Trans zlom 3

30.10.2006 9:44 Strénka 174 e j} .

Standardizace biochemickych laboratornich vySetreni
u mnohocetného myelomu
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I11. interni klinika — Oddéleni klinické hematologie, LF UK a FN, Hradec Kralové, 2Ceska myelomova skupina, 3Ustav kli-
nické biochemie a diagnostiky LF UK a FN, Hradec Kralové, 4Interni hematoonkologicka klinika FN a LF MU, Brno —
Bohunice, 30ddéleni klinické biochemie a hematologie FN, Brno — Bohunice, 6Ustav klinické biochemie a laboratorni dia-
gnostiky, VEN Praha, 7Ustav biochemie a pathobiochemie, FN-KV, Praha, 80ddgleni klinické biochemie, FN Olomouc,
9Ustav klinické biochemie a hematologie LF UK a FN Plzeti.

Souhrn

Cil studie: Standardizovat biochemicka vySetfeni v séru nemocnych mnohocetnym myelomem v souvislosti se
zavedenim nového mezinarodniho prognostického indexu, ktery vyuziva jen dva laboratorni ukazatele, albumin
a beta-2 mikroglobulin. Typ studie: Studie porovnava vysledky albuminu, beta-2 mikroglobulinu a ¢aste¢né
i koncentrace paraproteinu ze Sesti hlavnich spolupracujicich center v ramci Ceské myelomové skupiny, ktera
koordinuje 1é¢bu nemocnych mnohoéetnym myelomem v CR, za i¢elem harmonizace téchto vySetieni. Materidl
a metody: K provedeni studie byly vybrany laboratore fakultnich nemocnic — VFN Praha, Praha Vinohrady, FN
Hradec Kralové, FN Olomouc, FN Brno-Bohunice a FN Plzen. Kazdy ze zasilanych vzorki sér byl rozdélen na
6 stejnych dili a zmrazen pri -80 °C. Transport vzorki do jednotlivych laboratori byl proveden v chlazeném
boxu a vzorky byly predany k uchovani pri nejméné -70 °C do dne stanoveni. Cely projekt trval dva roky
(2003-2005) a byl rozdélen na tfi etapy. V prvni etapé byl standardizovan albumin (metoda s bromkrezolovou
zeleni) a byla zjisténa nevhodnost stanoveni beta-2 mikroglobulinu metodou RIA pro nesrovnatelnost ziskanych
vysledku s ostatnimi metodami. Ve druhé etapé bylo standardizovano stanoveni beta-2 mikroglobulinu, ale pro
technické zavady nebylo mozZné vzorky pouZit na stanoveni koncentrace paraproteint. Ve treti etapé bylo roze-
slano 12 vzorki sér vidy s jednim monoklonalnim imunoglobulinem ke stanoveni jeho koncentrace. Vysledky:
Stanoveni albuminu je dobre standardizovano, interval spolehlivosti pro 95 % se pohybuje mezi 5,9-6,1 % (tole-
ranéni limit je do 9 %). Metodickym sjednocenim se podarilo dosahnout srovnatelnosti vysledkii stanoveni beta-
2 mikroglobulinu. Koeficient variace je ve vSech stanovenich, kromé jednoho, do 15 % (toleran¢ni limit je do
15,5 %). Stanoveni koncentrace monoklonalnich imunoglobulini potvrdilo znidmou zkuSenost, Ze toto stanoveni
nelze za stavajicich metodik iiplné sjednotit pro mnoho dil¢ich nejistych kroku. I pres tyto vyhrady studie uka-
zala klinickou pouZitelnost a srovnatelnost vysledka z jednotlivych center u koncentraci nad 20 g/l. Zdvér:
Stanoveni albuminu je dobre standardizoviano a vysledky ze vSech zicastnénych center jsou srovnatelné.
Stanoveni beta-2 mikroglobulinu, po metodickém sjednoceni poskytuje srovnatelné vysledky bez vyznamnych
rozdili. Stanoveni koncentrace monoklonilnich imunoglobulinii poskytlo zejména ve vysSich koncentracich kli-
nicky vyznamnych srovnatelné vysledky. Toto stanoveni je nejvice problematické, ale jde o sledovani reaktivnich
zmén kazdym pracovistém, proto harmonizace vysledki neni zatim aktualni ani realna.

