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Om denne kliniske retningslinje

Denne kliniske retningslinje er udarbejdet i et samarbejde mellem Danske Multidisciplinaere Cancer Grupper
(DMCG.dk) og Regionernes Kliniske Kvalitetsudviklingsprogram (RKKP). Indsatsen med retningslinjer er
forsteerket i forbindelse med Kreeftplan IV og har til formal at understatte en evidensbaseret kreeftindsats af hgj
og ensartet kvalitet i Danmark. Det faglige indhold er udformet og godkendt af den for sygdommen relevante
DMCG. Sekretariatet for Kliniske Retningslinjer pa Kraeftomradet har foretaget en administrativ godkendelse af
indholdet. Yderligere information om kliniske retningslinjer pa kreeftomradet kan findes pa:
www.dmcg.dk/kliniske-retningslinjer

Retningslinjen er malrettet klinisk arbejdende sundhedsprofessionelle i det danske sundhedsveesen og
indeholder systematisk udarbejdede udsagn, der kan bruges som beslutningsstette af fagpersoner og
patienter, nar de skal treeffe beslutning om passende og korrekt sundhedsfaglig ydelse i specifikke kliniske
situationer.

De kliniske retningslinjer pa kraeftomradet har karakter af faglig radgivning. Retningslinjerne er ikke juridisk
bindende, og det vil altid veere det faglige skan i den konkrete kliniske situation, der er afggrende for
beslutningen om passende og korrekt sundhedsfaglig ydelse. Der er ingen garanti for et succesfuldt
behandlingsresultat, selvom sundhedspersoner falger anbefalingerne. | visse tilfeelde kan en
behandlingsmetode med lavere evidensstyrke veere at foretraekke, fordi den passer bedre til patientens
situation.

Retningslinjen indeholder, udover de centrale anbefalinger (kapitel 1), en beskrivelse af grundlaget for
anbefalingerne — herunder den tilgrundliggende evidens (kapitel 3+4). Anbefalinger maerket A er steerkest,
Anbefalinger maerket D er svagest. Yderligere information om styrke- og evidensvurderingen, der er
udarbejdet efter "Oxford Centre for Evidence-Based Medicine Levels of Evidence and Grades of
Recommendations’, findes her: http://www.dmcg.dk/siteassets/kliniske-retningslinjer---skabeloner-0g-
vejledninger/oxford-levels-of-evidence-2009 _dansk.pdf

Generelle oplysninger om bl.a. patientpopulationen (kapitel 2) og retningslinjens tilblivelse (kapitel 5) er ogsa
beskrevet i retningslinjen. Se indholdsfortegnelsen for sidehenvisning til de gnskede kapitler.

For information om Sundhedsstyrelsens kreeftpakker — beskrivelse af hele standardpatientforlgbet med
angivelse af krav til tidspunkter og indhold — se for det relevante sygdomsomrade: https://www.sst.dk

Denne retningslinje er udarbejdet med gkonomisk statte fra Sundhedsstyrelsen (Krzeftplan 1V) og RKKP.
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1. Anbefalinger (Quick guide)

Undersogelser ved mistanke om M-
komponentsygdom/myelomatose (”screeningsprover”, ”forste-
gangsprover”)

1. Primeer udredning pa mistanke om myelomatose, bor udlese undersogelse for M-
komponent og frie lette kaeder i serum (C)

2. Ved klinisk mistanke om AL amyloidose eller anden monoklonal sygdom med lav
sekretion, bar der suppleres med immunfiksation af serum og urin, hvis serum-
elektroforese og serum frie lette kader er normale (A)

Undersogelser ved bestyrket mistanke om myelomatose eller
patienter med kendt sygdom (”“monitorering”,
“behandlingsprover”)

3. Patienten monitoreres med den analyse, der bedst afspejler sygdomsaktiviteten (D)

4. Ved komplet remission (CR) skal der udferes immunfiksation (A)

Typning af M-komponent og diagnostik

5. Typning af M-komponent foregar ved immunsubtraktion og/eller immunfiksation
(A)

Kvantificering af M-komponent og vurdering af respons

6. M-komponentens koncentration bestemmes ved kapillaerelektroforese (A)

7. B-mercaptoethanol/dithiothretiol-behandling af preven skal foretages ved
misforhold mellem manglende pavist M-komponent og sterk klinisk mistanke
eller forhejet total IgM (A)

8. Signifikant stigning regnes som a@ndring i M-komponenten pa > 25 % og >5 g/L (A)
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Frie lette keeder i serum

9.

10.

Serum frie lette kaeder analysen kan anvendes til monitorering af patienter med let-
kade sygdom, til diagnostik af lavsekretorisk myelomatose og diagnostik af AL-
amyloidose (D)

Reference intervallet er afh@ngig af metode og den anvendte analyse-platform og
varierer fra laboratorium til laboratorium (A)

Urin M-komponent

11.

12.

13.

Der anvendes morgenurin eller anden koncentreret spoturin til analysering af urin
M-komponent. Der bor udfores elektroforese og ved positivt fund
immunfiksation/immunsubtraktion (A)

Hos patienter, der bedst felges med urin M-komponent, er degnurinundersogelse
indiceret til pavisning af CR (A)

Hos patienter, der monitoreres med urin M-komponent er degnurinanalyse
indiceret for kvantificering (A)

Interferens fra behandling med monoklonale antistoffer ved maling

af M-komponent i serum

14.

Monoklonale antistoffer anvendt i terapeutisk gjemed kan medfere detektion af
nyopstdet M-komponent. Dette er kendt fra behandling med bl.a Daratumumab og
Elotuzumab, der begge er monoklonale antistoffer af typen IgG kappa. Interferens
ved ko-migration af Daratumumab og den maligne M-komponent kan handteres
med assayet Hydrashift 2/4 (A)
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2. Introduktion

| 2012 udgav Danske Selskab for Klinisk Biokemi (DSKB) og Danske Myelomatose Studie Gruppe (DMSG)
den farste danske retningslinje for M-komponent analyser. Retningslinjen var et vigtigt skridt pa vejen mod den
harmonisering af analyserne som skal sikre optimal diagnostik, ensartet monitorering og ensartede kliniske
protokoller.

Siden 2012 er der, drevet af kliniske studier og nye behandlingsmuligheder, sket en udvikling af bade
diagnostiske kriterier og krav til monitorering af patienter med M-komponent sygdomme, fx. Monitorering af
minimal residual disease (MRD). Der sker i disse ar en udvikling af nye analyser, men specielt udviklingen
inden for anvendelse af frie lette kaeder gjorde det ngdvendigt at nedsaette en arbejdsgruppe, der nu har
revideret naervaerende retningslinje.

M-komponent analysering foretages i dag pa regionalt eller hgjt-specialiseret niveau pa Rigshospitalet, i
Herlev, Roskilde, Naestved, Odense, Vejle, Esbjerg, Arhus og Aalborg, mens Holstebro udferer analyser i et
formaliseret samarbejde (1).

Formal
Det overordnede formal med retningslinjen er at understgtte en evidensbaseret kreeftindsats af hgj og ensartet
kvalitet pa tveers af Danmark.

Patientgruppe
Patienter, der er misteenkt for at have, eller allerede er diagnosticeret med en monoklonal gammopati, typisk
myelomatose, men ogsa mere sjeeldne sygdomme som amyloidose, POEMS, plasmacytom mf.

Malgruppe for brug af retningslinjen

Denne retningslinje skal primaert understatte det kliniske arbejde og udviklingen af den kliniske kvalitet, hvorfor
den primaere malgruppe er klinisk arbejdende sundhedsprofessionelle i det danske sundhedsveesen.
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3. Grundlag

Undersogelser ved mistanke om M-
komponentsygdom/myelomatose (”screeningsprover”, ”forste-
gangsprover”)

1. Primeer udredning pa mistanke om myelomatose, bor udlese undersogelse for M-
komponent og frie lette kaeder i serum (C)

2. Ved klinisk mistanke om AL amyloidose eller anden monoklonal sygdom med lav
sekretion, skal der suppleres med immunfiksation af serum og urin, hvis serum-
elektroforese og serum frie lette kaeder er normale (A)

Litteratur og evidensgennemgang
Der foreligger en relevant retningslinje for M-komponent analyser fra DSKB og DMSG fra 2012.
Herudover bygger retningslinjen pa internationalt anerkendte guidelines, kliniske studier og "real world data”.

Patientveerdier og — preeferencer
lkke relevant

Rationale
Ikke relevant

Bemerkninger og overvejelser
Anbefaling 1; der arbejdes aktuelt pa at vurdere omfanget af denne anbefaling. Herunder undersgges eventuel
merudgift, ekstra ressourcer i forhold til udredning, ambulatoriebelastning og patienthensyn.

Se nedenstaende tekst, herudover er der ingen szerlige bemaerkninger eller overvejelser.

1.1.

M-komponent undersggelse bar udfgres pa patienter, hvor der er klinisk mistanke om myelomatose
dvs.

- ved uforklaret anaemi, nyresvigt, hyperkalkeemi, hypersedimentatio

- ved paviste knoglemetastaser, patologisk fraktur eller knoglesmerter

- ved pavist hypogammaglobulinaemi

- ved isoleret ggning af en immunglobulinklasse i serum

som ikke forklares af andre tilstande eller sygdomme (2)

Undersgagelse for M-komponent udfares desuden i dag i en raekke kliniske situationer med henblik
pa at udelukke monoklonal gammopati:
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- udredning for osteoporose

- udredning af polyneuropati

- udredning af amyloidose

- udredning af malignt lymfom

- udredning mhp sjeeldne monoklonale gammopatier fx isoleret plasmacytom, POEMS syndrom,
kuldeagglutinin syndrom mv.

-udredning af patienter via Sundhedsstyrelsens diagnostiske pakkeforlab for patienter med
symptomer pa alvorlig sygdom, der kunne vaere kreeft.

1.2.

Der indsendes en serum-prave og der rekvireres P-M-Komponent (NPU17675) samt frie kappa
kaeder, frie lambda kaeder og den beregnede kappa/lambda ratio (NPU19606, NPU19607 og
NPU19608). Der bgr samtidig (fx ved reflex-testning pa laboratoriet) rekvireres immunologisk
bestemt total IgG, IgA og IgM (NPU19814, NPU19795 og NPU19825). Maling af immunglobuliner
kan ikke erstatte M-komponent undersggelse, men de er hensigtsmaessige i forhold til bade den
laboratoriemaessige og den kliniske tolkning af serum M-komponent.

1.3.

M-komponent undersggelse i serum bgr suppleres med analysering af frie lette keeder i serum idet
letkeede-sygdom sjeeldent kan ses pa serum-elektroforese.

Analysering af frie lette kaeder i serum erstatter screeningsmaessigt analysering af U-M-Komponent i den
forrige retningslinje. Der er i dag tilstraekkelig evidens for anvendelsen af frie lette kaeder til

screening for letkaede-sygdom, og det store compliance problem ved U-M-Komponent undgas (se
appendix 4). Letkeede sygdom, sandsynliggjort ved analysering af frie lette kaeder, bar som led i
udredningen af disse patienter suppleres med urin-undersggelse (NPU17676).

14

M-Komponent-analysen i serum udfgres ved hjeelp af protein-elektroforese, enten i traditionel
agarose-gel (hvor proteinerne farves med fx amidoblack eller acid violet) eller med kapillzerelektroforese
(hvor der skannes ved ca. 214 nm). En eventuel M-komponent vil fremsta som et

skarpt afgraenset ekstra band/top i gamma- eller beta-zonen eller i sjeeldne tilfeelde i alfa-zonen.

1.5

Serum frie lette keeder er en turbidimetrisk eller nefelometrisk bestemmelse af koncentrationen af

frie (dvs. ikke bundet til tung lg-kaede) lette kappa-og lambdakaeder og kan bestemmes med szerlige
antistoffer. Antistofferne binder til et antigen pa den lette keede, der er maskeret nar den lette keede er bundet
til en tung keede.

1.6.

Ved mistanke om M-komponent pa baggrund af en serum-elektroforese vil preven blive yderligere

undersggt med immuntypning. Se nedenfor "typning af M-komponent”. Ved ukarakteristisk serumelektroforese
(fx ujeevn gammazone eller sma toppe (<1 g/L)) hvor M-komponent er usandsynlig,
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men ikke sikkert kan udelukkes, ber laboratoriet rekvirere frie lette keeder i serum. Derudover kan

det enkelte laboratorium veelge at anvende resultaterne af de @vrige analysesvar, der findes pa
patienten, til at understgtte afgarelsen om evt. immuntypning (Fx skeeve veerdier af frie lette kaeder
eller forhgjede veerdier af totale immunglobuliner, calcium, sedimentationsreaktion eller kreatinin).

