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11847 beskrev Henry Bence Jones et unikt protein i
urinen hos en patient med knoglesmerter og patolo-
giske frakturer [1]. Edelman & Gally demonstrerede i
1962, at dette protein var identisk med immunglobu-
linets lette kaede [2]. Frie lette kaeder (FLC) er den
forste beskrevne tumormarker i historien.
Bestemmelse af FLC i blodet er forste gang rap-
porteret i 1965 af Tan & Ebstein [3]. Metoden til
bestemmelse af FLC er siden udviklet i takt med
bedre analytiske teknikker. I 2001 kom det fgrste
kommercielle assay (The Binding Site Ltd., Stor-
britannien) til méling af frie lette keeder i serum
(sFLC) pa markedet [4]. Anvendelsen af analysen
er stigende i takt med en gget dokumentation for
analysens nytteveerdi. Serum-FLC-analysen supple-
rer de nuvaerende diagnostiske redskaber ved mo-
noklonale sygdomme, men analysen kan ikke er-
statte urinelektroforesen, der sammen med serum
proteinelektroforesen fortsat er de centrale elemen-
ter i diagnostisk og responsvurdering ved de mono-
klonale plasmacellesygdomme. Analysens rolle i
forbindelse med diagnostik og monitorering af plas-
macellesygdomme er under pdgdende evaluering.
Der er flere uafklarede aspekter ved brug af ana-
lysen, herunder praanalytiske, analytiske og post-
analytiske forhold, hvilket har veeret medvirkende
til en vis skepsis og tilbageholdenhed med at ind-
fgre analysen. Med baggrund i den foreliggende
dokumentation anno 2009 har International

CR = komplet remission.

CV = variationskoefficient.

IFE = immunfiksationselektroforese.

MGUS = monoklonal gammopati af ukendt betydning.
SFLC = frie lette kaeder i serum.

Myeloma Working Group [5] felgende fire nggle-
rekommandationer for brugen af sFLC:

1. sFLCikombination med serumproteinelektro-
forese og immunfiksationselektroforese (IFE) er
sufficient i screeningen af patienter, der er under
mistanke for monoklonal sygdom undtagen ved
mistanke om amyloidose, hvor der fortsat bgr
foretages IFE pa dggnurin. Det er en styrkelse af
den diagnostiske sikkerhed at kunne udelade
malinger pa dggnurin, idet resultaterne fra flere
kliniske studier viser, at helt op mod 40% af pa-
tienterne aldrig far afleveret en sddan [6].

2. sFLC bgr tages pé diagnosetidspunktet hos alle
patienter med monoklonal gammopati af ukendt
betydning (MGUS), smouldering og symptoma-
tisk myelomatose, soliteert plasmacytom og pri-
meer AL-amyloidose, idet baseline-FLC-niveauet
er af prognostisk veerdi. Resultater fra flere klini-
ske studier viser, at en abnorm ratio mellem «- og
A-kaeder (x/A-ratio) pa diagnosetidspunktet af
ovenstdende plasmacellesygdomme er associeret
med advers prognose [7].

3. Serielle mélinger af sSFLC bgr foretages rutine-
meessigt hos patienter med AL-amyloidose, oligo-
og nonsekretorisk myelomatose, safremt der
praeterapeutisk er abnorm k/A-ratio. Tidligere
har specielt patienter med nonsekretorisk mye-
lomatose veret vanskelige at diagnosticere og
monitorere, idet der ikke har veeret noget let til-
gaengeligt diagnostisk redskab. Monitoreringen
har veeret baseret pa klinik og gentagne knogle-
marvsundersggelser. Undersggelser har vist, at
ca. to tredjedele af disse patienter har en forhgjet
koncentration eller abnorm x/A-ratio [8].

4. sFLC bgr tages hos myelomatosepatienter, der er
i komplet remission (CR) efter kemoterapeutisk
behandling til bestemmelse af stringent CR. CR
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bestemmes ud fra normalisering af knoglemarv
og M-komponent [9]. Resultaterne fra flere un-
derspgelser tyder p4, at en vedvarende abnorm
k/A-ratio pa tidspunktet for CR er et advers pro-
gnostikum, der formentlig kan tages som udtryk
for minimal restsygdom.