Klicova slova: mnohocetny myelom, monoklonalni imunoglobulin, albumin, beta-2 mikroglobulin, standardizace

Summary
Maisnar V., Tichy M., Hajek R., Friedecky, B., et al.: The standardization of a biochemical laboratory
determination of multiple myeloma

Objective: The standardization of the biochemical measurement procedures in a blood serum of patients with mul-
tiple myeloma concerning an implementation of a new international prognostic index, which uses only two labo-
ratory markers, albumin and beta-2 microglobulin. Design: The study compares results of albumin, beta-2 mic-
roglobulin and partly the concentration of paraproteins from six cooperative centers, which provide treatment of
the multiple myeloma in the Czech Republic in order to integrate these investigations. Material and Methods: The
laboratories of university hospitals — General University Hospital of Prague, University Hospital of Prague —
Vinohrady, Hradec Kralové, Olomouc, Brno — Bohunice and Plzen have been chosen for the implementation of
the study. Each control serum sample was divided into six same parts and was frozen at -80 °C. The transporta-
tion of the samples to the single laboratory was performed in a frozen box and the samples were stored at least at
-70 °C till the date of determination. The whole project lasted two years and step by step it was divided into three
periods (2003-2005). In the first period the determination of albumin was standardized and the unsuitability of
the RIA method determination of beta-2 microglobulin with other methods was proofed. In the second period the
determination of beta-2 microglobulin was standardized successfully, but because of some technical defects it was
not possible to use the samples for the determination of paraproteins concentration. In the third period of the
study 12 samples of blood serums were distributed, always with one monoclonal immunoglobulin to determine its
concentration. Results: The determination of albumin is well standardized, a confidence interval for 95% is bet-
ween 5.9-6.1% (tolerance limit for external quality assessments up to 9% ). The unification of methods managed
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a comparability of the results of beta-2 microglobulin. The variation coefficient is to the 15% (tolerance limit
derived from biological variation of this analyte is up to 15.5%). The determination of monoclonal immu-
noglobulins concentration confirmed the known experience that it is impossible to consolidate the determination
because of many partial uncertain steps. Nevertheless the study showed clinical usability and analytical compa-
rability of the results from the single centers with the concentration of paraproteins over 20 g/l. Conclusion: The
determination of albumin is well standardized and the results from all laboratories are comparable. The deter-
mination of beta-2 microglobulin after a methodical unification provides comparable results without any signifi-
cant differences. The determination of the monoclonal immunoglobulins concentration provided comparable
results especially in concentrations higher than 20 g/l. This determination is mostly questionable, but it is con-
cerned to monitor reactive changes by every laboratory, therefore the integration of the results has not been actu-
al so far.

Key words: multiple myeloma, monoclonal immunoglobulin, albumin, beta-2 microglobulin, standardization
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Uvod

V r. 2003 zahgjila Ceskd myelomova skupina
(CMGQG) standardizaci biochemickych vySetfeni u mno-
hocetného myelomu, jako reakci na zavedeni nového
mezindrodniho prognostického indexu (IPI), ktery
vyuzivd pouze dva laboratorni parametry — albumin
a beta-2 mikroglobulin.

Ceskd myelomova skupina je sdruZeni lékafd,
védeckych a odbornych pracovnikd, jejichZ dkolem je
vyzkum, diagnostika a terapie nemoci zvané mnoho-
cetny myelom. Byla zaloZena v r. 2002 na podporu
vyzkumu a vyvoje ve vymezeném useku monoklonal-
nich gamapatii. Organizuje spolec¢né studie, prosazuje
moderni postupy v diagnostice a 1é¢bé monoklonalnich
gamapatii do klinické praxe. Standardizace diagnostic-
kych postupt u mnohocetného myelomu patii k dile-
Zitym aktivitim Ceské myelomové skupiny.

ProtoZe klinické studie CMG b&zi v Ceské republice
v fadé center, ukdzala se nutnost vyloucit moZnost
ovlivnéni vysledki pouzitim rdznych laboratornich
metodik. CMG ve spolupraci s Ceskou spole¢nosti kli-
nické biochemie se proto pokusila o standardizaci sta-
noveni albuminu a beta-2 mikroglobulinu a o zjiSténi
srovnatelnosti vysledkll stanoveni koncentrace mono-
klonélnich imunoglobulint (paraproteind).