Hvis der ikke udfares immuntypning kan laboratoriet ogsa veelge at svare: "Svag M-komponent kan ikke
sikkert udelukkes. Ny prgve udbedes om 3-6 maneder hvis klinisk relevant” jvf. punkt 5.1.

1.7

Mistanke om M-komponent skal ogsa opsta ved serum-elektroforese hvor gamma-fraktion er
supprimeret og/eller betazonen er forhgjet (fx at betazonen er mere end 2,5 X gammazonen, eller at
beta-2 er starre end beta-1). Mistanken kan understattes ved hjeelp af frie lette kaeder og total
immunglobulinundersggelsen (fx selektiv forhgjelse af én af Immunglobulin-klasserne).

1.8

M-komponent undersggelse i serum i kombination med analysering af frie lette kaeder vil pavise
almindelige M-komponenter af en vis starrelse.

Mindre M-komponenter (< ca. 1 g/l) kan i visse tilfaelde overses. Disse kan vaere klinisk
betydningsfulde, og fornyet prave ber indsendes ved persisterende uforklarede symptomer.

1.9

Ved klinisk mistanke om AL amyloidose eller anden monoklonal sygdom med lav sekretion, bar der
suppleres med immunfiksation af serum og urin, hvis serum-elektroforese og serum frie lette keeder
er normale (3,4). Ved urinundersggelse bar der indsendes morgenurin eller anden koncentreret urin
og rekvireres NPU17676. Immunfiksation rekvireres selvstaendigt (NPU28875 for serum og
NPU28906 for urin).

1.10

Pa urinpraver (rekvireret ved screening som alternativ eller supplement il frie lette kaeder i serum)
udfgres elektroforese i agarose gel, som farves, eller der udfares kapilleerelektroforese. Som
tommelfingerregel skal metoden have en sadan fglsomhed, at der kan ses et albuminband i praven.
Ved fund af andre band end albumin udfgres immuntypning, som rapporteres. Der udfgres normalt
ikke kvantificering af urin M-komponenten ved screeningsundersggelse. Et positivt fund kan falges
op med dagn-urin til koncentrationsbestemmelse af M-komponenten med henblik pa at have et
udgangspunkt for fglgende monitorering af patienten, se afsnit 2.

Undersogelser ved bestyrket mistanke om myelomatose eller

patienter med kendt sygdom ("monitorering”,

“behandlingsprover”)

3.

Patienten monitoreres med den analyse, der bedst afspejler sygdomsaktiviteten (D)
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4. Ved komplet remission (CR) skal der udferes immunfiksation (A)

Litteratur og evidensgennemgang
Der foreligger en relevant retningslinje for M-komponent analyser fra DSKB og DMSG fra 2012.
Herudover bygger retningslinjen pa internationalt anerkendte guidelines, kliniske studier og "real world data”.

Patientveerdier og — preeferencer
lkke relevant

Rationale
Ikke relevant

Bemeaerkninger og overvejelser
Se nedenstaende tekst, herudover er der ingen saerlige bemarkninger eller overvejelser.

2.1.

Laboratoriet skal have et system, der muligger historisk tilbageblik pa tidligere prgver fra samme
patient. Pa alle praver laves samlet vurdering i forhold til tidligere praver pa samme patient.

2.2.

Patienten monitoreres med den analyse, der bedst afspejler sygdomsaktiviteten; serumelektroforese, frie lette
keaeder eller evt. dggn-urin elektroforese. Fx kan patienter uden kvantificerbar

serum-M-komponent af let kaede type ofte falges med frie lette kaeder. De stigende krav til

diagnostik og monitorering (fx af minimal residual disease) har drevet udviklingen af nye analyser pa dette
omrade. De nye analyser anvender forskellige analysemetoder fx flowcytometri, qPCR,

NGS og LCMS. Ingen af analyserne er imidlertid endnu etablerede i klinisk praksis og omtales derfor ikke
yderligere her. Dog beskrives Hevylite-assayet i appendix 7.

2.3.
Hos patienter med tidligere pavist M-komponent i serum udfares serum-protein-elektroforese med
kvantificering af M-komponenten (totale immunglobuliner males ogsa jvf. punkt 1.2.).

24.

Ved spgrgsmal om komplet remission skal der udfgres immunfiksation (dog kun hvis M-komponenten
ikke lzengere er synlig ved vanlig elektroforese eller immunsubtraktion).

Immunfiksation af serum og urin skal kunne rekvireres seerskilt (NPU28875 og NPU28906) se punkt
4.9095.5.

2.5.

Nar en M-komponent er blevet typebestemt tidligere, behgver den ikke types ved efterfalgende
unders@gelser af patienten med mindre:

- toppen har &ndret beliggenhed,

- ikke lzengere kan ses

- eller der er fremkomst af ny top (se ogsa afsnit 8 vedrgrende behandling med monoklonale
antistoffer).
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2.6.

Patienter med let-keede sygdom monitoreres med frie lette kaeder eller dagn-urin elektroforese.
Totale immunglobuliner males ogsa. Lavsekretorisk myelomatose falges almindeligvis med frie lette
keeder. | protokollerede undersggelser monitoreres ofte med dggn-urin.

Typning af M-komponent og diagnostik

5. Typning af M-komponent skal foregd ved immunsubtraktion og/eller
immunfiksation (A)

Litteratur og evidensgennemgang
Der foreligger en relevant retningslinje for M-komponent analyser fra DSKB og DMSG fra 2012.

Herudover bygger retningslinjen pa internationalt anerkendte guidelines, kliniske studier og "real world data”.

Patientveerdier og — preeferencer
lkke relevant

Rationale
Ikke relevant

Bemeerkninger og overvejelser
Se nedenstaende tekst, herudover er der ingen saerlige bemaerkninger eller overvejelser.

3.1.
Typning af M-komponent foregar ved immunsubtraktion og/eller immunfiksation. Der unders@ges for
band af typeme IgG, IgM, IgA, Kappa og Lambda (GAMKL).

3.2.
Ved fund af isoleret Kappa eller Lambda monoklonalt band suppleres med immunfiksation for IgD
og IgE og evt. immunfiksation for frie lette keeder.

3.3.
Pa kvantificerbare M-komponenter er der fuld overensstemmelse i typning mellem laboratorier i
Danmark (5).

34.

Bade immunsubtraktion og immunfiksation kan anvendes til almindelige typninger. | visse
situationer er det ngdvendigt at udfere konfirmatorisk immunfiksation:

- Nar en kendt top ikke lzengere kan ses ved elektroforese eller immunsubtraktion

- ved gnske om pavisning af komplet response (CR)

- hvis der er tvivl om resultatet af immmunsubtraktion

Skabelon v. 8.2
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- pavisning af IgD og E kraever immunfiksation
- pavisning af frie lette kaeder i serum vil kreeve immunfiksation.

3.5.

Biklonal M-komponent defineres operationelt som pavisning af to monoklonale komponenter. To eller flere
band af samme type ses ofte pga. fx polymerisering og er sjeeldent udtryk for biklonalitet.

Hvorvidt flere toppe skyldes biklonalitet eller polymerisering afgeres med -mercaptoethanol- eller
dithiotreitolbehandling i forbindelse med typning, se punkt 4.5 og appendix 1.

3.6.

Oligoklonale band defineres operationelt ved, at der med immunfiksation (eller immunsubtraktion)
ses MERE end to M-komponenter (oftest bade Kappa og Lambda type), OG ingen af dem har
kvantificerbar starrelse (<1 g/l).

3.7.

"M-komponent pa oligoklonal baggrund” defineres operationelt som én kvantificérbar Mkomponent,

hvor der samtidig kan pavises to eller flere ikke kvantificérbare M-komponenter. Man skal vaere opmaerksom
pa at frie lette keeder vanskeligt ses i elektroforese.

Kvantificering af M-komponent og vurdering af respons
6. M-komponentens koncentration skal bestemmes ved kapilleerelektroforese (A)

7. B-mercaptoethanol/dithiothretiol-behandling af preven skal foretages ved
misforhold mellem manglende pavist M-komponent og sterk klinisk mistanke
eller forhejet total IgM (A)

8. Signifikant stigning regnes som andring i M-komponenten pa > 25 % og >5 g/L (A)

Litteratur og evidensgennemgang
Der foreligger en relevant retningslinje for M-komponent analyser fra DSKB og DMSG fra 2012.
Herudover bygger retningslinjen pa internationalt anerkendte guidelines, kliniske studier og "real world data”.

Patientveerdier og — preaeferencer
lkke relevant

Rationale
Ikke relevant

Bemeerkninger og overvejelser
Se nedenstaende, herudover er der ingen sarlige bemaerkninger eller overvejelser.

Skabelon v. 8.2
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41.

M-komponentens koncentration i g/L bestemmes ved scanning af gel eller densitometri af
kapillzerelektroforese (intensitet i det ekstra band relativt til summen af intensitet i alle band og
multipliceret med serum totalprotein). Interlaboratoriel variation pa totalprotein vurderes at veere 3-
4 % CV (relativ standardafvigelse) (5)

4.2.

Det er af stor betydning at fratraekke polyklonalt Immunglobulin og andre proteiner beliggende i

samme omrade som M-komponenten. Dette gares i gamma-fraktionen ved at haeve bundlinjen (daldal),
sakaldt "tangent skimming” (6).

4.3.

For M-komponenter beliggende i alfa- eller betafraktionen er det seerlig vanskeligt at udmale M-komponenten
korrekt. Den totale fraktion ("perpendicular drop”) overvurderer M-komponentens

starrelse (iseer for sma M-komponenter) (6) mens den haevede bundlinie ("tangent skimming”) ofte
undervurderer sma M-komponenters starrelse pa grund af interfererende toppe fra normale proteiner i
betafaktionen.

Bedste resultat fas sandsynligvis ved hver gang at foretage immunsubtraktion pa

kapilleerelektroforese og visuelt vurdere M-komponentens starrelse i forhold til de @vrige betaproteiner
sammenholdt med hele betafraktionens starrelse. Konklusivt er det afggrende at anvende samme metode ved
opfelgende prever pa samme patient. Det er relevant samtidigt at felge patienten med total immunglobulin
maling.

4.4,

| meget sjeeldne tilfelde kan M-komponenter af IgM-type ikke pavises og dermed ikke kvantificeres i
kromatogrammet pga. cryoglobulin eller udfeeldning i forbindelse med elektroforese (7-9). Dette kan
ofte elimineres ved behandling af praven med B-merkaptoethanol/dithiothreitol eller ved at holde
preven varm (min. 37 grader) fra prgvetagning til endt analysering. | sidst naevnte tilfeelde tilfgjes
svaret denne notetekst: "Tages som kryoglobulin"(10). f-merkaptoethanol/dithiothreitol-behandling
skal foretages ved misforhold mellem manglende pavist M-komponent og steerk klinisk mistanke
eller forhgijet total IgM.

4.5,

Af og til ses flere toppe af samme M-komponent. Farste gang faenomenet observeres hos en

patient behandles prgven med B-merkaptoethanol/dithiothretiol (reduceres) med henblik pa at

afgere om der tale om biklonalitet eller polymerisering af samme M-komponent. Behandling med f-
merkaptoethanol/dithiothretiol vil ofte samle toppene til én (polymerisering). Det afgares, om praver fra
pageeldende patient fremover skal reduceres hver gang i forbindelse med kvantificering.

4.6.
For biklonale M-komponenter udmales starrelsen af de to komponenter hver for sig. Hvis dette ikke
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er muligt, angives en samlet koncentration.

4.7.

Det er vigtigt at patienten monitoreres med samme metode fra gang til gang. Der anvendes den
metode, hvor der enten kan pavises kvantificérbar M-komponent eller abnorm let-keede-ratio.

| elektroforesen er det vigtigt at anvende samme kvantificerings-metode fra gang til gang.

4.8.
Det er klinisk vigtigt med preecis kvantificering af M-komponenter omkring 30 g/L (indgar som
diagnostisk kriterium). Den interlaboratorielle variation er < 10 % i dette niveau (5).

4.9.

