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Uvod

Monoklondlni lehké fetézce imunoglobulind jsou
pravidelné prokazovany v mo¢i (tzv. Bence Jonesova
bilkovina, BJB) u nemocnych mnohofetnym myelo-
mem, primarni amyloidézou - zapfi¢inénou lehkymi
fetézci, obéas u monoklondlnich gamapatii neznamého
vyznamu, u chronické lymfatické leukémie a u riznych
lymfomid (13). U mnohogetného myelomu a jeho
variant je prikaz a uréeni koncentrace monoklonalniho
imunoglobulinu v séru, v moci, pfipadné v obou
biologickych tekutindch jednim =z diagnostickych
kritérii tohoto onemocnéni,

V poslednich 15 letech se pfi identifikaci a imuno-
logické typizaci paraproteinti jako standardni labora-
torni metody zavedly: elektroforéza sérovych proteind,
imunoelektroforéza, vysokorozliSovaci elektroforéza
na agardze a imunofixace.

Citlivé elektroforetické metody mohou nejen pfispét
k detekci paraproteinii, ale mohou vést i k dilematim
pfi interpretaci vysledkii, jako napf. zvy3ena detekce
paraproteinil o velmi malé koncentraci, detekce volnych
polyklondlnich lehkych fetézci, které mohou byt
zaménény s Bence Jonesovou bilkovinou v moci,
detekce mnohocetnych gradientii v séru apod. (5). .

Pravé na tyto otazky muze do znaéné miry odpovédét
technika vysokorozliSovaci dvojrozmérné elektroforézy

(dale 2DE). Molekuldrni mechanismy, které zpisobuji

nefrotoxicitu Bence Jonesovy bilkoviny (dile BIB)
nebyly zatim objasnény (12). Vztah k neobvyklé, na
teplot€ zavislé rozpustnosti BJB k jeji nefrotoxicité neni
evidentni. N¢kter¢ studie svéd¢i pro to, Ze nefrotoxicita
BIB je zpisobena jeji polymerizaci, tendenci vytvaret
depozita v tubulech a v bazilni membriné nebo
k tvorbé amyloidu.

Vhodnou metodou pro zkoumani nefrotoxicity BJB
se jevi vysokorozliSovaci 2DE.

V sou¢asné dobé je pojem 2DE prakticky synonymni
pro kombinaci izoelektrické fokuzace s nasledujici
elektroforézou v polyakrylamidovém gelu za pfito-
mnosti dodecylsulfitu sodného (3). 2DE jako jedina
zelektroseparaénich metod umoZiiuje  optimalni
rozdé€leni a mapovani proteini velice sloZitych smési,
jakymi jsou proteiny bunék &i télesnych tekutin. Proto
jsme se rozhodli vyuZit tuto metodu k prikkazu mikro-

heterogenity BJB v mo¢i u nemocnych mnoholetnym
myelomem.

Materidl a metody

Byly analyzovany vzorky sér a mo¢i 5 nemocnych
mnohoéetnym myelomem (tab. 1). Imunoglobulinova
tfida a antigenni typ lehkych fetézci paraproteinu byly
uréeny imunoelektroforeticky s monospecifickymi
antiséry USOL, Praha. Mo¢ byla sbirdna 24 hodin,
zméfena, konzervovdna azidem sodnym a zahu$téna
kolodiovymi va¢ky Sartorius. Biuretovou metodou byla
stanovena kvantita bilkoviny v mogi. Vzorky moci byly
analyzovany elektroforézou na gelu acetylované
celulozy Titan III a dvojrozmérnou elektroforézou.
Beta-2 mikroglobulin byl v séru stanoven RIA
soupravami (Phadebas).

Vysokorozlidovaci dvojrozmérna elektroforéza: pro
elektroforézu na SDS - PAGE byl pouZit pfistroj
Protean II xi 2D Multi - Cell od firmy Bio - Rad
(Richmond, CA). Zdroj proudu (2500 V, 250 mA)
bylod firmy Pharmacia/LKB (Bromma, Sweden).
Izoelektricka fokuzace (imobilizovany pH gradient)
byla provadéna pfistrojem Ultrophor typ 2217 pfi
5000 V (zdroj proudu Pharmacie/LKB). Reagencie:
akrylamid, piperazindiakrylamid-PDA, tetramethyle-
thylendiamin, ammonium persulfat, sodium-dode-
cylsulfat-SDS, tris (hydroxymethyl) - aminomethan
a dithiothreitol-DTT byly od firmy Bio - Rad (Rich-
mond, CA). 3-([3-cholamidopropyl] dimethylammo-
nio)-2-hydroxy-l-propan-sulfonat-Chaps, glycin a SPS
standardy na uréeni molekulové hmotnosti byly ziskany
od firmy Sigma (St. Louis, MO). Rehydrata¢ni roztok
pro imobilinové prouzky obsahoval amfolyty Resolytes
4-8 a k ureni hodnot pl proteini byla pouzZita
kalibratatni souprava pro pl pro denaturované gely
Electran s karbamylovanou CK od firmy BDH (Dorset,
England).