Metodika

Cely projekt standardizace biochemickych laborator-
nich vySetfeni u mnohocetného myelomu trval 2 roky
(listopad 2003 — duben 2005) a postupné byl rozdélen do
tii etap. Nejprve bylo zvoleno 6 center CMG, §lo o labo-
ratore fakultnich nemocnic, FN Hradec Krilové (A),
VEN Praha (B), FN Praha Vinohrady (C), FN Olomouc
(D), FEN Brno Bohunice (E) a FN Plzen (F). Ve vSech
fazich projektu byly vzorky krve standardné zpracované,
kazdy z kontrolnich vzorkl séra byl rozdélen na 6 stej-
nych dilt a stabilita byla zabezpecena jejich zmrazenim
na -80 °C. Transport vzorkl do jednotlivych center byl
proveden vzdy ve stejném chlazeném polystyrenovém

boxu (suchy led) do 3 hodin (méfeno od vytazeni z boxu
pfi -80 °C) a vzorky byly piedany k uchovani v jednotli-
vych centrech pri nejméné -70 °C. Vzorky pak byly
meéfeny ve stejny den v duplikatech a pripadné interfe-
renci fibrinu bylo zamezeno centrifugaci séra pred vlast-
ni analyzou.

V prvni fazi projektu standardizace bylo do péti center
zaslano 11 bliZze necharakterizovanych vzorkll sér od
nemocnych mnohocéetnym myelomem k uréeni koncent-
race albuminu a beta-2 mikroglobulinu.

K stanoveni koncentrace albuminu v séru pouZily
ucastnické laboratore fotometrickou metodu zaloZenou
na afinité¢ acidobazického indikatoru bromkrezolové
zelené (BCQG) k specifickym vazebnym mistim albumi-
nu pii pH = 4,2. Tato metoda je standardizovana jiZ od r.
1972 (3).

Stanoveni koncentrace beta-2 mikroglobulinu potvr-
dilo ptvodni predpoklad, Ze vysledky budou ovlivnény
pouzitim rozdilnych metodik v jednotlivych spolupra-
cujicich centrech. Slo o metody RIA (Radiolmmuno-
Assay), MEIA (Microparticle Enzyme ImmunoAssay),
LIA (LuminoIlmmunoAssay) a imunoturbidimetrii
(TURB). Pozadavek metodického sjednoceni stanove-
ni beta-2 mikroglobulinu vedl k organizaci 2. faze pro-
jektu. Jako mozZné feSeni bylo navrZeno sjednoceni
analytickych metod a zejména bylo doporuceno opus-
tit metodu RIA na stanoveni beta-2 mikroglobulinu. Ve
2. fazi projektu bylo rozeslano 25 vzorkl sér pro lepsi
ovéfeni srovnatelnosti jednotlivych center. Kromé
urceni koncentrace beta-2 mikroglobulinu bylo zadani
doplnéno jesté o stanoveni koncentrace monoklonalni-
ho imunoglobulinu. Pro stanoveni beta-2 mikroglobu-
linu 4 laboratofe fakultnich nemocnic pouZivaji meto-
du LIA a pfistroj Immulite 2000, jedna laboratof pou-
ziva metodu MEIA a pfistroj AxXSYM (Abbot)
a UKBH FN Plzeii pouZiva soupravy fy Roche, zaloze-
né na imunoturbidimetrickém stanoveni s méfenim na
pristroji Olympus AU 2700. Stanoveni kvantity
monoklondlnich imunoglobulintt bylo pro technickou
chybu pfi zadani vzorkd nepouZzitelné a vyvolalo potie-
bu 3. faze standardizace biochemickych vySetieni
u nemocnych mnohocetnym myelomem. Kontrolni
vzorky byly pfesné definované, zdsadné jen s jednim
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paraproteinem a rozeslano bylo celkem 12 vzorka sér.
Metodicky bylo stanoveni sjednocené na stanoveni cel-
kové bilkoviny séra s biuretovym cinidlem s kvantita-
tivnim stanovenim paraproteinu denzitometricky z elekt-
roforézy bilkovin séra.

Vysledky

Stanoveni albuminu, jak prokdzala i 1. etapa naSeho
standardiza¢niho projektu, je v Ceské republice velmi
dobie zajisténo. V Ceské republice je provadéno externi
hodnoceni kvality stanoveni koncentrace albuminu 6krat
ro¢né, organizované SEKK s.r.o. Tomu odpovida i tspées-
né stanoveni koncentrace albuminu v nasi studii (tab. 1).
Interval spolehlivosti pro 95 % se pohybuje mezi 1,3-3,0
% a koeficient variace mezi 2,4-5,8 %. Tyto vysledky
ukazuji, Ze stanoveni albuminu odpovidd soucasnym
analytickym moZnostem (toleran¢ni limit je 9 %).

Vysledky beta-2 mikroglobulinu potvrdily ptvodni
podezieni na moZznost ovlivnéni hodnot beta-2 mikroglo-
bulinu riznymi metodami stanoveni. Jako nesrovnatelna
se ukdzala metoda RIA (FN Hradec Kralové), ktera dava-

vy

la vyznamné vyssi vysledky nez LIA a MEIA (tab. 2).