FYSIOLOGI

Immunglobulin er symmetrisk opbygget af to tunge
kaeder og to lette kaeder. De tunge keeder navngiver
immunglobulinklassen. I blodet udggres stgrstedelen
af immunglobulin (Ig) af type IgA, IgG og IgM. Hvert
immunglobulin udtrykker herudover en let keede,
enten k eller A. De lette keeder dannes i plasmacel-
lerne, ca. 500 mg/dogn. For at sikre dannelsen af
intakt immunglobulin er der en let overproduktion
af lette kaeder, hvilket resulterer i en intracellulaer
pool af frie lette kaeder, se Figur 1. De lette kaeder

er sma molekyler med en molekylveaegt pa ca. 22.000
g/mol. x findes typisk som monomer, A som dimer.
Der forekommer hgjere polymere former af begge
keeder [10].

FLC filtreres frit gennem nyrens glomeruli,
hvorefter der sker en naesten komplet absorption i
nyrens proksimale tubuli. Halveringstiden er kort,
2-6 timer. Nyrens absorptive kapacitet er stor,

10-30 g/dggn [10].

PATOLOGI

Abnorme koncentrationer af sSFLC ses i en reekke
Kkliniske situationer, herunder ved tilstande med im-
munsupprimering, immunaktivering, nedsat nyre-
funktion samt monoklonale plasmacellesygdomme.
Hos patienter med de tre fgrstnaevnte tilstande er
der som regel en normal k/A-ratio, mens balancen
mellem sekretionen af de to keeder er forstyrret ved
de monoklonale plasmacellesygdomme [11, 12].
k/A-ratioen er derfor essentiel i diagnostikken og
bestemmelsen af klonal sygdom.

SERUM-FLC-ANALYSEN
Serum FreelLite, Free Kappa & Free Lambda assay
er kommercielt tilgaengelige assays. Analysen baserer
sig pé antiserum, der indeholder polyklonale anti-
stoffer. Assayet indeholder to separate malinger, der
direkte kvantiterer henholdsvis k og A. Hvis der findes
et relativt overskud af en af de lette keeder, udtrykt
ved en abnorm «/A-ratio, mistaenkes en monoklonal
overproduktion. Analysen foregar via immunonefelo-
metri og kan udfgres pa en reekke automatiserede
laboratorieapparater [4].

Der er en raekke generelle problemer for antistof-
baserede, immunkemiske metoder, herunder analy-
sens ngjagtighed, specificitet og reproducerbarhed
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Plasmacellen producerer lette kaeder. De lette kaeder findes som en
del af det intakte immunglobulin og frit i serum. Kappa optraeder ty-
pisk som monomer, mens lambda optraeder som dimer. Antigensitet
ved analysen Serum Freelite, Free Kappa & Free Lambda assay er
markeret med rgdt, og som det fremgar, er dette gemt pa indersiden
af de lette kaeder, nar de er bundet i immunglobulinet, mens det er
tilgeengeligt for antistof, nar kaederne optraeder frit i serum.

~ Kappa
~ | m——]
S
——— —
-~
s o
"t
Lambda

[13]. De mere tekniske detaljer omkring analysen
gennemgas i det fglgende.

PREAANALYTISKE FORHOLD

Prgvetagningsmedie

SFLC bestemmes i serum eller plasma. Der er opndet
sammenlignelige resultater af FLC i serum og citrat
[14] eller lithium-heparin-plasma [12]. Der er ingen
oplysninger af hvilke serumglas, der er anvendt. De
mest brugte prgvetagningsmedier i Danmark er gel-
eller tgrglas. Der er ikke dokumentation for, at resul-
taterne herfra er sammenlignelige. Vi forventer dog
umiddelbart, at analyseresultaterne er sammenligne-
lige i disse to glas, idet der ikke er tilsat substanser,
der burde pavirke resultatet.