Urea byla od firmy ICN Biomedicals (Mckenheim,
Germany), iodacetamid od firmy Serva (Heidelberg,
Germany), glycerol a amfolity Ampholine pH 9-1 od
firmy Pharmacia/LKB (Bromma, Sweden). Kyselina
citronova a dusi¢nan stiibrny od firmy Lachema (Brno)
a Triton X-100 od Koch-Light (Sulffolk, England).
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Pfiprava vzorkit moéi pro izoelektrickou fokuzaci
byla provadéna podle Hochstrassera (6). Pro vytvofeni
imobilizovanych pH gradienti (IPG) byly pouZity
sigmoidedlni pH 3,5-10 imobilinové prouzky od
dr. Bjellquista (Medicine Department and Medical
Computing Center, Geneva). Délici podminky pro
prvni dimenzi déleni za pouZiti IPG byly stejné, jak
je popsal Hochstrasser (7), a na IPG prouZek bylo
nanaseno 70 pl moci. Rozdélené bilkoviny byly deteko-
vany barvenim stfibrem (6).

Vysledky

Vysledky 2DE jsou shrnuty v tabulce 1 a na obr. I-5.
Pti clektroforéze =zahusténé moéi na foliich acety-
lované celulozy Titan III se u vdech nemocnych
zobrazil vyrazny gradient BJB a jen stopa albuminu.
Vsichni nemocni méli vyznamnou proteinurii:

¢ 1- 525 g24 hodin, & 2 - 1,12 g/24 hodin, & 3 -
3,34 g/24 hodin, ¢ 4-08 g/24 hodin a ¢& 5-
2,31 g/24 hodin. Také hodnoty beta-2 mikroglobulinu
v séru indikovaly postizeni renalnich funkci (myelo-
mova ledvina), byly vSak stanoveny jen u dvou
nemocnych: ¢ 1- 38,5 mg/l a & 3 - 9,8 mg/l (normédlni
hodnoty jsou do 3.5 mg/l).

Obr. | Dvojrozinérna elektroforéza vzorku moéi nemocného &. 1
(v tab. 1) barvena stribfenim

Tabulka 1

C.|Pohlavi|Vék [Paraprotein |Dvojrozméma elektroforéza bilkovin mogi]

|Rel. mol. hm. pl
1.| muz [*** [Lambda 24000 |5.64 5,94 6,14 6,44 7.00
2.| Zena |80, [Kappa 24000 16,37 6,81 7,00>7,00
00 20 000 7,00>7,00

18000 6.37 6.71 7,00>7.00
3.| muz |72, |IgD-lambda] 27000 [6,20 6,10 5,80

00 25000 16,20 6,10
4.| muz |58, |[Kappa 26 000 16,20 6.10 5.80
00 24000 16,20 6,10 5,80
5.| muz |48, |IgA-lambda] 28000 6,10
00 25000 ]5,40
22000 ]5,70
21000 16,10
18000 [5,30
17000 |5,40

sDs

(KD)

3 -
pl

Obr. 2 Dvojrozmérnd elektroforéza vzorku moci nemocného ¢. 2
(v tab. 1) barvend stFibFenim

Nemocny ¢&. 1: pfi 2DE (obr. 1) se zobrazily pfede-
v§im "spoty" (skvrny) monoklonalnich lehkych fetézci
lambda, vedle kterych je moZné zietelné odlisit
polyklonalni lehké fetézce imunoglobulini. Dale jsou
pfitomny spoty albuminu, alfa-1 mikroglobulinu,
transferinu a beta-hemoglobinovych fetézcu.
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Nemocny ¢&. 2: spoty monoklondlnich lehkych fetéz-
cu kappa u této nemocné (obr. 2) dokazuji pfitomnost
fady izoforem téchto fetézci, které se lidi jak
izoelektrickym bodem, tak i molekulovou hmotnosti.
Kromé toho je pfitomen albumin, alfa-1 mikroglobulin
a beta-hemoglobinové fetézce.