Tab. 1. Koncetrace albuminu (g/1).

437

Proto bylo rozhodnuto pfipravit novy cyklus kontrol
o vétsim poctu vzorkl a laboratofim bylo doporuceno
nepouzivat ke stanoveni beta-2 mikroglobulinu metodu
RIA. Ve druhé fazi kontroly bylo rozeslano 25 vzorkt sér
od nemocnych mnohocetnym myelomem, na stanoveni
beta-2 mikroglobulinu a koncentrace paraproteinu. Pro
technickou zavadu nemohla byt koncentrace paraprotei-
nu hodnocena — pomichané vzorky, vicecetné paraprotei-
nemie, pfitomnost monoklonalniho kryoglobulinu.

Stanoveni beta-2 mikroglobulinu (B2M) se podafilo
v této 2. etapé metodicky sjednotit. Metoda RIA byla
opusténa a kromé FN Plzen, kterd pouziva ke stanoveni
beta-2 mikroglobulinu imunoturbidimetrii (Roche),
ostatni laboratofe pouzivaji CMG doporucené metody
LIA a MEIA (VEN Praha).

Hodnoty koeficientu variace (CV%) ukazuji, Ze
vysledky beta-2 mikroglobulinu jsou ve vSech spolupra-
cujicich centrech srovnatelné a vzajemné pouzitelné (tab.
3) a prakticky vzdy jsou mensi nez toleran¢ni limit 15,5 %,
ktery odrazi biologickou variabilitu tohoto analytu.

V breznu 2005 pak probéhla 3. faze projektu standar-
dizace, pfi které bylo rozeslano 12 vzorkti sér nemoc-
nych monoklondlnimi gamapatiemi na stanoveni kon-
centrace monoklondlnich imunoglobulind (tab. 4).

Vzorek A B D E F X SD CV% 95%Cl
1 22,0 225 23,1 22,8 21,4 22,4 0,67 3,0 1,3
2 49,2 47,9 50,8 51,2 49,8 49,8 1,31 2,6 3,0
3 46,8 46,4 49,1 48,3 50,2 48,0 1,58 33 2,9
4 35,1 34,6 36,6 35,8 36,4 35,6 0,84 2,3 2,1
5 48,6 474 50,6 49,6 51,0 49,3 1,19 2,4 3,0
6 43,0 42,7 44,6 45,4 45,9 44,2 1,42 32 2,7
7 48,8 47,5 50,7 51,3 53,5 50,1 2,93 58 3,0
8 42,5 41,8 44,8 42,7 44,8 43,2 1,39 32 2,6
9 48,3 47,9 51,1 49,7 51,3 49,5 1,56 3,1 3,0
10 39,3 38,8 41,8 40,9 41,8 40,4 1,40 34 24
11 40,5 40,0 42,8 41,8 41,8 41,3 1,12 2,7 2,5

Vysledky, primérna hodnota, smérodatna odchylka (g/1), koeficient variace a interval spolehlivosti stanoveni albuminu v zicastnénych laboratotich.
(A = FN Hradec Krélové, B = VEN Praha, D = FN Olomouc, E = FN Brno — Bohunice, F = FN Plzen)

Tab. 2. Koncetrace beta-2 mikroglobulinu (mg/1).

Vzorek A(RIA) B(MEIA) D(LIA) E(LIA) F(TURB) X SD CV% 95% Cl
1 9,75 5,3 7,05 5,52 7,43 7,01 1,60 22 1,40
2 2,2 1,24 1,88 1,35 1,64 1,66 0,35 21 0,31
3 1,83 1,02 1,45 1,07 1,4 1,35 0,29 19 0,26
4 4,71 2,57 3,49 2,98 3,97 3,54 0,75 21 0,66
5 8,21 4,84 6,13 4,89 6,58 6,13 1,24 20 1,09
6 247 1.4 1,95 1,54 2 1,73 0,38 22 0,33
7 1,98 1,05 1,7 1,3 1,64 1,53 0,32 21 0,28
8 5,81 3,21 4,05 3,23 4,64 4,18 0,97 23 0,85
9 3,63 2,16 2,92 2,21 2,99 2,78 0,55 20 0,48
10 10,7 59 6,77 6,05 7,71 7,42 1,76 24 1,54
11 32 1,74 2,24 1,83 2,45 2,29 0,52 23 0,46