Opbevaring

Er de frie lette keeder stabile? Formentlig er de seerde-
les stabile. I urin er stabiliteten velundersggt, FLC er
stabile ved -20 °C i op til to &r [15]. I serum foreligger
der blot smé studier, men ogsa her finder man FLC-
veerdier, der er sammenlignelige. Stabiliteten er un-
dersggt ved opbevaring ved +25 °C, 2-8 °C og -20 °C
[14, 16]. Det er relevant for patienterne, at der kan
tages blodprgver i nermiljget, som dernzst kan sen-
des til en biokemisk afdeling til analyse. Stabiliteten
af sFLC ved hgje temperaturer, som kan modsvare
postforsendelse om sommeren, er dérligt belyst.

Interferens
De lette kaeders heterogene natur medfgrer, at der er
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Repraesentative sensitivitetsniveauer for hyppigt anvendte malinger af frie lette kaeder i serum.

Kappa, mg/l Lambda, mg/I Klonalitet

Serumproteinelektroforese 500-2.000 500-2.000 Monoklonalt band pa gel
Immunfiksationselektroforese  150-500 150-500 Monokonalt band pa gel
Frie lette keeder 1,5 3 Abnormt forhold mellem frie
(Freelite, Free Kappa & kappa- og frie lambdakaeder

Free Lambda assay)

forskel pd antigenudtrykket pé den enkelte lette
keede. Dette ggr preecis kvantitativ maling vanskelig.
Serum indeholder bade frie lette kaeeder samt kaeder,
der er bundet til det intakte immunglobulin. Sidst-
naevnte udger langt den stgrste andel. Er der derfor
blot en lille grad af krydsreaktivitet, vil dette have
stor indflydelse pé det samlede resultat af sFLC.
Antistoffet er dog fundet at veere specifikt med kun
minimal krydsreaktivitet med det intakte immun-
globulin [4].

Der er undersggt for interferens med bilirubin,
hamoglobin og triglycerid, der ikke pévirker analyse-
resultatet neevnevaerdigt [4]. Infektion medfgrer en
aktivering af plasmacellens dannelse af antistof. Man
vil derfor kunne forvente, at infektion med forhgjelse
af C-reaktivt protein vil kunne pévirke niveauet af
FLC. Men hvordan og hvor meget er ikke undersggt.

Tilstedevarelse af specielt reumafaktor, kulde-
agglutininer i serum og andre uspecifikke antistoffer
vil ofte kunne pévirke resultatet af en antistofbaseret
analyse, idet proteinerne er i stand til at binde sig til
mange antigen sites. Dermed vil man eventuelt kunne
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Frie lette kappa- og lambdakaader i serum (sFLC) bruges som tumormarkgr ved klonale plasmacel-
lesygdomme, primaert myelomatose.

Relativt overskud af en af de lette kader, udtrykt ved abnorm «/A-ratio, giver mistanke om klonali-
tet

Abnorme koncentrationer af sFLC ses ved tilstande med immunsupprimering, immunaktivering,
nedsat nyrefunktion og klonale plasmacellesygdomme.

Der er international konsensus om fglgende rekommandationer for brug af sFLC-analysen:

1. Ved udredning af patienter, der er mistaenkt for klonal B-celle-sygdom. Kombineres med serum-

proteinelektroforese og immunfiksationselektroforese (IFE). Ved mistanke om primaer Al-amy-
loidose bgr der fortsat foretages IFE pa dggnurin.

2. sFLC pa diagnosetidspunktet er en ugunstig prognostisk markgr for patienter med monoklonal
gammopati af ukendt betydning, myelomatose, plasmacytom og Al-amyloidose.

3. Serielle malinger bgr foretages rutinemaessigt hos patienter med AL-amyloidose, oligo- og non-

sekretorisk myelomatose, safremt der praeterapeutisk er abnorm «/A-ratio.
4. sFLC bgr males som led i remissionsvurdering efter behandling, idet svaret nu indgar i de inter-
nationale responskriterier, herunder i definitionen af sakaldt stringent komplet remission.

fé en falsk forhgjet FLC-koncentration ved tilstede-
veerelse af sddanne proteiner. Der foreligger ingen
undersggelser, der belyser dette forhold.