Det er klinisk vigtigt at kunne pavise komplet respons (CR), hvilket definitorisk er fraveer af M-komponent ved
immunfiksation. Immunfiksation af serum og urin (NPU28875, NPU28906) skal

kunne rekvireres saerskilt af haematologiske afdelinger, og det skal af analyse-svaret fremga, at der

er foretaget immunfiksation, se punkt 5.5 og svareksempler i appendix 2.

4.10.
Signifikant stigning regnes som aendring i M-komponenten pa >25 % og > 5 g/l. Det er klinisk vigtigt
at kunne pavise relative &ndringer pa 25 %, 50 % og 90 %.

4.11.

Pavisning og kvantificering af serum M-komponent indgar kombineret med andre parakliniske undersggelser i
vurdering af behandlingsrespons ved myelomatose. Der skelnes mellem Stringent

Complete Response (sCR), Complete Response (CR), Very Good Partial Response (VGPR),

Partial Response (PR), Stable Disease (SD) og Progressive Disease (PD) (11,12).

4.12. Koncentrationen af serum M-komponenten anvendes desuden ved follow-up af patienter med
MGUS, asymptomatisk myelomatose og isoleret plasmacytom. Maling af M-komponenten er ogsa
et vigtigt element ved follow-up og vurdering af behandlingseffekt ved Mb.Waldenstrém, og
monitorerning af patienter med "smaklon” sygdomme, der praeges af M-komponentens skadelige
effekt (13).

4.13.

For M-komponenter beliggende i gamma fraktionen vurderes den interlaboratorielle preecision at

veere < 10 % for M komponenter (> 10 g/L) og < 20 % for M komponenter 2-10 g/l. (3) For M-komponenter
i betafraktionen vurderes preecisionen at veere darligere for sma M-komponenter pa 2-

10 g/L. (5). Den intralaboratorielle variation vil ofte vaere mindre.

Kvantificeringsgraensen forstas som det niveau hvor M-komponenten kan bestemmes kvantitativt

med acceptabel (intralaboratoriel) praecision (CV 20 %). Denne greense afhaenger blandt andet af
M-komponentens beliggenhed i kromatogrammet. Kvantificeringsgraensen fastseettes af det enkelte
laboratorium, men ber aldrig vaere hgjere end 1 g/L. Resultater under kvantificeringsgraensen
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svares som "<X g/L", hvis de kan afskeeres i kromatogrammet. Kan M-komponenten udelukkende
pavises ved immunfiksation, afgives der ikke et kvantitativt svar, se punkt 5.3. Ved anvendelse af de
principper for fastleeggelse af antallet af betydende cifre, som Videnskabelige Udvalg for Kvalitet
under DSKB har rekommanderet, vil de fleste laboratorier kunne aflevere svar med 2 betydende
cifre (14).

Svarafgivelse

Litteratur og evidensgennemgang
Der foreligger en relevant retningslinje for M-komponent analyser fra DSKB og DMSG fra 2012.
Herudover bygger retningslinjen pa internationalt anerkendte guidelines, kliniske studier og "real world data”.

Patientveerdier og — praeferencer
lkke relevant.

Rationale
Ikke relevant

Bemaerkninger og overvejelser
Se nedenstaende, herudover er der ingen szerlige bemaerkninger eller overvejelser
Se eksempler i appendix 2.

5.1.

NPU17675 anvendes til at angive at M-komponent er til stede. Der er falgende svarmuligheder:
PAVIST

IKKE PAVIST

TVIVL (+ notetekst: "Svag M-komponent kan ikke sikkert udelukkes. Ny prgve udbedes om 3-6
maneder hvis klinisk relevant”.)

OLIGO (+ notetekst: "Oligoklonalt mgnster, ingen sikker M-komponent”)

5.2.

Safremt M-komponent er PAVIST anvendes den relevante Immunglobulin-typespecifikke NPU-kode,
fx NPU28638, og koncentrationen angives i g/L. Se svareksempler i appendix 2. Laboratoriet kan
veelge at udigse listen NPU19846 ved pavist M-komponent. Der svares ikke pa dette nummer, men
herfra udlgses det Immunglobulin-type-specifikke NPU-kode.

5.3.

Ved M-komponenter der ved afskeering i kromatogrammet er under kvantificeringsgraensen svares
NPU17675 "PAVIST” og den immunglobulin-typespecifikke NPU-kode "<X g/L”.

Safremt en M-komponent kun kan ses ved immunfiksation, og altsa ikke kan detekteres ved
kapileerelektroforese svares NPU17675 "PAVIST" og den Immunglobulin-type specifikke NPU-kode
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svares "Kan ikke kvantificeres. Kun detekterbar ved immunfiksation".

54.

Ved biklonalitet angives de to M-komponenters koncentration hver for sig med hver sin
immunglobulin-typespecifikke NPU-kode. Ved flere band af samme type skrives den samlede
starrelse. Safremt det sikkert drejer sig om to forskellige kloner af samme type, kan dette oplyses i
notetekst: "Sandsynligvis to kloner af samme type” (se ogsa punkt 4.5. vedrarende reduktion af
prever med B-mercaptoethanol).

5.5.

NPU28875 og NPU28906 anvendes til at informere klinikerne om at der er foretaget immunfiksation
(men anvendes ikke, hvis der kun er foretaget immunsubtraktion). Der svares "UDF@RT” uanset om
analysen er foretaget pa baggrund af klinisk- eller laboratorie-rekvisition.

5.6.
Safremt M-komponenten er helt eller delvist beliggende i betafraktionen skrives i note: "Beliggende i
beta-protein-fraktionen” (Se svareksempel i appendix 2).

5.7.
Safremt der ud over en malbar M-komponent findes oligoklonale band skrives note: "M-komponent
pa oligoklonal baggrund”.

5.8.
Frie lette kaeder besvares med NPU19606, NPU19607 og NPU19608.

5.9.
Urin analyser svares som beskrevet i punkt 7.2 — 7.4

Frie lette keeder i serum

9. Serum frie lette kaeder analysen kan anvendes til monitorering af patienter med let-
kade sygdom, til diagnostik af lavsekretorisk myelomatose og diagnostik af AL-
amyloidose (D)

10. Reference intervallet er afhangig af metode og den anvendte analyse-platform og
varierer fra laboratorium til laboratorium (A)

Litteratur og evidensgennemgang
Der foreligger en relevant retningslinje for M-komponent analyser fra DSKB og DMSG fra 2012.
Herudover bygger retningslinjen pa internationalt anerkendte guidelines, kliniske studier og "real world data”.
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Patientveerdier og — preeferencer
lkke relevant

Rationale
Ikke relevant

Bemeerkninger og overvejelser
Se nedenstaende, herudover er der ingen seerlige bemaerkninger eller overvejelser.

6.1.

Der er kits fra flere leverandarer pa markedet. Klinisk erfaring baserer sig p.t. hovedsageligt pa
resultater med kits fra "The Binding Site” (Freelitee), men et kit fra Siemens anvendes i stigende grad og
yderligere kits er pa vej. Kits fra The Binding Site er baseret pa polyklonale antistoffer. Kits

fra Siemens er baseret pa en blanding af fa monoklonale antistoffer.

6.2.

De kliniske kriterier, hvori frie lette kaeder indgar, er baseret pa Freelite®. Ud fra disse kriterier er det
vigtigt at kunne pavise andringer pa 25 % hhv. 50 % samt have en god ngjagtighed i omradet
omkring 100 mg/L. For Kappa/Lambda-ratio er det vigtigt at kunne skelne mellem veerdier inden for
og uden for referenceintervallet, samt at have en god ngjagtighed i omradet omkring 100 hhv. 0,01
(15,12,16).

Krav til intermedizer preecision (CV) beregnet ud fra de kliniske kriterier er 7,0 % for Kappa, 8,0 %
for Lambda og heraf 10,6 % for Kappa/Lambda-ratio. | forbindelse med en rundsending i 2016 har
danske laboratorier oplyst en intermedieer praecision pa mellem 2 og 8 %, og hovedparten af laboratorierne vil
kunne opfylde de beregnede krav.

Ved anvendelse af de principper for fastlaeggelse af antallet af betydende cifre, som Videnskabeligt
Udvalg for Kvalitet under DSKB har rekommanderet, vil de fleste laboratorier kunne aflevere svar pa
Kappa, Lambda og Kappa/Lambda-ratio med to betydende cifre (14). For yderligere vedrarende
krav til analysekvalitet se appendix 5.

6.3.

Isoleret forhgjelse af én let-keedetype i serum ses hos naesten alle med let-kaede sygdom og hos
mere end 80 % af myelomatosepatienter og endvidere hos de fleste patienter med lav-sekretorisk
myelomatose og AL amyloidose.

6.4.

Analysen kan anvendes til monitorering af patienter med let-kaede sygdom, til diagnostik af
lavsekretorisk myelomatose og diagnostik af AL-amyloidose (16). Normale frie lette keeder er
afgerende for definition af Stringent Complete Response (sCR).

6.5.
Analysen har meget lav detektionsgreense (ned til fa mg/L). Grundet den meget store biologiske
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spredning (fra fa mg til flere gram pr liter) er det meget vigtigt at sikre mod antigen-excessproblemer.
Hvis ikke apparaturet kontrollerer for dette, bar praver analyseres i to forskellige fortyndinger.

6.6.

Der er tidligere set stor lot-lot variation og den interlaboratorielle variation i eksterne kontrolsystemer

er stor (op til 100 % CV). For at sikre opmaerksomhed pa niveauskift ved lot-skifte, anbefales det Igbende at
medtage egen kontrolprgve.

6.7.

Hos enkelte patienter finder analysen meget hgje og biologisk urealistiske koncentrationer (op til

100 g/L), mens der ofte hos samme patient ikke er seerligt pafaldende protein-elektroforese. Fundet skyldes
sandsynligvis forstaerket signal fra polymeriserede lette keeder.

6.8.

Det er vist at referenceintervaller er afhaengige af metode og den anvendte analyse-platform og varierer fra
laboratorium til laboratorium. Fglgende referenceintervaller anbefales anvendt som

udgangspunkt, men bar verificeres lokalt (20,21).

The Binding Site (22):
Kappa: 3,3-19 mg/L

Lambda: 5,7-26 mg/L
Kappa/Lambda-ratio: 0,26-1,7*

Siemens (23)

Kappa: 6,7-22 mg/L

Lambda: 8,3-27 mg/L
Kappa/Lambda-ratio: 0,31-1,6*

*) Intervallet for Kappa/Lambda-ratio er reelt ikke et 95 % referenceinterval, men et 'diagnostisk
interval' (100 % referenceinterval)

6.9.

Ved infektigse og autoimmune tilstande ses ofte en (polyklonal) stigning i begge typer af let keede,
men bevaret normal Kappa/Lambda-ratio. Ved aftagende nyrefunktion ses tilsvarende en stigning i
begge kaedetyper, men pga. udligning i forskellen i clearence for de to kaedetyper gges
Kappa/Lambda-ratio.

Denne &ndring i Kappa/Lambda-ratio ses ved anvendelse af kittet fra The Binding Site, og det er
foreslaet at eendre Kappa/Lambda referenceomradet for patienter med nyresygdom til 0,37-3,10
(24) ved anvendelse af dette kit. Ved anvendelse af kittet fra Siemens ses der ikke den forventede
andring af Kappa/Lambda-ratio ved nedsat nyrefunktion (25,26). Se yderligere i appendix 6.

6.10
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Ved anvendelse af analysen fra The Binding Site har det vist sig, at anvendelsen af referenceintervallet for
Kappa/Lambda-ratio som cut-off hos patienter med mistanke om myelomatose medfarer et stort antal falsk
positive resultater (27). Samme unders@gelse har fastlagt et interval (2,5 - 97,5 percentiler) baseret pa
patienter i almen praksis mistaenkt for myelomatose, men som viser sig ikke at have M-komponentgivende
sygdom pa 0,42-4,32. Anvendelsen af dette interval pa undersagelsens population af patienter med M-
komponentgivende sygdom farte ikke til lavere sensitivitet. Det anbefales derfor, at den gvre greense i dette
interval anvendes sammen med den nedre greense af referenceintervallet som cut-off for patienter i almen
praksis misteenkt for myelomatose (1. gangspraver).