Vysledky, primérna hodnota, smérodatna odchylka (mg/1), koeficient variace a interval spolehlivosti beta-2 mikroglobulinu v laboratofich (1. faze).
(A = FN Hradec Kralové, B = VEN Praha, D = FN Olomouc, E = FN Brno — Bohunice, F = FN Plzeii)
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Vzorek | A (LIA) | B(MEIA) | C(LIA) D (LIA) E (LIA) | F (TURB) X SD CV% 95%Cl
1 1,85 1,54 1,77 1,84 1,67 2,27 1,82 0,23 12,6 0,18
2 4,65 4,51 4,48 4,48 3,75 5,55 4,57 0,53 11,6 0,42
3 2,27 2,06 2,10 2,09 1,86 2,75 2,19 0,28 12,8 0,22
4 1,95 1,69 1,99 1,98 1,49 2,36 1,91 0,27 14,1 0,22
5 3,70 2,93 3,38 3,06 2,88 4,10 3,34 0,44 13,2 0,35
6 5,00 4,23 4,72 4,39 3,79 5,64 4,63 0,59 12,7 0,47
7 4,50 3,83 4,13 3,90 3,34 5,13 4,14 0,56 13,5 0,45
8 2,27 2,02 2,34 2,11 1,91 2,82 2,24 0,29 12,9 0,24
9 2,02 1,71 1,86 1,84 1,58 2,32 1,89 0,24 12,7 0,19
10 3,16 2,59 2,99 2,78 2,32 3,66 2,92 0,43 14,7 0,34
11 2,32 1,89 2,12 2,01 1,68 2,68 2,12 0,32 15,1 0,26
12 4,32 4,09 3,89 3,78 3,18 4,80 4,01 0,50 12,5 0,40
13 391 3,88 3,69 3,77 3,14 4,81 3,86 0,49 12,7 0,39
14 2,19 1,63 2,27 2,35 1,80 2,83 2,18 0,39 17,9 0,31
15 1,55 1,28 1,49 1,44 1,20 1,70 1,44 0,17 11,8 0,13
16 1,77 1,46 1,80 1,63 1,54 2,99 1,86 0,18 9,7 0,14
17 1,47 1,17 1,46 1,41 1,16 1,46 1,35 0,14 10,4 0,11
18 2,30 1,92 2,21 2,20 1,84 2,83 2,22 0,32 14,4 0,26
19 2,74 2,40 2,76 2,62 2,14 3,38 2,67 0,38 14,2 0,31
20 4,92 3,96 4,39 4,13 3,54 5,15 4,35 0,55 12,6 0,44
21 3,79 3,52 3,64 3,71 2,93 4,62 3,70 0,50 13,5 0,40
22 1,77 1,29 1,60 1,52 1,39 1,76 1,55 0,18 11,6 0,14
23 321 2,88 2,96 2,68 2,42 3,62 2,96 0,38 12,8 0,31
24 2,97 2,74 2,97 3,04 2,51 3,58 2,97 0,33 11,1 0,26
25 3,12 2,58 2,99 2,82 2,46 3,51 2,91 0,35 12,0 0,28

Vysledky, primérnd hodnota, smérodatna odchylka (mg/l), koeficient variace a interval spolehlivosti stanoveni beta-2 mikroglobulinu v laborato-

fich (2. faze). (A = FN Hradec Kralové, B = VEN Praha, D = FN Olomouc, E = FN Brno — Bohunice, F = FN Plzen)

Tab. 4. Koncentrace monoklondlnich imunoglobulint (g/1).

Vzorek A B C D E F X SD CV% 95%Cl
1 6,00 3,70 9,10 6,40 13,10 10,00 8,05 3,60 44,7 2,45
2 6,33 4,60 5,50 4,90 8,00 7,30 6,1 1,24 20,3 0,99
3 9,51 7,60 7,80 8,10 11,10 9,90 9,0 1,27 14,1 1,02
4 9,82 6,70 6,50 4,20 8,10 9,10 7.4 1,86 25,1 1,49
5 16,38 18,90 16,70 15,50 18,50 18,50 17,4 1,28 73 1,02
6 20,83 16,10 12,30 11,10 14,30 17,20 15,3 3,23 21,1 2,58
7 22,76 21,30 20,90 21,10 21,10 23,20 21,7 0,90 4,1 0,72
8 24,22 25,50 19,30 20,70 23,80 22,30 22,6 2,12 9,4 1,70
9 31,15 26,70 22,40 20,50 27,60 27,10 25,9 3,51 13,5 2,81
10 35,00 32,50 36,40 35,70 36,20 38,90 35,8 1,90 53 1,52
11 37,32 34,90 37,20 36,00 36,40 39,60 36,9 1,45 39 1,16
12 43,88 42,60 42,60 39,00 45,10 45,00 43,03 2,06 5,15 1,65