Nemocny ¢ 3: na elektroforeogramu (obr. 3) jsou
zictelné spoty monoklondlnich lehkych fetézci
lambda, které se li$i jak molekulovou hmotnosti, tak
i hodnotami pl. Dale lze rozeznat linie albuminu,
alfa-1 mikroglobulinu a retinol vazajiciho proteinu
(SRBP).

Nemocny ¢ 4 pii 2DE (obr. 4) byly zjistény
tfi izoformy monoklondlnich lehkych fetézcu kappa
lisici se hodnotami pl a dalsi tfi s rozdilnou mole-
kulovou hmotnosti. Zietelné jsou linie albuminu
a alfa-1 mikroglobulinu.

Nemocny ¢. 5: v moci tohoto nemocného (obr. 5)
byla detekovana fada vyraznych izoforem mono-
klonalnich lehkych fetézci lambda o rozdilnych
pl a molekulové hmotnosti. Kromé toho jsou pfitomny
ispoty albuminu, alfa-l mikroglobulinu a beta-2
mikroglobulinu.

Obr. 3 Dvojrozmérna elektroforéza vzorku moci nemocného ¢. 3
(v tab. 1) barvena stiibfenim (SRBP = retinol vazajici protein)

Obr. 4 Dvojrozmérna elektroforéza vzorkn moci nemocného ¢ 4
(v tab. 1) barvena stibFenim

Diskuse

Zakladni uspofadani pro provedeni 2DE v modernim
pojeti bylo poprvé zvefejnéno Farrelem a Klosem
v 1. 1975. V soutasné dobé se pouziva nékolika variant.
které se tykaji pfedeviim volby amfolytu nebo imobi-
lizovanych pH gradienta pro izoelektrickou fokuzaci
a horizontalniho nebo vertikalniho provedeni.

Dulezita, zejména z hlediska dobré reprodukova-
telnosti separaci, byla konstrukce pfistroju, které
umoZiiuji soucasnou analyzu vice vzorku (az 20)
s kontrolou provoznich podminek.

Pro ojedinélou vysokou délici schopnost byla tato
metoda velice atraktivni brzo po zvefejnéni a byla
pouzita v ruznych oblastech biologického vyzkumu,
véetné pokusu o klinickou aplikaci.

Jeji popularita ponékud poklesla kolem r. 1985, a to
vzhledem k nedostatku vhodnych postupii pro za-
znamendani, zpracovani a uloZeni velkého bohatstvi dat
obsazenych v dvojrozmérnych proteinovych mapach.
Tento nedostatek byl ziahy piekonan rychlym rozvojem
hardwaru a softwaru vhodného pro pocitacovou analyzu
dvojrozmérnych proteinovych profili.

Potitatova technika umoZiuje pfesny zaznam
denzitometrického proméfeni map, oznaceni jednotli-
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Obr. 5 Dvojrozmérna elektroforéza vzorku modi nemocného é. 5
(v tab. 1) barvena stribrenim

vych proteini a jejich vzijemné porovnani na ruznych
proteinovych mapach i jejich kvantitativni analyzu.
Denzitometr snimé viechny spoty z celé plochy, po&itaé
odstrani pozadi a provede zidealizovani spoti na
kruhovy tvar. Tim se podafi oddélit i piekryvajici se
spoty. V3echny proteiny, které politad sejme, vytvofi
tzv. master image (napi. z 12 geli) a k nému se
piirovnavaji véechny gely a hledaji se rozdily.

Podle polohy lze proteiny srovnat s databazi a iden-
tifikovat. Dilezitym krokem je uspoiadani vsech
ziskanych informaci o proteinech (fyzikalné-chemic-
kych, genetickych, imunologickych atd.) do souhrn-
nych proteinovych databazi. Je tak postupné vytvafen
tzv. "index bilkovin lidského téla".

Piedpokladd se, Ze v lidském téle je vice neZ
50 000 riznych bilkovin. V souasnosti se pocet
identifikovanych lidskych bilkovin bliZi 40 000. Redlna
je pfima chemicka charakteristika mikrosekvenovanim
proteini separovanych 2DE. Vznika tak tfeti dimenze
dosavadni dvojrozm&mé techniky a v kombinaci
s vyuzitim polymerdzové fetézové reakce (PCR) pfi
klonovéani genii poskytuje pfimé vazby mezi proteiny
a geny (l). Proteinové mapovani se prozatim uplatiiuje
hlavné v oblasti vyzkumu, a to k monitorovani sloZek
tkani a télnich tekutin a ke sledovani kvalitativnich
a kvantitativnich zmén proteini u genetickych,
degenerativnich, infekénich a jinych chorob nebo

pro sledovani u¢inku léciv. Stale cast&ji (8, 14) jsou
ale publikovana sdéleni o pfimém klinickém vyuZiti
2DE, o kter¢ se také pokousime.