Interval til vurdering af 1. gangsprever ved analyse med The Binding Site

Kappa/Lambda-ratio: 0,26-4,32

Urin M-komponent

11. Der anvendes morgenurin eller anden koncentreret spoturin til analysering af urin
M-komponent. Der bor udferes elektroforese og ved positivt fund
immunfiksation/immunsubtraktion (A)

12. Hos patienter, der bedst folges med urin M-komponent, er degnurinundersogelse
indiceret til pavisning af CR (A)

13. Hos patienter, der monitoreres med urin M-komponent er degnurinanalyse
indiceret for kvantificering (A)

Litteratur og evidensgennemgang
Der foreligger en relevant retningslinje for M-komponent analyser fra DSKB og DMSG fra 2012.
Herudover bygger retningslinjen pa internationalt anerkendte guidelines, kliniske studier og "real world data”.

Patientveerdier og — preaeferencer
lkke relevant

Rationale
Ikke relevant

Bemaerkninger og overvejelser
Se nedenstaende, herudover er der ingen serlige bemaerkninger eller overvejelser.

71.

Undersggelse udfert af DSKB og DMSG har vist at pavisning og typning af Urin-M-komponent
(agarosegelelektroforese med farvning og immunfiksation) giver ensartede resultater nationalt (5).
Der er derimod meget stor variation i koncentrationsbestemmelse af M-komponent i urin. Dette ses
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ogsa i eksterne kontrolsystemer hvor der er op til 300 % CV inter-laboratorielt.

7.2.

Indikationer for urinundersg@gelse ved farstegangsundersagelse, se punkt 1.3 og 1.9. Der anvendes
NPU17676. Der anvendes morgenurin eller anden koncentreret spoturin. Der udfares elektroforese
i agarosegel/kapilleerelektroforese og ved positivt fund immunfiksation/immunsubtraktion. Spoturin
svares med NPU29236-37 ogNPU29297-311, se eksempel i appendix 2.

7.3.

Urinunders@agelse pa morgenurin eller koncentreret spoturin er ogsa indiceret til pavisning af
komplet respons (CR). NPU28906 anvendes til klinisk rekvisition og il at informere klinikerne om at
der er foretaget immunfiksation. Der svares "UDF@RT” uanset om analysen er foretaget pa
baggrund af klinisk- eller laboratorie-rekvisition.

74.

Visse patienter skal monitoreres med kvantificering af U-M-komponent og analysen indgar i flere kliniske
protokoller. Analysen skal laves pa dggnurin og udferes af laboratoriet kun pa urinportion

med angivet daggn-diurese. Dagnurin svares med NPU28855-66 og NPU29118-23, se eksempel i
appendix 2.

7.5.

Kvantificering foretages ved scanning af farvet agarosegel/densitometri af kapilleerelektroforese.

Hvis M-komponenten bestar alene af frie lette keeder (Bence Jones-protein), beregnes
koncentrationen ved scanning af bandet med total-protein som reference. Hvis M-komponenten

bade indeholder et band af frie lette keeder og et band af komplet Inmunglobulin, kvantificeres begge
komponenter og udgives hver for sig. Polyklonalt let-keede/Immunglobulin (diffuse band som

fx ses ved nyresygdom) medregnes ikke.

Interferens fra behandling med monoklonale antistoffer ved maling
at M-komponent i serum

14. Monoklonale antistoffer anvendt i terapeutisk sjemed kan medfere detektion af
nyopstiet M-komponent. Interferens ved ko-migration af Daratumumab og den
maligne M-komponent kan hindteres med assayet Hydrashift 2/4 (A)

Litteratur og evidensgennemgang
Der foreligger en relevant retningslinje for M-komponent analyser fra DSKB og DMSG fra 2012.
Herudover bygger retningslinjen pa internationalt anerkendte guidelines, kliniske studier og "real world data”.

Patientveerdier og — preeferencer
lkke relevant
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Rationale
Ikke relevant

Bemeerkninger og overvejelser
Se nedenstaender, herudover er der ingen seerlige bemaerkninger eller overvejelser.

8.1

Monoklonale antistoffer anvendt i terapeutisk gjemed kan medfare detektion af en lille nyopstaet M-komponent
i serum (oftest <1 g/L). Den nye M-komponent er det antistof, der behandles med og stammer ikke fra de
maligne plasmaceller. En sadan falsk M-komponent ved myelomatose kan ved

behandling af plasmacelle-sygdomme fejltolkes som en nyopstaet klon, og i forbindelse med

responsvurdering kan en persisterende M-komponent (ved ko-migration) fejltolkes som manglende

evne til at bringe patienten i komplet remission (CR).

8.2

Til behandling af myelomatose er der for nuveerende flest erfaringer med praeparaterne

Daratumumab (27) og Elotuzumab (28,29), der begge er monoklonale antistoffer af typen 1gG

kappa. Ved anvendelse af ét af disse preeparater kan man hos nogle patienter observere en ny M-komponent
(<1 glL) af typen IgG-kappa i labet af behandlingsperioden og eventuelt ogsa fa maneder efter endt
behandling. Den mulige interferens fra disse preeparater er serlig relevant ved

patienter med maligne M-komponenter af typen 1gG kappa. Hos disse patienter er der ved serumelektroforese
risiko for ko-migration af det terapeutiske antistof og M-komponenten fra sygdommen,

hvilket besveerligger korrekt kvantificering af den maligne M-komponent.

Den gennemsnitlige halveringstid er opgivet til hhv. 4,6 dage for Elotuzumab (29) og 9,0 dage for
Daratumumab (27) malt efter farste dosis. Hos patienter med ko-migration anbefales det derfor at

maling af serum M-komponent udfgres umiddelbart inden opstart af en ny behandlingscyklus for at mindske
risikoen for interferens fra det terapeutiske antistof.

8.3

Interferens ved ko-migration af Daratumumab og den maligne M-komponent kan handteres med
assayet Hydrashift 2/4 Daratumumab, der bygger pa erfaringerne fra et "Daratumumab-specific
immunofixation electrophoresis reflex assay" (DIRA) anvendt i kliniske studier (30-32). Her
anvendes et antistof rettet mod Daratumumab, der ved kompleks-dannelse farer til sendret
migration af Daratumumab ved elektroforese. Dermed kan evt. tilbageveerende malign Mkomponent
af typen IgG-kappa detekteres og kvantificeres. De @vrige producenter af monoklonale

antistoffer til behandling af myelomatose arbejder pa lignende Igsninger til korrekt bestemmelse af
M-komponenten.

Der er desuden andre metoder under udvikling til handtering af interferens fra monoklonale
antistoffer, herunder metoder baseret pa liquid chromatography mass spectrometry (LCMS), der vil
kunne anvendes uanset hvilket monoklonalt antistof, der behandles med.
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8.4

Patienter med myelomatose i behandling med et monoklonalt antistof bar ved mistanke om interferens have
udfert en af analyserne beskrevet under punkt. 8.3 for at sikre korrekt vurdering af

responset (very good partial response (VGPR) eller complete response (CR)).

8.5

Hvis der ved kendt behandling med monoklonalt antistof ses en nytilkommet top/band adskilt fra
den oprindelige M-komponent (og af samme type som behandlings-antistoffet), afgives svaret som
vanligt uden hensyntagen til "leegemiddel-toppen”. Dog tilfajes kommentaren: "Desuden ses en
mindre komponent, der kan skyldes biologisk behandling. Ej medregnet i M-komponent
koncentrationen".

8.6

Hvis der rekvireres analyse til detektion af interferens fra laegemiddel, svares denne analyse med oplysning
om evt. ko-migration. | tilfeelde af ko-migration ber fremtidige svar pa M-komponentanalysen

tilfgjes kommentaren: "Koncentration med forbehold pga. evt. medbestemmelse af interfererende medicin.”
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5. Metode

Litteratursegning

Retningslinjen er udarbejdet pa baggrund af den tidligere retningslinje ” Retningslinje for M-komponent
analyser” udarbejdet af DSKB og DMSG 2012.

Desuden er denne suppleret med en litteratursa@gning i PubMed.

Evidensen er vurderet i relation til http://www.dmcg.dk/siteassets/kliniske-retningslinjer---skabeloner-og-
vejledninger/oxford-levels-of-evidence-2009 _dansk.pdf

Litteraturgennemgang

Retningslinjen er fremsendt til og godkendt af Dansk Selskab for Klinsisk Biokemi og Dansk Myelomatose
Studiegruppe i 2017. Der har ikke veeret andre end lzeger fra DSKB og DMSG ind over udarbejdelsen af
denne retningslinje.

Formulering af anbefalinger
Anbefalingerne er formuleret af forfatterne i feellesskab.

Interessentinvolvering
Ikke relevant

Hering og godkendelse
Retningslinje har veeret sendt i hgring til alle medlemmer af de 2 involverede selskaber, Dansk Selskab for
Klinisk Biokemi og Dansk Myelomatose Stuediegruppe. Retningslinjen er efterfalgende godkendt af:

DMSG

o Niels Frost Andersen, Heematolog, Overlaege, Heematologisk Afdeling, Aarhus Universitetshospital.

e Robert Schou Pedersen, Heematolog, Overlaege, Medicinsk Afdeling, Holstebro.

o Niels Abildgaard, Heematolog, Professor, Overlzege, Haematologisk Afdeling, Odense
Universitetshospital.

e Thomas Granum Aagaard, Heematolog, Afdelingsleege, Heematologisk Afdeling Herlev og Gentofte
Hospital.

e Anne Keersgaard Mylin, Heematolog, Afdelingsleege, Haematologisk Afdeling, Rigshospitalet.

e Sara Arntklgv, Bioanalytiker, Klinisk Biokemisk Afdeling, Herlev og Gentofte Hospital.

e Jargen Brodersen Gram, Klinisk biokemiker, Overleege, Klinisk Biokemisk Afdeling, Sydvestjysk
Sygehus, Esbjerg.

e Marianne Benn, Klinisk Biokemisk Afdeling, Rigshospitalet.
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e Jesper Farup Revsholm, Klinisk biokemiker, Afdelingslaege, Afdeling for Klinisk Biokemi og
Farmakologi, Odense Universitetshospital.

Anbefalinger, der udleser betydelig merudgift
Ingen anbefalinger vurderes at udlgse betydelig merudgift. Der henvises i gvrigt til Bemaerkninger og seerlige
overvejelser under anbefaling 1.

Behov for yderligere forskning
Der er ikke lavet anbefaling pa dette omrade.

Forfattere
DMSG
e Henrik Gregersen, Hematolog, Overlaege, Haematologisk Afdeling, Alborg Universitetshospital, ingen
interessekonflikter.
e Charlotte Toftmann Hansen, Haematolog, Afdelingsleege, Heematologisk Afdeling, Odense
Universitetshospital, ingen interessekonfligter.
e Kristian Thidemann Andersen, Haematologisk uddannelsesstilling, 1.Reservelaege, Heematologisk
afdeling, Odense Universitetshospital, ingen interessekonflikter.

DSKB

e Mie Hessellund Samson, Klinisk biokemiker, Overleege, Klinisk Biokemisk Afdeling, Aarhus
Universitetshospital (formand), ingen interessekonflikter.

e Holger J. Mgller, Klinisk biokemiker, Professor, Overlaege, Klinisk Biokemisk Afdeling, Aarhus
Universitetshospital, ingen interessekonflikter.

e Erik Dalsgaard Lund, Biokemiker, Klinisk Biokemisk Afdeling, Sygehus Lillebeelt Vejle, ingen
interessekonflikter.

e Malene Bjerregaard Pass, Biokemiker, Klinisk Biokemisk Afdeling, Sjeellands Universitetshospital,
Roskilde, ingen interessekonflikter.

e Mikala Klok Jargensen, Biokemiker, Klinisk Biokemisk Afdeling, Slagelse, Neestved, Nykgbing F
sygehuse, ingen interessekonflikter.

o Tove Rask Sendergaard, Biokemiker, Klinisk Biokemisk Afdeling, Hospitalsenheden Vest, ingen
interessekonflikter.

e Axel Brock, Adjungeret professor, Klinisk Biokemisk Afdeling, Aalborg Universitetshospital, ingen
interessekonflikter.
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7. Bilag

Bilag 1 — Sogestrategi
Der foreligger aktuelt ingen ekstakt sg@gestrategi.
Bilag 2 - Eksempel pa behandling af prever med (3-mercaptoethanol

Reducerende oplgsning:

Fremstil reducerende 1 % B-merkaptoethanol i Fluidil (Sebia PN4587, 1 rgr a 5 ml).