Vysledky, primérnd hodnota, smérodatna odchylka (mg/l), koeficient variace a interval spolehlivosti stanoveni monoklondlniho imunoglobulinu
v zucastnénych laboratofich. (A = FN Hradec Kralové, B = VEN Praha, D = FN Olomouc, E = FN Brno — Bohunice, F = FN Plzei)

Hodnoty do 20 g/l vykazuji podle ocekavani vétsi roz-
ptyl. Vysledky koncentraci paraproteini nad 20
g/l poskytly srovnatelné vysledky, coz je dulezité
z pohledu potieb diagnostiky MM pomoci stile pouZiva-
nych klasifika¢nich kritérii Durie-Salmona (4).

Diskuse

Monoklonélni gamapatie jsou definovany jako velmi
heterogenni skupina onemocnéni, malignich i benignich,

které jsou charakterizovany pritomnosti monoklonalniho
imunoglobulinu v séru a/nebo v moci (1, 9). Klinicky
nejvyznamnéj$i maligni monoklondlni gamapatii je
mnohocetny myelom (MM), jehoZ podstatou je maligni
mutace B-lymfocytu. Prognéza nemocnych mnohocet-
nym myelomem je velmi variabilni. Median preZiti je
mezi 34 roky s rozpétim od méné nez 6 mésict az do
vice nez 10 let. Tato variabilita se odviji od heterogenity
biologie myelomovych bun€k a od individualni variabili-
ty kazdého nemocného. Znalost vSech faktort spojenych
s progndzou je rozhodujici pro kritické zhodnoceni one-

177



Trans zlom 3

30.10.2006 9:44 Strénka 178

mocnéni, urceni rizikovych skupin a optimalizaci 1écby
nemocného. Po nékolik desetileti jsou pro stanoveni dia-
gnézy MM a klinického stadia MM celosvétové pouZzi-
véana kritéria podle Durieho a Salmona (4). V roce 2003
byla publikovana nova verze diagnostickych a prognos-
tickych kritérii podle International Myeloma Working
Group (2, 5). Tato kritéria uvadi fadu nepfiznivych pro-
gnostickych faktord klinickych, rutinnich laboratornich
testll a specidlnich testd. Z téchto faktort pak Greipp,
San Miguel a spolupracovnici (6) vybrali jako nejjedno-
dussi a s nejveétsi vypovédni silou, kombinaci albuminu
a B2M. Tento novy , International Staging System (ISS)*
rozliSuje u MM tato stadia: 1. B2M je pod 3.5
mg/l a albumin je vyssi nez 35 g/l (median preziti je 62
mésict), II. hodnoty mezi stadii I. a III. (medidn pfeziti
je 44 mésicu), a III. B2M je vyssi nez 5,5 mg/l (median
preziti je 29 mésicli). Zavadéni tohoto nového stratifi-
kacniho systému do klinické praxe vedlo CMG, s ohle-
dem na vyuziti ISS pro potfebu srovnatelnosti vysledka
jednotlivych spolupracujicich center, k vypracovani stu-
die, ktera méla zjistit moznost ovlivnéni vysledka pouZzi-
tim riznych laboratornich metod, a tyto metody pokud
mozno sjednotit.

Stanoveni koncentrace albuminu potvrdilo o¢ekavani,
Ze jde o jednu z nejlépe standardizovanych biochemic-
kych metod. Od r. 1994 je celosvétove zaveden certifiko-
vany referencni materidl BCR CR M-470, ktery zajistil,
Ze jednotlivi vyrobci diagnostickych souprav pouZzivaji
spolecné k odvozeni hodnot svych kalibratorti pravé
tento material. Diky této skutecnosti jsou vysledky sta-
noveni albuminu dobfe srovnatelné v celosvétové dimen-
zi (11). V Ceské republice je organizovano externi hod-
noceni kvality stanoveni albuminu 6x ro¢n¢ organizaci
SEKK s.r.o. V roce 2004 bylo pro koncentrace 31-46
g/l dosaZzeno mezilaboratorni reprodukovatelnosti
v intervalu 3,1-3,9 %, s medianem 3,3 % (http://
www.sekk.cz). To svéd¢i o faktu, Ze srovnatelnost stano-
veni albuminu i v ¢eskych klinickych laboratorich je na
dobré drovni. Ke stejnému zavéru jsme dospéli i v nasi
studii, kdy albumin byl potvrzen jako bezproblémovy jiz
v prvni fazi standardizacni studie.