Z patofyziologického hlediska je prikaz a analyza
BIB diilezitA u onemocnéni spojenych se zvy3enou
produkci lehkych fetézci. Tato onemocnéni zahrnuji
myelomovou nefropatii (cast), onemocnéni s depozity
lehkych fetézcti a amyloidézu AL. Rendlni manifestace
téchto onemocnéni je charakterizovana depozity
monoklondlnich lehkyh fetézcti v tubulech, linearnimi
nebo uzlinkovymi precipitity v zdkladech membran
tubulil, glomeruli a vaskularnich membran a v mesan-
gialni tkani nebo fibrilami lokalizovanymi ve sténé cév
a glomeruld. Tato depozita lehkych fetézcu zpusobuji
poskozeni ledvinnych funkci a maji vliv na morbiditu
a mortalitu nemocnych (12).

Nektefi autofi (10) pfedpokladaji, 7e BJB s relativné
vysokym pl jsou &asté&ji spojeny s rendlnim poskozenim
neZz pii nizkém pl, a usuzuji, Ze k tomu vede inter-
akce s kyselym Tamm-Horsfallovym glykoproteinem
(pI=3.,5) nebo s jinymi tubularnimi proteiny. Naproti
tomu jini autofi popsali zvy$ené poskozeni ledvinnych
funkci zapfi¢inéné BIB s nizkym pl. Zjisténi, Zze hod-
nota pl u BJB je diileZitd pro poSkozeni ledvinnych
funkci, je tedy konfliktni (9, 11). Také my jsme v naSem
malém souboru nemocnych mnohodetnym myelomem
nalezli BJB v moti jak s kyselym (€. 1, 3, 4 a 5), tak
1 bazickym (€. 2) pl.

Byly zkoumdny i jiné fyzikdlni vlastnosti BJB
v patogenezi rendlniho poskozeni, jako glykosilace,
polymerizace, ale zfejma spojitost nebyla nalezena (2).
Potvrdili jsme vyznamnou mikroheterogenitu monoklo-
nalnich lehkych fetézci v modi. Obraz mikrohete-
rogenity lehkych fetézcu pii 2DE umoZiluje urceni
"klonality" paraproteini. Podle tvaru spotu muZeme
odligit monoklondlni lehké fetézce od polyklonalnich
(5). Pii pfitomnosti spoti o ruznych pl jde o rizné
izoformy lehkych fetézci, které mohou pochazet
z jednoho nebo i z né€kolika klonu B bun¢k. Vyznamny
je i prikaz monomernich a polymernich forem BIB (4).

PfedloZzena prace je jen malou ukazkou vyuZiti
2DE na uzkém specializovaném poli klinické bio-
chemie. Jsme vSak pfesvédCeni, Ze v pfistich letech
bude tato metoda zaujimat velmi vyznamné misto
v klinické laboratorni praxi.

Souhrn

Vysokorozlifovaci  dvojrozmérna  elektroforéza
umoziuje rozdéleni' proteinii velice sloZitych smési,
jakymi jsou proteiny télesnych tekutin. V souboru
5 nemocnych mnohodetnym myelomem byla tato
metoda pouZita k analyze monoklondlnich lehkych
fetézch imunoglobulini v moti. Slo o nemocné
svyznamnou proteinurii. Metoda  dvojrozmérné
elektroforézy pomohla odliSit monoklonalni lehké
atézké fetézce imunoglobulini od polyklonalnich
aprokdzat vyraznou mikroheterogenitu monoklonal-
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nich lehkych fetézci. Byla zji$téna fada izoforem
monoklonalnich lehkych fetézch s rozdilnymi plI,
od kyselych (5,30) aZ po silné bazické (>7,0). Také byla
prokazana znalna variabilita v molekulové hmotnosti
monoklonalnich lehkych fetézci. V praci je diskuto-
vano o vyznamu pl a rozdilné molekulové hmotnosti
monoklondlnich lehkych fetézci pro jejich nefro-
toxicitu.
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