100 pl reducerende oplasning tilseettes til 300 ul ufortyndet serum. Bland og analyser prgven inden
for 15 minutter. Nogle praver kan kraeve laengere tids behandling
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Bilag 3 - Eksempler pa rekvisition og svar

Eksempel 1: Negativ prave

NPU17675 M-komponent;P IKKE PAVIST
NPU17676 M-komponent;U IKKE PAVIST
Eksempel 2: Negativ men tvivisom forstegangsprove

NPU17675 M-komponent;P TVIVL*
NPU17676 M-komponent;U IKKE PAVIST

*Svag M-komponent kan ikke sikkert udelukkes. Ny prove udbedes om 3 -6 maneder hvis k linisk relevant.

Eksempel 3: Oligokloni, dvs. mange sma band/toppe

NPU17675

M-komponent;P

OLIGO*

NPU17676

M-komponent;U

IKKE PAVIST

*Oligoklonalt monster, ingen sikker M-komponent

Eksempel 4: Serum M-komponent pavist med immunfiksation

NPU17675 M-komponent;P PAVIST
NPU19846 M-komponent gruppe; P

NPU28638 IgG (kappa; monoklonalt);P 12 g/lL
NPU28875 M-komponent (immunfiksation);P UDF@RT

Eksempel 5: Serum M-komponent pavist, immunfiksation er ikke udfgrt

NPU17675 M-komponent;P PAVIST
NPU19846 M-komponent gruppe; P

NPU28638 IgG (kappa; monoklonalt);P 12 g/lL
Eksempel 6: Som eks. 4 + negativ urinundersogelse

NPU17675 M-komponent;P PAVIST
NPU19846 M-komponent gruppe; P

NPU28638 IgG (kappa; monoklonalt);P 12 g/lL
NPU28875 M-komponent (immunfiksation);P UDF@RT
NPU17676 M-komponent;U IKKE PAVIST
Eksempel 7: Biklonalitet, dvs. to M-komponenter pavist

NPU17675 M-komponent;P PAVIST
NPU19846 M-komponent gruppe; P

NPU28638 IgG (kappa;monoklonalt);P 12 g/lL
NPU28634 IgA (kappa;monoklonalt);P 3glL
NPU17676 M-komponent;U IKKE PAVIST
| noten: Biklonal

Eksempel 8: M-komponent pa oligoklonal baggrund

NPU17675 M-komponent;P PAVIST*
NPU19846 M-komponent gruppe; P

NPU28638 IgG (kappa;monoklonalt);P 12 glL
NPU28875 M-komponent (immunfiksation);P UDF@RT
NPU17676 M-komponent;U IKKE PAVIST

*M-komponent pa oligoklonal baggrund
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Eksempel 9: M-komponent beliggende i beta-fraktionen

NPU17675 M-komponent;P PAVIST*
NPU19846 M-komponent gruppe; P

NPU28634 IgA (kappa;monoklonalt);P 3glL
NPU28875 M-komponent (immunfiksation);P UDF@RT
NPU17676 M-komponent;U IKKE PAVIST

*Beliggende i beta-proteinfraktionen

Eksempel 10: Negativ prgve. Bade for serum- og urin-immunfiksation er udfart

DSKB/DMSG

NPU17675 M-komponent;P IKKE PAVIST
NPU28875 M-komponent (immunfiksation);P UDF@RT
NPU17676 M-komponent;U IKKE PAVIST
NPU28906 M-komponent (immunfiksation);U UDF@RT
Eksempel 11: Monitorering af patient
06-06-2011 | 05-11-2011 | 15-01-20128 | 02-02-2013% | 04-03-2013% | 30-03-2013
NPU17675 | M-komponent;P PAVIST PAVIST PAVIST PAVIST OLIGO** IKKE
PAVIST
NPU19846 | M-komponent gruppe;P
NPU28638 | I9G (Kappa; 12 g/L <1glL PAVIST* IKKE
monoklonalt);P PAVIST
NPU28634 | IgA <1glL PAVIST* IKKE
(kappa;monoklonalt);P PAVIST
NPU28875 | M-komponent UDF@RT UDF@RT UDF@RT UDF@RT
(immunfiksation);P
NPU17676 | M-komponent;U IKKE
PAVIST

*Kan ikke kvantificeres. Kun detekterbar ved immunfiksation

**QOligoklonalt m@nster, ingen sikker M-komponent

§
15/01/2012:

M-komponenterne kan pavises ved screening eller ved immuntypning pa kapilleereletroforese, men er mht. koncentration
under kvantifikationsgraensen.

02/02/2013:

M-komponenterne kan IKKE pavises ved screening eller immuntyping ved kapillzer-elektroforese. Kan kun pavises ved

immunfiksation.
04/03/2013: Oprindelig M-komponent kan IKKE pavises som en del af det oligoklonale monster.

Svar-eksempel
12: Urin M-komponent pavist i spoturin

NPU17675 M-komponent;P IKKE PAVIST
NPU17676 M-komponent;U PAVIST
NPU57522 M-komponent (semikvant) gruppe IKKE PAVIST
NPU29236 Kappa-keede (frit;monoklonalt);U PAVIST
Svar-eksempel

13:Urin M-komponent pavist og kvantificeret i dggnurin

NPU17675 M-komponent;P IKKE PAVIST
NPU17676 M-komponent;U PAVIST
NPU29119 M-komponent gruppe;Pt(U)

NPU28865 Kappa-keede(frit;monoklonalt);Pt(U) 0,74 g/d
NPU28855 IgA (kappa;monoklonalt);Pt(U) 0,15 g/d
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Bilag 4 - Anbefalede NPU koder til rekvisition og svarafgivelse

Rekvisition:

Rekvisition af serum og urin M-komponent samt immunfiksation

NPU id Kort definition NKN kortnavn

NPU17675 P-M-komponent;arb.k.(proc.)=? M-komponent;P

NPU17676 U-M-komponent;arb.k.(proc.)=? M-komponent;U

NPU28875 P-M-komponent;arb.k.(proc.;IFE)=? M-komponent (immunfiksation);P
NPU28906 U-M-komponent;arb.k.(proc.;IFE)=? M-komponent (immunfiksation);U
Svarafgivelse:

Grupper: Kan i visse systemer anvendes som overskrift ved svarafgivelse

NPU id Kort definition NKN kortnavn

NPU29119 Pt(U)—Immunglobulin(monoklonalt); massehast.(liste) M-komponent gruppe;Pt(U)
NPU19846 P—M-komponent; massek.(liste) M-komponent gruppe;P

NPU57552 U—M-komponent; arb.k.(liste; proc.) M-Komponent (semikvant) gruppe; U

Serum: Typespecifikke koder til angivelse af pavist M-komponent type og koncentration

NPU id Kort definition NKN kortnavn

NPU28634 P—Immunglobulin A(kappa; monoklonalt); massek. = ? g/L IgA (kappa;monoklonalt);P
NPU28635 P—Immunglobulin A(lambda; monoklonalt); massek. = ? g/L IgA (lambda;monoklonalt);P
NPU28636 P—Immunglobulin D(kappa; monoklonalt); massek. = ? g/L IgD (kappa;monoklonalt);P
NPU28637 P—Immunglobulin D(lambda; monoklonalt); massek. = ? g/L IgD (lambda;monoklonalt);P
NPU28638 P—Immunglobulin G(kappa; monoklonalt); massek. = ? g/L IgG (kappa;monoklonalt);P
NPU28639 P—Immunglobulin G(lambda; monoklonalt); massek. = ? g/L IgG (lambda;monoklonalt);P
NPU28640 P—Immunglobulin M(kappa; monoklonalt); massek. = ? g/L IgM (kappa;monoklonalt);P
NPU28641 P—Immunglobulin M(lambda; monoklonalt); massek. =? g/L | 1gM (lambda;monoklonalt);P
NPU28642 P—Immunglobulin E(kappa; monoklonalt); massek. = ? g/L IgE (kappa;monoklonalt);P
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NPU28643 P—Immunglobulin E(lambda; monoklonalt); massek. = ? g/L Igk (lambda;monoklonalt);P
NPU28644 P—Kappa-kade(lg)(frit; monoklonalt); massek. = ? g/L Kappa-kade(frit;monoklonalt);P
NPU28645 P—Lambda-kade(Ig)(frit; monoklonalt); massek. = ? g/L Lambda-kade(frit;monoklonalt);P
NPU28923 P—Immunglobulin A(monoklonalt); massek. = ? g/L IgA (monoklonalt);P

NPU28924 P—Immunglobulin D(monoklonalt); massek. = ? g/L IgD (monoklonalt);P

NPU28925 P—Immunglobulin G(monoklonalt); massek. = ? g/L 1gG (monoklonalt);P

NPU28926 P—Immunglobulin M(monoklonalt); massek. = ? g/L IgM (monoklonalt);P

NPU28927 P—Immunglobulin E(monoklonalt); massek. = ? g/L IgE (monoklonalt);P

Spot-urin: Typespecifikke koder til angivelse af pavist M-komponent type

NPU id Kort definition NKN kortnavn

NPU29236 U—Kappa-kade(Ig)(frit; monoklonalt); arb.k.(0 1) = ? Kappa-kade(frit;monoklonalt);U
NPU29237 U—Lambda-kade(lg)(frit; monoklonalt); arb.k.(0 1) = ? Lambda-kade(frit;monoklonalt);U
NPU29297 U—Immunglobulin A(kappa; monoklonalt); arb.k.(0 1) = ? IgA (kappa;monoklonalt);U
NPU29298 U—Immunglobulin A(lambda; monoklonalt); arb.k.(0 1) = ? IgA (lambda;monoklonalt);U
NPU29299 U—Immunglobulin A(monoklonalt); arb.k.(0 1) = ? IgA (monoklonalt);U
NPU29300 U—Immunglobulin D(kappa; monoklonalt); arb.k.(0 1) = ? IgD (kappa;monoklonalt);U
NPU29301 U—Immunglobulin D(lambda; monoklonalt); arb.k.(0 1) = ? IgD (lambda;monoklonalt);U
NPU29302 U—Immunglobulin D(monoklonalt); arb.k.(0 1) = ? IgD (monoklonalt);U
NPU29303 U—Immunglobulin E(kappa; monoklonalt); arb.k.(0 1) = ? IgE (kappa;monoklonalt);U
NPU29304 U—Immunglobulin E(lambda; monoklonalt); arb.k.(0 1) = ? IgE (lambda;monoklonalt);U
NPU29305 U—Immunglobulin E(monoklonalt); arb.k.(0 1) = ? IgE (monoklonalt);U
NPU29306 U—Immunglobulin G(kappa; monoklonalt); arb.k.(0 1) =? IgG (kappa;monoklonalt);U
NPU29307 U—Immunglobulin G(lambda; monoklonalt); arb.k.(0 1) = ? IgG (lambda;monoklonalt);U
NPU29308 U—Immunglobulin G(monoklonalt); arb.k.(0 1) = ? IgG (monoklonalt);U
NPU29309 U—Immunglobulin M(kappa; monoklonalt); arb.k.(0 1) = ? IgM (kappa;monoklonalt);U
NPU29310 U—Immunglobulin M(lambda; monoklonalt); arb.k.(0 1) = ? IgM (lambda;monoklonalt);U
NPU29311 U—Immunglobulin M(monoklonalt); arb.k.(0 1) = ? IgM (monoklonalt);U
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Dagn-urin: Typespecifikke koder til angivelse af pavist M-komponent type og degnudskillelse