Biologisk variation

Der mangler undersggelser til bestemmelse af dggn-
variation samt dag til dag-variation hos raske savel
som syge (mono- og polyklonal plasmacelleaktive-
ring). Dette er ngdvendigt for at afklare, om der er
brug for at indfgre standarder for prgvetagning. Det
bidrager endvidere til belysning af analysens samlede
variation.

ANALYTISKE FORHOLD
FLC-assayet er ikke standardiseret, idet der ikke fin-
des internationalt referencemateriale.

Analysen er sensitiv og méler antigen ned til 2-3
mg/1 [4], se Tabel 1.

Impraecision

Imprecisionen er generelt god, med en variations-
koefficient (CV) pd mindre end 10% for frit « i
intervallet 7-144 mg/1 og for frit A i intervallet mel-
lem 15-227 mg/1 [4, 12]. Mange patienter har dog
serumvardier, der ligger langt uden for dette inter-
val, op til 10.000 mg/1. Variationen bgr veere kendt i
hele det analytiske spektrum.

Antisera er baseret pa polyklonalt antistof, og det
eksakte indhold i de forskellige reagent-loter kan der-
for variere. Nar impreaecision er bestemt pa tveers af
forskellige loter, findes der en vaesentligt hgjere CV,
med en lot til lot-variation for k og A pd henholdsvis
19 og 20%. Det pavirker ogsé k/A-ratio, med en CV pa
25% (3-45%) [17].

Antigen excess

Et velkendt problem ved den nefelometriske teknik,
specielt ved en analyse med stort analysespektrum, er
muligheden for antigen excess. Et fenomen der gor,
at meget hgje koncentrationer af FLC kan undervur-
deres [18]. Problemet imgdegas ved at starte med en
fortynding pa 1:100. Endvidere anbefales det, at et-
hvert klinisk misteenkeligt resultat efterfglges af gen-
tagen analyse ved en hgjere fortynding. Disse foran-
staltninger, samt erfarent personale, lgser delvist
problemet.

POSTANALYTISKE FORHOLD

Referenceinterval

Referenceintervallet er fastlagt. Katzmann et al [11]
har undersggt sFLC pa 273 raske personer (donorer) i
alderen 21-90 &r. I flere studier har man dog senere
fundet betydelige forskelle i referenceintervallet.
Specielt aftheenger dette af, hvilket laboratorieappara-
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tur der anvendes, men selv pd samme apparatur, er
der veesentlige forskelle [19]. sFLC hos raske perso-
ner stiger med alderen [11], dette skyldes formentlig
bade tiltagende produktion af immunglobulin og re-
duceret tubuler reabsorption af lette kaeder. Stignin-
gen afspejles ikke i k/A-ratio, ligesom a&ndringen ud-
lignes, hvis der korrigeres for Cystatin C (indikator
for renal clearance). Det er séledes af stor betydning,
hvordan referencematerialet sammensattes. Det er
vigtigt at ekskludere evt. MGUS-patienter, samt per-
soner med uerkendt nyreinsufficiens og subklinisk
infektion. Aldersvariation bgr inkluderes i reference-
intervallet for frit «, frit A og k/A-ratio. Det anbefales
at etablere et lokalt referenceinterval [19, 20].

OPSUMMERING

FLC-analysen udger potentielt et stort fremskridt i
diagnostik, behandling og kontrol af patienter med
myelomatose og andre klonale plasmacellesyg-
domme, specielt nar det drejer sig om nonsekreto-
risk/oligosekretorisk myelomatose og primeer AL-
amyloidose.

Fgr sFLC kan anvendes optimalt i den kliniske
dagligdag, er det afggrende at fa belyst den samlede
preeanalytiske, analytiske, biologiske og postanalyti-
ske variation. Seerligt vigtigt er det at erkende, hvor-
ndr en endring i malt SFLC er udtryk for en reel syg-
doms- eller behandlingsrelateret 22ndring og dermed
er klinisk betydende.
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