B2M byl poprvé izolovan v roce 1968 z moci nemoc-
nych Wilsonovou chorobou a otravou kadmiem. B2M je
globularni protein, tvofeny jednoduchym fetézcem slo-
Zenym ze 100 aminokyselin s jednim disulfidickym
mistkem a s molekulovou hmotnosti 11 800 daltond.
B2M tvoii lehky fetézec lidského leukocytarniho antige-
nu HLA 1. tfidy. Jeho sekvence a trojrozmérna struktura
vykazuji homologii s konstantni ¢asti tézkého a lehkého
fetézce imunoglobulint. ZvySena koncentrace v séru pii
normalni glomeruléarni filtraci ukazuje na zvysenou tvor-
bu nebo uvoliiovani B2M, které nachazime u lymfopro-
liferativnich onemocnéni, tedy i u mnohocetného myelo-
mu (8). Stanoveni je provadéno za pomoci riznych imu-
nochemickych metod — RIA, imunoturbidimetrii, LIA
a MEIA. V prvni fazi standardizace se ukazalo, Ze
puvodni podezieni na mozné ovlivnéni vysledkl pouZzi-
tou metodou je opravnéné. Jako naprosto nevhodna
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a s ostatnimi imunochemickymi metodami davajici prak-
ticky nesrovnatelné vysledky se v nasi studii ukédzala
metoda RIA. Po metodickém sjednoceni bylo v dalsi fazi
studie konstatovano, ze vysledky B2M ze vSech 6 zticast-
nénych center jsou srovnatelné a vzajemn¢ pouZitelné.

V této druhé fazi projektu standardizace biochemic-
kych laboratornich vysetfeni u MM byl ucinén pokus
o stanoveni koncentrace monoklonédlnich imunoglobuli-
nu, ktery vSak ztroskotal na technickych zavadach
a vysledky byly nepouzitelné. Presto pfinesl zajimavou
zkuSenost. V této sérii vzorki byl pfitomen také monok-
londlni imunoglobulin IgG-kappa s kryoprecipitacnimi
vlastnostmi a vysledky stanoveni jeho koncentrace jsou
velmi poucné. Jen dvé pracovisté zjistila, Ze jde o kryo-
globulin a oSetfila séra pted stanovenim celkové bilkovi-
ny a imunofixace merkaptoetanolem. Bez této tpravy
byly stanoveny naprosto nesrovnatelné vysledky.
Hodnota koncentrace celkové bilkoviny po osetfeni mer-
kaptoetanolem byla 124 g/l a monoklonalniho imunoglo-
bulinu 61 g/l. PouZiti nativniho séra bez oSetfeni vedlo
k ziskani asi polovi¢nich hodnot koncentrace celkové bil-
koviny. Hodnota koncentrace monoklonalniho imunoglo-
bulinu kolisala v rozpéti mezi 6-36 g/l. VSechna séra
s paraproteinem by proto méla byt screeningové pred sta-
novenim koncentrace monoklondlniho imunoglobulinu
vySetfena na pritomnost kryoglobulinu (10). K tomu staci
séra ponechat pres noc v ledniéce pfi 4-8 °C a nasledné
prohlédnout na pfitomnost kryoprecipitatu.

Ve treti fazi projektu bylo rozeslano 12 vzorkt vzdy
s jednim paraproteinem na stanoveni jeho koncentrace.
Po rozdéleni vysledkd na dvé skupiny, koncentrace
paraproteinu do 20 g/l a nad 20 g/l se podle ocekavani
ukazalo, Ze vysledky niZSich koncentraci jsou zatiZeny
vétsi chybou, neZ je tomu u koncentraci vyssich, pfitom
ale vSechny jsou klinicky pouzitelné. Toto vySetieni nelze
uplné sjednotit pro mnoho dil¢ich nejistych krokd.
Problémy stanoveni koncentrace monoklonalnich imu-
noglobulind mizZeme shrnout: 1. do stanoveni vstupuje
nejistota méfeni celkové bilkoviny séra, 2. vysledky jsou
ovlivnény zvolenou elektroforetickou metodou (agaréza,
acetylovand celuléza, kapilarni -elektroforéza), 3.
vyznamnou roli miZe hrét pfistrojové vybaveni — napf.
pouzity denzitometr, 4. detekce M-gradientu je subjektiv-
ni, plné zavisi na zvyklostech pracovisté a osobni zkuse-
nosti odecitajiciho pracovnika, a za 5. je to prekryvani M-
gradientu v elektroforeogramu s jinymi proteiny v dané
z6n¢, které mohou zkreslit vysledek stanoveni (7).