NPU id Kort definition NKN kortnavn

NPU28855 Pt(U)—Immunglobulin A(kappa; monoklonalt); massehast. = ? g/d IgA (kappa;monoklonalt);Pt(U)
NPU28856 Pt(U)—Immunglobulin A(lambda; monoklonalt); massehast. = ? g/d IgA (lambda;monoklonalt);Pt(U)
NPU28857 Pt(U)—Immunglobulin D(kappa; monoklonalt); massehast. = ? g/d IgD (kappa;monoklonalt);Pt(U)
NPU28858 Pt(U)—Immunglobulin D(lambda; monoklonalt); massehast. = ? g/d IgD (lambda;monoklonalt);Pt(U)
NPU28859 Pt(U)—Immunglobulin E(kappa; monoklonalt); massehast. = ? g/d IgE (kappa;monoklonalt);Pt(U)
NPU28860 Pt(U)—Immunglobulin E(lambda; monoklonalt); massehast. = ? g/d IgE (lambda;monoklonalt);Pt(U)
NPU28861 Pt(U)—Immunglobulin G(kappa; monoklonalt); massehast. = ? g/d IgG (kappa;monoklonalt);Pt(U)
NPU28862 Pt(U)—Immunglobulin G(lambda; monoklonalt); massehast. = ? g/d IgG (lambda;monoklonalt);Pt(U)
NPU28863 Pt(U)—Immunglobulin M(kappa; monoklonalt); massehast. = ? g/d IgM (kappa;monoklonalt);Pt(U)
NPU28864 Pt(U)—Immunglobulin M(lambda; monoklonalt); massehast. = ? g/d IgM (lambda;monoklonalt);Pt(U)
NPU28865 Pt(U)—Kappa-kaede(lg)(frit; monoklonalt); massehast. = ? g/d Kappakaede(frit;monoklonalt);Pt(U)
NPU28866 Pt(U)—Lambda-kaede(Ig)(frit; monoklonalt); massehast. = ? g/d Lambdakeede(frit;monoklonalt);Pt(U)
NPU29118 Pt(U)—Immunglobulin A(monoklonalt); massehast. = ? g/d IgA (monoklonalt);Pt(U)
NPU29120 Pt(U)—Immunglobulin D(monoklonalt); massehast. = ? g/d IgD (monoklonalt);Pt(U)
NPU29121 Pt(U)—Immunglobulin E(monoklonalt); massehast. = ? g/d IgE (monoklonalt);Pt(U)
NPU29122 Pt(U)—Immunglobulin G(monoklonalt); massehast. = ? g/d IgG (monoklonalt);Pt(U)
NPU29123 Pt(U)—Immunglobulin M(monoklonalt); massehast. = ? g/d IgM (monoklonalt);Pt(U)

Dagn-urin: Typespecifikke koder til angivelse af pavist M-komponent koncentration*

NPU id Kort definition NKN kortnavn
NPU28843 U—Immunglobulin A(kappa; monoklonalt); massek. = ? g/L IgA (kappa;monoklonalt);U
NPU28844 U—Immunglobulin A(lambda; monoklonalt); massek. = ? g/L IgA (lambda;monoklonalt);U
NPU28845 U—Immunglobulin D(kappa; monoklonalt); massek. = ? g/L IgD (kappa;monoklonalt);U
NPU28846 U—Immunglobulin D(lambda; monoklonalt); massek. = ? g/L IgD (lambda;monoklonalt);U
NPU28847 U—Immunglobulin E(kappa; monoklonalt); massek. = ? g/L IgE (kappa;monoklonalt);U
NPU28848 U—Immunglobulin E(lambda; monoklonalt); massek. = ? g/L IgE (lambda;monoklonalt);U
NPU28849 U—Immunglobulin G(kappa; monoklonalt); massek. = ? g/L IgG (kappa;monoklonalt);U
NPU28850 U—Immunglobulin G(lambda; monoklonalt); massek. = ? g/L IgG (lambda;monokionalt);U
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NPU28851 U—Immunglobulin M(kappa; monoklonalt); massek. = ? g/L IgM (kappa;monoklonalt);U
NPU28852 U—Immunglobulin M(lambda; monoklonalt); massek. = ? g/L IgM (lambda;monoklonalt);U
NPU28853 U—Kappa-kaede(lg)(frit; monoklonalt); massek. = ? g/L Kappa-kaede(frit;monoklonalt);U
NPU28854 U—Lambda-kaede(lg)(frit; monoklonalt); massek. = ? g/L Lambdakeede(frit;monoklonalt);U
NPU29124 U—Immunglobulin A(monoklonalt); massek. = ? g/L IgA (monoklonalt);U

NPU29125 U—Immunglobulin D(monoklonalt); massek. = ? g/L IgD (monoklonalt);U

NPU29126 U—Immunglobulin E(monoklonalt); massek. = ? g/L IgE (monoklonalt);U

NPU29127 U—Immunglobulin G(monoklonalt); massek. = ? g/L IgG (monoklonalt);U

NPU29128 U—Immunglobulin M(monoklonalt); massek. = ? g/L IgM (monoklonalt);U

NPU19847 U—M-komponent; massek.(liste) M-komponent gruppe;U

*) Disse NPU-koder anvendes ifm. beregning af dagnudskillelsen ved multiplikation med diuresen. Det anbefales
ikke, at disse koder anvendes i det for rekvirenterne synlige svar.

Serum: Typespecifikke koder til angivelse af koncentration og ratio af frie lette kader*

NPU id Kort definition NKN kortnavn

NPU19606 P—Kappa-keede(lg)(frit); massek. = ? mg/L Kappa-keede(lg) frit;,P
NPU19607 P—Lambda-kaede(Ig)(frit); massek. = ? mg/L Lambda-kaede(lg) frit;P
NPU19608 P—Kappa-keede(lg)(frit)/Lambda-kaede(lg)(frit); masseratio = ? Kappa/Lambda-kaede(lg) frit;P

*Koderne kan anvendes til bade rekvisition og svar. Alternativt kan der anvendes lokalkode som gruppe
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Bilag 5 - Baggrund for anvendelsen af FLC ved 1.gangsprover

Meget lav kompliance for degnurin-opsamling

En dansk opgarelse viste, at der kun blev indsendt urinpraver i under 10 % af tilfeeldene af primeer
udredning. Det lave sammenfald af blod- og urinprgver er i overensstemmelse med udenlandske
unders@gelse, hvor der er rapporteret indsendelse af begge praver i 17 % til 40 % af tilfeeldene (1-
4).

Hojere sensitivitet

Bestemmelse af serum frie lette kaeder har hgjere sensitivitet end urin elektroforese. Baggrunden er,

at de frie lette kaeder forst optraeder i urinen, nar nyrernes kapacitet for reabsorption af frie lette keeder
overskrides. | et studie optradte Bence Jones proteinuri ved mediane koncentrationer af

serum kappa og lambda lette kaeder pa henholdsvis 113 mg/l and 278 mg/l, altsa hgjere end
detektionsgraensen for serum frit letkeede assays (5). Katzman et al. sammenlignede sensitiviteten

af forskellige kombinationer af serum elektroforese, serum immunfixation, frie lette keeder, urin

protein elektroforese og urin immunfixation hos 1877 patienter med forskellige typer af

nydiagnostiseret monoklonale gammopati (6). Kombinationen af serum elektroforese og

bestemmelse af serum frie lette keeder paviste forandringer hos 1770 af patienterne (94,3 %).
Kombinationen identificerede alle patienter med myelomatose og Mb.Waldenstrem, mens sensitiviteten for
andre monoklonale gammopatier var lavere f.eks. 465 af 524 MGUS patienter

(88,7 %). Serum M-komponent eller skaev kappa/lambda ratio blev fundet hos 559 af 581 (96,2 %)

af patienter med AL amyloidose

En raekke studier har vurderet sensitiviteten af kombinationen af serum elektroforese og bestemmelse af frie
lette keeder pa prever indsendt pa mistanke om monoklonal gammopati.

Studiepopulationerne er meget forskellige. Sensitiviteten af kombinationen af serum protein

elektroforese og serum frie lette keeder er rapporteret i et niveau 82,3 — 100 % (2,6- 9). Tilsvarende

er specificiteten i disse undersagelser vurderet til 96,8 — 99 %

Hurtigere automatiserede svar

Automatiserede assays for serum frie lette keeder giver mulighed for hurtigere svar end dggnurin
elektroforese. Desuden udelades den subjektive bedemmelse, der indgar i vurdering af urin
elektroforeserne.

Ulemper

Argumenter mod overgang til bestemmelse af serum frie lette keeder er den hgjere pris pga. et forventet hgjere
antal praver sammenlignet med de ikke indsendte urinundersggelser. Flere studier

har rapporteret falsk positive kappa/lambda ratioer med stor variation, der sandsynligvis afspejler de
undersagte patienter. Der er rapporteret falsk positive kappa/lambda ratioer pa 0 - 36,4 %

(1,7,9,10). Der er ingen tilgaengelig viden om antallet af falsk positive test, nar serum fri letkaede analyse
anvendes som screening i starre grupper f.eks. i forbindelse med udredning af osteoporose

eller polyneuropati.
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Bilag 6 - Uddybning af krav til analysekvalitet for frie lette keeder

Opstilling af krav til analysekvalitet for kvantitative analysemetoder

Der er international konsensus om fastleeggelse af mal for analysemetoders performance (1,2) ud
fra:

Model 1 - clinical outcome (direkte eller indirekte)

Model 2 - biological variation

Model 3 - state of the art

Ved anvendelse af model 2 findes nu en tjekliste fra Biological Variation Working Group under
EFLM (3,4), som kan anvendes ved vurdering af studierne bag de tilgeengelige data for biologisk

variation.

Krav til analysekvalitet for sFLC ud fra biologisk variation
Om fastleeggelse af mal ud fra biologisk variation, model 2, se Mini Review fra 2016 (5).

Der findes tre studier over biologisk variation, se sammenligning i tabel 1:

Studie |. Clin Chim Acta 2013(6) Il. Eur J Haematol 2012(7) [1I:Clin Chem 2011(8)
Analysemetode FreeLite FreeLite FreeLite

SPAplus turbidimetri BNII nefelometri BNII nefelometri
Design 2 maneder 5 dage Retrospektiv 5 ar

21 raske 7 raske, 6 MM, 5 MGUS 158 ptt i stabil fase

5 res.per person 5 (8) res.per person 5,2 res.per person
CVi for k 8,1 % 4,3% FLCi 27,8 % (>100 mg/L)
CV, for k 14,1 % 21 % -
CVifor A 7,0 % 7,0 % FLCi 27,8 % (>100mg/L)
CV, for A 2715 % 30 % -
CVi for k/ A-ratio 45% - -
CV, for k/ A-ratio 15,3 % - -

Tabel 1. CVi: intra-individuel biologisk variation. CVg: inter-individuel biologisk variation. FLCi: involved FLC.

Langtidsstudiet Il viser forventeligt hgjere variation end studie | og II. Ud fra studierne kan opstilles
mal for intermediaer praecision (CV), malekorrekthed (bias) og total error (TE). Desuden kan den
intraindividuelle biologiske variation CVianvendes ved estimering af den kritiske difference, RCV
(reference change value): RCV = Z * 2 * VCV2 + CVy2 + CVa2.

CVp er det preeanalytiske bidrag, CVa den lokale analytiske variation og Z en konstant, der
afhaenger af sandsynligheden og oftest seettes til 1,96 (95 %); det kan veelges at se bort fra CVp (9).
Tabel 2 viser idealmal for det sakaldt enskelige niveau for CV, bias og TE (10) samt kritisk

differens "RCV", ud fra studie I-II-1ll, samt et [muligt forslag] til acceptable niveauer:

Enhed: % Mal for CV Mal for bias Mal for TE RCV

Kappa 40-22-139/[4,0] | 41-53-()/[5,0] |10,7-8,9-()/[11,6] 226-24-179
Lambda 35-35-139/[35 | 71-76-0/[75] |129-134-(/[13,3] |19,6-23-79
sFLC-ratio 2,3-0-(/13,0] 4,0-()-(/[50] 7,7-()=()/[10,0] 134-()-()

Tabel 2. Total error: TEa = Bias + 1,65 * CVa. Kritisk difference: RCV = 1,96 * V2 * VCV2 + CV.2; athaengig af

lokal CVa.

Er disse mal for skrappe kan beregnes idealmal for det sakaldt minimale niveau (10):
CV(minimal)=CV(@nskelig) * 3/2 og bias(minimal)=bias(gnskelig) * 3/2
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Kan mal for intermediaer praecision (CV) ud fra biologisk variation anvendes som krav? Eksempler pa oplyst

preecision er angivet i tabel 3:

Kappa CV Lambda CV iFLC CV K/ A-ratio CV
Braga F, et al 2013 (6) 1.2 % 0,9% 1,7 %
FreeLite; SPAplus turbidimetri | (dobbeltbest.) (dobbeltbest.) (dobbeltbest.)
Hansen CT, et al 2012 (7) 7,3 % 4,5 %
FeeLite; BNII (intermedieer pr.) | (intermedieer pr.)
Katzmann JA, et al 2011 (8) 5,8 %
FreeLite; BNII (valideringsdata)
Flere studier med flere lot 51-77% 34-89%
reagens, se i Hansen CT, etal. | 6 -12 % hhv 6-12 % hhv
2012(7) 19 % 20 %
Danske kliniske biokemiske 20-12% 25-12%
laboratorier 2016* Poolet ca. 6,5 % | Poolet ca. 6,5 %
Forslag til idealmal fra tabel 1, ¢ | ¢ 4,0 % 235% - 23,0 %
|deal mal, minimalt niveau, m m 6,0 % m 5,3 % m4,5%

Tabel 3. iFLC: involved FLC. g:
FLC 2016 (11).

gnskeligt niveau; m: minimalt niveau (10). *) Oplyst CV, Dansk rundsending

| forbindelse med den danske rundsending af 15 praver til FLC i efteraret 2016 oplyste
laboratorierne data for deres preecision. De oplyste data viser, at for Kappa kan 3 af 10 danske
laboratorier overholde det @nskelige mal 4,0 %, og 5 af 10 kan overholde det minimale mal 6,0 %.

