobulin®. Tento
cyklus bézi ve Francii od r. 2001 a je pfi ném rozesilan
jednou za rok jeden vzorek séra [1]. Od r. 2004 je orga-
nizovan spole¢né se Scientific Institute of Public Heal-
th (Belgie). Referen¢nimi laboratofemi pro tuto kontrolu
je 6 francouzskych univerzitnich laboratofi. Vzorky jsou
ziskavany z terapeutickych plazmaferéz. Pocet labo-
ratofi, které se zucastnily prvniho cyklu v r. 2001, byl
ve Francii 1118 a v r. 2004 ve Francii 1423 a v Belgii
152 laboratofi. Zajimavy je pfehled metodik pro typiza-
ci paraproteint v r. 2004. Ve Francii pouzilo imunofixaci
95,8 %, imunoelektroforézu 2,6 % a kapilarni elektro-
forézu 1,5 % laboratofi. V Belgii imunofixaci pouzilo
80,6 %, imunoelektroforézu 3,9 % a kapilarni elektro-
forézu 15,5 % laboratofi. Kontrolni cyklus byl zahajen
ve Francii v r. 2001 velmi obtiznym vzorkem s parapro-
teinem IgD-lambda a tomu odpovidala i Uspésnost
34,9 % laboratofi, ktera je velmi podobna naSemu cyk-
lu GP1/02 — 38 %.V dalSich letech byly rozeslany vzor-
ky s paraproteiny: v r.2002 IgA-kappa, r. 2003 IgM-lamb-
da avr. 2004 znovu IgM-lambda. Uspé&$nost byla
96,6%, 90,9% a 96,3% a je velmi podobna Uspésnosti
nasich laboratofi pfi typizaci paraproteint v poslednich
dvou letech. U nas v r. 2005 jiz imunoelektroforézu po-
uzila jen 1 laboratof, vSechny ostatni provadéji imuno-
fixacni elektroforézu.

Pfedlozené vysledky kontrolniho cyklu ,Gamapa-
tie“ za poslednich deset let potvrdily uziteCnost a oprav-

nénost zavedeni tohoto cyklu. Tento kontrolni cyklus
vyrazné prispél ke zkvalitnéni prikazu a ¢aste¢né
i kvantifikace monoklonalnich imunoglobulinli v ¢eskych
i slovenskych (6 laboratofi) klinickych laboratofich.
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