Jsme si védomi toho, Ze pfi sledovani koncentrace
paraproteinu jde pfedev§im o monitorovani dynamiky
relativnich zmén a to je nutné provadét vzdy na stejném
pracovisti, stejnymi osobami, pokud moZno pfi stejném
pristrojovém vybaveni. I pres tyto vyhrady vSak studie
ukézala klinickou pouzitelnost vysledkii kvantity parap-
roteind, zejména u vyssich koncentraci. O urcitou stan-
dardizaci stanoveni koncentrace paraproteinti se snazi
i kontrolni cyklus SEKK ,,Gamapatie®, pfi kterém je ale
toto stanoveni nepovinné.

Standardizace biochemickych vySetfovacich metod
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u nemocnych mnohoc¢etnym myelomem se ukazala jako
velmi potiebnd a uzite¢nd. V Sesti centrech 1é¢by nemoc-
nych mnohocdetnym myelomem se podafilo béhem dvou
let harmonizovat vysetfeni albuminu a B2M v séru a zis-
kat cenné zkuSenosti se stanovenim a porovnatelnosti
vysledkt koncentraci monoklonalnich imunoglobulini.
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Clinical factors predictive of outcome with bortezomib in patiens with relapsed,

refraktory multiple myeloma

Paul Gererd Guy Richardson, Bart Barlogie, et al. for the SUMMIT Investigators
Blood, 1 November 2005, Volume 106, Numer 9, p. 2977-2981

Prognostické faktory mohou byt uzitené pro vyhledani vhodnych
pacientd s mnohocetnym myelomem pro urcité modality terapie.
Predmétem této studie je analyza zékladnich demografickych a klinic-
kych dat u souboru nemocnych s relaxujicim a refrakternim mnoho-
¢etnym myelomem, ktefi byli 1é¢eni inhibitorem proteasomu — borte-
zomibem. Jde o otevienou multicentrickou studii faze II SUMMIT
(Study of Uncotrolled Myeloma Manager with Proteasome Inhibitor
Therapy). Do studie bylo zafazeno 202 pacientu s relaxujicim a refrak-
ternim mnohocetnym myelomem, ktefi jiz byli intenzivné predléceni
v priméru 6 piedchozimi zpiisoby 1é¢by, minimalné dvéma (rozmezi
2-15). 91 % bylo refrakterni na terapii predchazejici podani bortezo-
mibu. Hodnotitelnych nemocnych bylo 193. Monoterapie bortezomi-
bem spocivala v podani davky 1,3 mg/m2 jako i.v. bolus 3 az 5 sekund
a to 2x tydné po 2 tydny v 3tydennim cyklu az do 8 cyklu. Je uveden
systém léCby a sledovéni v pribéhu cykla a hodnoceni odpovédi podle
kritérii Evropské skupiny pro krev a transplantaci dfené. Univariantni
analyzou je vyhodnocena vyznamnost demografickych faktort, cha-
rakteristik nemoci a pfedchozi 1écba ve vztahu k odpovédi na bortezo-
mib (procento kompletni odpovédi a ¢astecné odpovédi). Ke komplet-
ni nebo Castecné odpovédi doslo ve 27 % (53 ze 193 pacientl).

Odpovéd nebyla vyznamné vdzdna na pohlavi, rasu, télesny povrch,
Karnofoskyho skore, pocet a typ diiveéjsi terapie, typ myelomu, deleci
chromosomu 13, hemoglobin nebo koncentraci beta-2-mikroglobuli-
ti odpovédi pouze na dva faktory — vék vy3si nez 65 let a infiltrace
kostni diené vétsi nez 50 %. Stfedni doba do odpovédi v této studii
byla 1,3 mésice, priblizné 2 cykly. Pfi dal§im sledovani bylo stfedni
trvani odpovédi 12,7 mésicl, stfedni doba do progrese u vsech paci-
entl 7,0 mésict a praimérné celkové preziti 17,0 mésicu. Statisticka
vyhodnoceni dalSich sledovanych parametri zahrnutych do studie je
podrobné uvedeno a podrobeno diskusi. I kdyZ star$i pacienti méli
niz§i podil odpovédi na bortezomib, trvani odpovédi a celkové preziti
nebyly negativné ovlivnény. Dalsi béZzici studie (faze 3, APEX — ran-
domizovand studie — Assessment of Proteasone Inhibitor for
Extending Remissions) pfinese dalsi podklady ve vztahu k prognos-
tickym faktorim nejen pfi terapii bortezomibem, ale také ve sméru
k raciondlnim kombinacim.
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