For Lambda er antallet 3 af 10 for det @nskelige mal 3,5 %, og 5 af 10 for det minimale mal 5,3 % (11).

Den danske rundsending viste fglgende interlaboratorielle CV'er:

Kappa

Lambda

K/ A-ratio

Prgve nr. 12 (38,7 mg/L): 53 %

<5mg/L:80-91%

<0,26:18-53 %

Prove nr. 14 (4,1 mg/L): 51 %

@vrige: 9 - 36 %

0,26 -10:18-35%

@vrige: 12- 28 %

>10:27-73%

Tabel 4. Dansk rundsending FLC 2016 (11).

Kan mal for bias og total error ud fra biologisk variation anvendes som krav?

Variationen pa tveers af udstyr og metoder kan ses af histogrammer over resultater fra den
internationale udsendelse af kontrolmaterialer fra UK NEQAS. Fordeling af laboratoriernes
resultater fra en enkelt udsendelse ses her for Kappa (figur 1a), Lambda (figur 1b) og k/A-ratio (figur

1¢-d); pilen angiver resultatet fra eget laboratorium:

Skabelon v. 8.2

37




Klinisk Retningslinje | Kraeft

70
60
50 —
40 —
30
20
10

no. of laboratories

r 3 [

no. of laboratories

0 —J
60 150 240

115
330 420

Kappa Free Light Chain Quantitation (mg/L)

Figur 1a. TE 11,6 %: 240 mg/L +/- 28 mg/L

40 o

30 —

20 +

no. of laboratories

10 —

no. of laboratories

|
0 60

120

0 e
180 240

Free Light Chain Ratio
Figur 1c. TE 10,0 %: 66,0 +/- 6,6

60
50 —
40 |
30 -
20

10

0-

(B
0.0

| L O O O L

24 48 72 96

DSKB/DMSG

(|

Lambda Free Light Chain Quantitation (mg/L)

Figur 1b. TE 13,3 %: 4,5 mg/L +/- 0,6 mg/L

50 —

40

30

20 4

10

[]_l

-

1

e

0000 0.015 0.030 0.045 0.060

Serum Free Light Chain Ratio

Figur 1d. TE 10,0 %: 0,030 +/- 0,003

Krav til analysekvalitet for sFLC ud fra kliniske kriterier
De forskellige analysemetoders performance i relation til referenceinterval og kliniske
beslutningsgraenser er gennemgaet i et Opinion paper fra 2016 (12).
Kliniske kriterier, hvor sFLC indgar, er baseret pa Freelite. Et resumé af disse kriterier:

K/ A-ratio

iFLC

dFLC

IMWG 2014, tabel 1.(13)
Diagnostiske kirterie LC
MGUS

1
<0,26 eller > 1,65

Forhgjet veerdi

IMWG 2014, tabel 1.(13)
Diagnostiske kriterier
systemisk AL amyloidose

1
< 0,26 eller > 1,65

IMWG 014.(13)
Definition af MM

2
>100 eler > 0,01
(iIFLC/uFLC > 100)

Durie et al 2006, tabel 4.(14)
Malelig sygdom

3
=100 mg/L

Durie et al 2006, tabel 4-6.(14)
IMWG 2009, tabel 5.(15)
Samlet for respons-
[progressions-kriterier

1
Normal/unormal

4
50 % fald

5
50 % stigning (til > 100 mg/L)

4
50 % fald

5
25 % stigning (absolut stigning
skal veere pa > 100 mg/L)

Tabel 4. iFLC: involved FLC. uFLC: uninvolved FLC. dFLC: difference mellem 'involved' og 'uninvolved' FLC.
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Ud fra disse kriterier er det vigtigt at kunne pavise andringer pa 25 % hhv. 50 % samt have en god
praecision i omradet omkring 100 mg/L. For k/A-ratio er det vigtigt at kunne skelne mellem veerdier
inden for og uden for referenceintervallet, samt at have en god preecision i omradet omkring 100

hhv. 0,01.

*) Intervallet 0,26-1,65 for k/A-ratio er reelt ikke et 95 % referenceinterval, men et "diagnostisk
interval" (100 % referenceinterval) (16).

Oversigt over muligheder for opstilling af krav til analysekvalitet for sFLC

Baggrund Model Kappa Lambda Kappal/lambda-ratio
Bias CVa Bias CVa Bias CVa
Biologisk variation, International anvendt 5,0%(g) 4,0%(2) 75%(2)  3,5%(2) 2,3%(2)  4,0%(2)
table 2 (opsummering i (5)) 7,5%(m)  6,0%(m) 11,3%(m) 5,3%(m) 3,5%(m)  6,0%(m)
Ratio ud fra krav il 5,3%()
kappa og lambda; K2+ \2 8,0%(m)
biol.var.
Kriterie 1 Brug af samme ref.int. 4,0%(2)
6,0%(m)

Kriterie 2 med brug af | Total error TE 4,0%(2)
krav ud fra kriterie 1 Klinisk situation 6,0%(m)
Kriterie 3 med brug af
krav ud fra kriterie 6 Total error TE
Se kommentar* Klinisk situation 330 % 250 %
Kriterie 4 og 5 Kritisk forskel RCV

Z=1,96 16,1 % 16,6 %
Kriterie 6, envejs- Kritisk forskel RCV
situation Z=1,96 7,0 % 8,0 %
Kriterie 6, tovejs- Kritisk forskel RCV
situation Z=1,96 3.9% 55 %
Se kommentar**
Ratio ud fra krav il
kappa og lambda;
kriterie 6 VK2 + N 10,6 %
Kriterie 2 med brug af
CVa 10,6% beregnet
ud fra krav til kappa 77 %
hhv. lambda
Kriterie 2 med brug af
CVa 9,2% beregnet
ud fra opnaelig for 79 %
kappa hhv. lambda
Opnaelig hos danske
lab. Oplyste veerdier af CVa 6 % 7%
Ratio ud fra krav il
kappa og lambda;
opnaelige CVa VK2 + M2 9,2 %

Tabel 5. 1 - 6 henviser il kriterierne i tabel 4.
Total error, klinisk situation, inkl. praeanalytisk og intraindividuel variation:

Kommentarer:

*) Beregningen af krav til bias athaenger af 'udgangspunktet' for patienterne, hvor de viste tal har udgangspunktet "normal" FLC.

**) Ved opfyldelse af krav for CVa pa 7,0 % for Kappa og 8,0 % for Lambda vil en eendring pa 25 % ikke kunne ses, men derimod 30

%.
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Krav til preecision (CV %) ud fra kriterie 6, envejs-situation, kan beregnes til 7,0 % for Kappa,

8,0 % for Lambda og heraf 10,6 % for k/A -ratio; disse krav vil kunne opfyldes af langt de fleste

danske laboratorier. Hvis der i forbindelse med kriterie 6 i stedet er tale om tovejs-situation, vil en
endring pa 25 % ikke sikkert kunne ses, derimod vil en @ndring pa 30 % kunne ses, forudsat at de
naevnte krav til praecision er opfyldt for Kappa hhv. Lambda.

Krav til bias for Kappa hhv. Lambda ud fra kriterie 3 er lempelige (330 % hhv. 250 %, forudsat
opfyldelse af kravene til praecision ud fra kriterie 6; ifglge beregninger er kravene til bias ogsa
lempelige, safremt patientens udgangspunkt er en Kappa- eller Lambda-veerdi pa fx 50 mg/L (krav

pa 82 % for Kappa hhv. Lambda). Krav il bias for k/A -ratio ud fra kriterie 2 er lempeligt (77 %),

mens det ud fra kriterie 1 er 4,0 % eller evt. 6,0 %.

Opstilling af krav til malekorrekthed (bias) giver bedst mening, hvis der kan "defineres en sandhed".

Pa grund af heterogenitet af de monoklonale Kappa- og Lambda-molekyler er international standardisering og
etablering af referencemateriale vanskeligt. Desuden ses variationer pa tveers af

forskellige udstyr, selv med samme assay. Krav til bias hhv. total error (TE) kan derfor indtil videre ikke
forventes at fungere pa tveers af udstyr og metoder.

Det enkelte laboratorium kan selv opstille krav/mal for bias og TE til den Igbende kvalitetssikring af
egen analysemetode for Kappa, Lambda og k/A-ratio.
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Bilag 7 - Frie lette keeder og nyrefunktion

Kappa optraeder normalt som monomer, mens Lambda hyppigt forekommer som dimer, og derfor
udskilles den Igbende producerede maengde Kappa hurtigere i nyrerne. Raske personer har

saledes lavere koncentration af Kappa end Lambda i serum, selvom der produceres ca. dobbelt sa
mange Kappa- som Lambda-kaeder. Det internationalt mest anvendte interval for K/L-ratio i serum,
som geelder Freelite fra The Binding Site (med nefelometri), har en median pa 0,59 (0,26-1,65);

dette interval er et sakaldt diagnostisk interval ("100 % referenceinterval"), med et tilsvarende 95 %
referenceinterval pa 0,3-1,2 (1).

Ved nedsat nyrefunktion reduceres forskellen i renal clearance, hvorved K/L-ratio gges. Denne
endring i K/L-ratio ses ved anvendelse af Freelite, og det er foreslaet at eendre intervallet for K/Lratio
ved nedsat nyrefunktion til 0,37-3,10 med medianen 1,12 ved anvendelse af Freelite (2).

Studier af Hutchison et al. har vist, at specificiteten mht. diagnosticering af myelomatose @ges med
brug af det &ndrede interval for K/L-ratio hos nyrepatienter, uden tab af sensitivitet (2,3). Et studie

af Palladini et al. har vist, at for patienter med AL-amyloidose forbedres den diagnostiske sensitivitet
for Lambda-kloner med det &ndrede interval, mens sensitiviteten for Kappa-kloner nedszettes (4).
Ved anvendelse af N Latex FLC fra Siemens ses der ikke den forventede andring af K/L-ratio ved
nedsat nyrefunktion (5,6), og som Carr-Smith et al. formulerer det: "Currently there is no explanation for this”

(7).
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Bilag 8 - Hevylite-assayet

Hevylite (Binding Site, Birmingham, UK) er et assay, der kan kvantificere de individuelle let-keedetyper

af hver immunglobulin-klasse separat. Undertyperne bestemmes ved hjeelp af specifikke

polyklonale antistoffer rettet mod bindingen mellem den tunge- og den lette Ig-keede. Bestemmelse

af de to let-kaede typer giver muligheden for at udregne ratioen mellem disse (fx. IgAK/IgAL), hvilket formentligt
kan give diagnostisk information om en monoklonal produktion. Ratioen har ogsa vaeret forslaet som redskab
til monitorering af sygdom og som en prognostisk marker.

Referenceinterval

Flere studier har undersagt heavy/light chain (HLC) ratioer for de enkelte immunglobuliner pa
normale bloddonorer og fundet referenceintervaller, som benyttes i artiklerne (1,2,9). Binding Site
selv opgiver nogle anbefalede referenceintervaller pa deres hjemmeside, som bliver benyttet i andre
studier (3,7,8). Dermed varierer de anvendte referenceintervaller fra studie til studie.

Diagnostisk sensitivitet

| et studie pa 999 MGUS patienter blev serum HLC ratioen retrospektivt bestemt med henblik pa at undersgge
den diagnostiske sensitivitet af assay'et (1). En abnorm ratio blev fundet i 66 % af

patienterne, men andelen var afhaengig af isotypen: en abnorm ratio blev fundet i 56 % af

patienterne med IgG-protein, i 97 % af patienterne med IgA og i 90 % af patienterne med IgM. |

dette studie blev en abnorm ratio ogsa fundet at vaere en uafhaengig risikofaktor for

sygdomsprogression til myelomatose (MM).

| et andet studie blev HLC koncentrationen malt i 339 ny-diagnosticerede MM patienter, hvoraf 245

havde IgG isotype (a, figur nedenfor) og 94 havde IgA isotype (b) (2). Deres koncentration blev

holdt op i mod henholdsvis 129 og 138 raske bloddonorer (sorte dots). Alle MM patienterne havde HLC ratioer
udenfor 95 % Cl for bloddonorernes range.
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Serum HLC concentrations in patients with multiple myeloma. (a) 166 IgGk (blue circles) and 79 IgGA (red circles). (b) 60 IgAk (blue
circles) and 34 IgAA (red circles).

Individual results from blood donor samples and 95% confidence limits (diagonal lines) are shown. Concentrations of lambda FLCs
in samples 1 and 2 in Figure 2b
were 103 000 and 8500 mgl/l, respectively.

| et studie med 156 ny-diagnosticerede MM patienter kunne HLC ratioen kvantificeres i alle

Skabelon v. 8.2
43



Klinisk Retningslinje | Kraeft DSKB/DMSG

patienter, mens en kvantificering af immunglobulin niveauet ikke kunne foretages pa

elektroforeseen hos 46 % (26/56) med IgA og hos 4 % (4/100) med IgG, eftersom fraktionen var

slgret af andre overliggende proteiner (3).

Boyle et al. (4) undersggte diagnostiske praver fra 157 IlgA MM patienter. | 16 af 65 patienter med
beta-migration kunne M-komponenten ikke kvantificeres pa elektroforese. Fjorten af disse 16

patienter havde forhgjet total IgA, mens de to resterende patienter havde normal total IgA. HLC ratioen blev
fundet abnorm i alle patienter. | 13/76 patienter med gamma-migration kunne Mkomponenten

ikke udmales med elektroforese og i 12 af disse patienter fandtes et abnorm total IgA.

HLC ratioen var abnorm i alle 13 patienter.

Detektion af tilbagefald/residual sygdom

Casestudier har vist, at en abnorm HLC ratio kan detektere tilbagefald af sygdom, fer det kunne

opdages med elektroforese og/eller immunfiksation (IF).

| en case story af Donato et al. (5) beskrives en 71 arig kvinde kendt med IgAk MM migrerende i
gamma-fraktionen. Hun behandles med autolog stamcelle transplantation med god effekt, men far

dog tilbagefald efter 2 ar og starter behandling med dexamethason ugentligt. Herpa bedres

sygdommen. Der ses faldende total IgA og M-komponenten forsvinder pa elektroforesen. Patienten opstarter
vedligeholdelsesbehandling med pamidronate manedligt og revlimid dagligt.

Elektroforesen og IF normaliseres under denne behandling, men total IgA er stigende. Klinikkerne

kan ikke vurdere, om der er tale om en monoklonal eller polyklonal produktion. Patienten far dog

tiltagende knoglesmerter og progression af sygdom erkendes med MR skanning.

Retrospektiv undersggelse af patientens HLC ratio viser, at hun ikke har haft normalisering af denne pa noget
tidspunkt igennem hendes sygdomsforlgb. Ratioen er stigende i den sidst beskrevne progression af hendes
sygdom, hvor altsa kun total IgA er abnorm. HLC ratioen ville

altsa have kunnet give en mistanke om en monoklonal IgA produktion.

| en artikel af Lakomy et al. (6) blev 16 IgA MM patienter undersagt (alle med migration i gammafraktionen).

| praver fra patienter med totale IgA niveau under 10 g/L blev Hevylite assay'en udfart.

Der blev fundet en god overensstemmelse mellem det totale IgA niveau og summen af de to IgA letkeede
typer kvantificeret af Hevylite assay'et. En follow-up preve fra hver patient blev analyseret

med assay'et og sammenlignet med resultater fra elektroforesen og IF (desveerre fransk tabel):

Nombre de patients | Electrophorése des protéines sériques | Immunofixation sérique Ratio HevyLite IgAk/IgAA
7 Pic monoclonal Positive Anormal

4 Pas d’anomalie monoclonale détectable Négative Normal

4 Pas d’anomalie monoclonale détectable Positive Anormal

1 Pas d’anomalie monoclonale détectable Négative Anormal

Den nederste patient i skemaet er en patient som pa baggrund af den normale elektroforese og IF blev
bedgmt i komplet remission. HLC ratioen malt med Hevylite assay'et var dog abnorm.

Efterfalgende blodprever blev testet med alle tre metoder, som vist i nedenstaende figur. | artiklen
angives, at HLC ratioen kunne opdage tilbagefaldet af sygdom 2,5 maned fer det blev synligt pa IF
(dog kan man diskutere om IF'en ikke ogsa allerede er positiv d. 08/10/2010):

Skabelon v. 8.2
44




Klinisk Retningslinje | Kraeft DSKB/DMSG

IgAk/igAl = 20,9

- (0,80-2,04)
4.5 ATIO IgAkflgAl =59

4 4 J! ORI (0,80-2,04)
e IgAK/AIgAL = 2,18
o lgAkigAL=2,09 (0,80-2,04)

1 (080-204)
1.5 4

i 4
0.5 4

0

08/10/2010 Jinzarzoo 07022011 15/03/2011

M igAk (g'll) Wl IgA L (giL)

25 9

lg Ak g AL
20 - =
15 9
10 <
s & Igak (gfL)
. @
lgAX (g/L
0 & . 8 . — atkalide]
08M10/2010 311242010 07/02/2011 15/03/2011

Beaumont-Epinette et al. (7) undersggte diagnostiske og follow-up blodprever pa 15 MM patienter
(719G og 5 IgA patienter) med elektroforese, total IG'er og HLC ratioer. Der blev fundet en god
overensstemmelse mellem de tre metoder i bade de diagnostiske og follow-up praver. Dette var
ogsa tilfeeldet for to patienter, som havde migration i beta-fraktionen. Kun en enkelt patient havde
en enkelt HLC ratio maling, som var afvigende fra de andre malte veerdier. Fire patienter havde
tilbagefald af sygdom og i 3 (2 IgA og 1 IgG) af disse 4 patienter kunne HLC ratioen detektere
tilbagefaldet tidligere end a&endringer kunne detekteres med elektroforese (henholdsvis 1, 1 og 2
maneder far). Der blev dog ikke udfert IF pa disse patienter. Konklusionen fra forfatterne selv var, at
Hevylite assay'et ikke tilfgrte noget, som de andre metoder ikke kunne.
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Paolini et al. (8) undersagte serielle blodprever pa 28 MM patienter (IgG og IgA). Elektroforetisk
kvantificering var problematisk i 11/28 patienterne; i 5 patienter grundet migration i beta-fraktionen
(4 IgA patienter). | alle patienter kunne en HLC ratio udregnes. | én patient kunne tilbagefaldet
erkendes med en abnorm HLC ratio far det kunne detekteres med andre metoder. De forskellige
undersggelser pa denne patient er vist i figuren nedenfor. Der ses en konstant abnorm HLC ratio
igennem hele forlgbet (6. kolonne i skemaet):
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Katzmann et al. [9] unders@gte diagnostiske- og efter-behandlingspraver i 32 19G og 30 IgA MM
patienter med elektroforese, IF og HLC ratioer. Alle IgA'er var beta-migrerende. Overensstemmelse
mellem de forskellige metoder er vist her for henholdsvis IgM og IgA patienter:
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Table 2. 1gG MM: SPEP and HLC-pair ratios in diagnostic
and posttreatment sera.?
Abnormal
Sample n  Abnormal SPEP® HLC-pair ratio
Diagnostic serum 32 31 (97) 30(94)
samplas
Posttreatment 123 104 (85) 106 (B6)
serum samples
All samples 155 135 (87) 136 (88)
* Data are n {%).
B M-spike or small, fuzzy band.

Table 3. 1gA MM: abnormal HLC-pair ratios, SPEP M-spike, positive IFE, and increased total IgA by nephelometry results in
diagnostic and monitering samples.®

SPEP M-spike Abnormal Total IgA

Sample n quantified HLC-pair ratio Positive IFE above RI®

Diagnostic serum samples a0 23(78) 29(97) 30 (100) 26/30(87)

Posttreatment serum samples 119 18(15) 54 (45) 56 (50)° 48 (40)

All serum samples 14% 41 (28) 83 (58) B& (A1) 74 (50)
 Data ara n (%)
b 356 mg/dL

cp=111.

tn=141.

Der ses, at HLC ratioen er mere sensitiv end elektroforesen i de beta-migrerende IgA MM patienter
og pa linje med sensitiviteten af IF. For IgM patienterne bidrager HLC ratioen dog ikke med mere information
end elektroforesen.

Prognostisk og pradiktiv marker

Patienter, som praesenterer sig med en abnorm HLC ratio, har i flere studier vist sig at have en darligere
overlevelse end patienter med en normal ratio. Ludwig et al. (3) (N=156) fandt en

signifikant lavere 5-ars overlevelse pa 33 % i patienter med abnorm ratio i forhold til 59 % i patienter med
normal ratio. Den prognostiske veerdi var uafhaengig af beta-2M niveauet. Ydermere fandt de

en signifikant kortere overlevelse hos de patienter (N=50), hvor ratioen forblev abnorm igennem
behandlingen i forhold til patienter, hvor ratioen normaliserede sig under behandlingen (N=19).

| et andet nyere studie blev den prognostiske veaerdi af HLC ratioen undersggt i 490 patienter, som

var inkluderet i et randomiseret fase Ill multicenter studie, hvori vaerdien af tandem autolog eller

allogen transplantation efter en upfront autolog stamcelle transplantation blev undersggt (10). Man
fandt her en fuldsteendig overensstemmelse mellem resultatet af HLC ratioen og elektroforesen

med en 100 % sensitivitet og 100 % negativ preediktiv veerdi af HLC remission for identifikation af
komplet/ ikke-komplet remission pa elektroforese. Ydermere sa man, at HLC remission var en
preediktor for lzengere PFS og OS uafhaengig af studie-arm, elektroforetisk respons og stadie af
sygdom.

Bradwell et al. (2) undersagte 339 patienter med IgG og IgA MM behandlet med bortezomid og
dexamethason eller VAD som induktionsterapi og fandt, at HLC ratioen delt ved median veerdien

var signifikant korreleret til PFS uafheengigt af diverse andre potentielle preediktive markarer.
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Konklusion

Pa baggrund af litteraturen ser Hevylite metoden sammenfattende ud til at kunne veere brugbar som
diagnostisk redskab hos patienter, hvis M-komponenter er problematiske at kvantificere pa
elektroforesen pga. overliggende proteiner som fx. hos patienter med IgA gammopatier beliggende i
beta-regionen. Dog har ingen studier vurderet veerdien af Hevylite assay'et i forhold til veerdien af
kapillzerelektroforese med immun-subtraktion. Immunsubtraktion kan identificere selv sma Mkomponenter
i beta-regionen og anvendes bredt i Danmark til at kvantificere de beta-migrerende Mkomponenter.
Hvorvidt Hevylite assay'et tilfarer yderligere veerdi i forhold til immunsubtraktion er saledes uvist.

Data pa HLC ratioens vaerdi som metode til monitorering og detektion af tilbagefald af sygdom er pa case
niveau. Veerdien af assay'et synes igen at veere sterst for patienter med beta-migrerende Mkomponenter,
hvor sensitiviteten er naesten lige sa stor som med IF. Studier har vist, at tilbagefald

af sygdom i enkelte patienter kan detekteres farend det kan detekteres pa IF og elektroforese, men

dog kun 1-2 maneder fer. Sammenfattende synes vaerdien af HLC ratioen derfor at veere lille og forbeholdt en

meget lille gruppe af patienter. Pa baggrund af den foreliggende litteratur vurderes der
derfor ikke at veere belaeg for brug af Hevylite assay'et til monitorering af patienter.

HLC ratioens veerdi som prognostisk/praediktiv marker kunne ogsa veere interessant, men flere studier synes

ngdvendige far veerdien heraf kan endeligt vurderes.
Sammenfattende er der pa nuvaerende tidspunkt ikke god evidens for anvendelsen af metoden i
klinisk praksis.
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