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SOUHRN

Cil studie: Zpracovani aktudlnich znalosti o klinické problematice makro-komplext a moznostech jejich detekce.

Typ studie: Pfehledna prace.

Nézev a sidlo pracovisté: Institut klinické a experimentalni mediciny, Videriska 1958/9, 140 21 Praha 4

Material a metody: Na zékladé studia literatury je v této praci zhodnocena klinické problematika makro-komplexd. Jsou
uvedeny jejich typy, asociace s chorobami a frekvence vyskytu. Dale jsou referovany soucasné moznosti detekce makro-
komplexd.

Vysledky: Makro-komplexy vznikaji nej¢astéji vazbou enzymu a imunoglobulinu G (IgG). Mize se jednat bud o vazbu nespe-
cifickou, nebo o vazbu se specifickymi autoprotilatkami cirkulujicimi v séru. Prvnim popsanym makro-enzymem byla makro-
amylaza, ktera je spolu s makro-AST reportovana nejcasteji. Diky neustale se zvysuijici citlivosti laboratornich metod jsou
v souc¢asnosti zachycovany i makro-troponiny a jiné makro-proteiny. Prevalence makro-komplexd v séru neni zcela znama,
ve studiich se u jednotlivych makro-komplext odliSuje a je udavana od 0,5 % (makro-TSH) do 20,4 % (makro-troponin).
Pritomnost makro-komplexu se povazuje za benigni ndlez, ktery se vyskytuje jak u zcela zdravych jedinct bez symptomd,
tak i v asociaci s autoimunitnimi (zejména systémovy lupus erythematodes) a jinymi chorobami (malignity, zanétliva one-
mocnéni, aj.).

Zaver: V pripadé pretrvavajiciho izolovaného zvySeni enzymu nebo proteinu bez prokazanych pricin je potfeba vénovat
pozornost moznosti vyskytu makro-komplexu v séru pacienta nebo jinych moznych interferenci (pritomnost heterofilnich
protilatek, revmatoidniho faktoru, hemolyzy, aj.). Efektivni komunikace mezi klinikem a laboratofi je proto pfi diskrepanci
vysledkl nezbytna jak pro zachyt a detekci suspektnich makro-komplexd, tak pro odhalenf jinych interferujicich latek ve
vzorku séra.
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SUMMARY

Komrskova J., Franekova J., Jabor A.: Macro-complexes and possibilities of their detection

Objective: Presentation of current knowledge of clinical issues of macro-complexes and possibilities of their detection.
Design: literature review

Settings: Institute for Clinical and Experimental Medicine

Material and Methods: Clinical problems of macro-complexes are evaluated on the basis of literature review. The types of
macro-complexes, their association with diseases and frequency of occurrence are listed. Furthermore, current possibilities
of detection of macro-complexes are reported.

Results: Macro-complexes are most often formed by binding of enzyme and immunoglobulin G (IgG). This may be either
non-specific binding or binding with specific autoantibodies circulating in the serum. Macro-amylase was the first described
macro-enzyme, which is reported most frequently together with macro-AST. Due to the increasing sensitivity of laboratory
methods, macro-troponins and other macro-proteins are currently captured. The prevalence of macro-complexes in serum
is not fully known, it varies in each particular macro-complex in studies, and is reported from 0.5% (macro-TSH) to 20.4%
(macro-troponin). The presence of the macro-complex is considered to be a benign finding that occurs both in completely
healthy individuals without symptoms and in association with autoimmune (especially systemic lupus erythematosus) and
other diseases (malignancies, inflammatory diseases, etc.).

Conclusion: In case of persistent isolated increase in enzyme or protein without proven causes, attention should be paid to
the possibility of the presence of the macro-complex in the patient’s serum or other possible interferences (presence of het-
erophilic antibodies, rheumatoid factor, hemolysis, etc.). Effective communication between the clinician and the laboratory
is therefore essential for the discrepancy of results both for the capture and detection of suspected macro-complexes and
for the detection of other interfering substances in the serum sample.

Keywords: macro-complexes, macro-enzymes, macro-proteins.

Uvod

Makro-komplexy vznikaji slouc¢enim proteinu, nej-
Castéji enzymu, s jinou komponentou krevni plazmy,
ktera neinhibuje aktivitu enzymu Ci funk&nost proteinu.
NejCastéji se jedna o imunoglobuliny tfidy 1gG a IgA
(makro-komplexy typu 1), popsany jsou ale také slou-
¢eniny enzymu s lipoproteinovymi ¢asticemi &i spon-
tanné polymerované slouceniny (makro-komplexy typu

2). Priciny vzniku makro-komplext nejsou dosud zna-
mé [1]. Jsou popsany studie, u kterych byla pfitomnost
makro-komplexu asociovana s malignitami ¢i autoimu-
nitnimi onemocnénimi [2, 3], Castéji ovSem pritomnost
makro-komplexd nebyva podminéna zadnym konkrét-
nim onemocnénim [4-6]. Ve vySetfovaném séru nebo
plazmé se pritomnost makro-komplext projevuje per-
zistentni elevaci koncentrace (aktivity) daného proteinu
(enzymu) z ddvodu vysoké molekulové hmotnosti kom-
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plexu ajeho delSiho biologického poloCasu. Zvysené
izolované koncentrace enzymU (proteind) jsou ¢asto
diagnosticky zavadsgjici a vedou k dalSim, ¢asto i inva-
zivnim vySetfenim [7].

Typy makro-komplext

NejCastéji popisovanymi slouceninami tvoricimi mak-
ro-komplexy jsou enzymy, zejména amyldza, aspartat-
aminotransferaza (AST), kreatinkinaza (CK), laktatdehyd-
rogenaza (LDH), alkalicka fosfataza (ALP) a lipaza [4, 6,
8, 9-11] (Tabulka 1). Pritomnost makro-gamaglutamyl-
transferazy (GGT), makro-5nukleosidazy & makro-leu-
cin aminopeptidazy v plazmé je popisovana méne ¢asto
[12]. Kromé enzymd jsou z ostatnich makro-forem déle
zachycovany makro-troponin, makro-prolaktin, makro-
thyreotropin i jiné makro-proteiny [13-15].

Makro-amylaza byla prvnim makro-komplexem
popsanym Wildingem et al. [4] u pacienta s 3-8krat
zvySenou aktivitou amylazy v séru v pribéhu deseti let.
Pro pfitomnost makro-amylazy v séru je charakteristic-
ka az stonasobné redukovana rendlni clearance amyla-
zy, a to vzhledem k velké molekulové hmotnosti tohoto
makro-komplexu. Makro-amylaza je nejcastéji tvorena
imunoglobulinem IgA kappa, méné pak IgG. Popsana
je iasociace amylazy s léky [1]. Znamy je i soucasny
vyskyt makro-amylazy IgA a IgG [16].

Makro-AST je dalSim z nejCastéji se vyskytujicich
makro-enzym( skladajici se z cytoplazmatického
AST, ktery se vaze na IgG (kappa nebo lambda), nebo
z mitochondridlniho AST, ktery mUZe tvorit vazbu jak
s IgG, tak islgA (kappa nebo lambda). V séru pa-
cienta se tak mohou vyskytovat bud jeden nebo oba
typy makro-AST [17]. Na elektroforéze se makro-AST
vyskytuje jako abnormalni prouzek mezi cytoplazma-
tickym a mitochondridlnim AST [5]. V pfipadé aso-
ciace s onemocnénim jsou nejCastéji zachyceny pfi
akutnim infarktu myokardu (AIM), akutni a chronické
hepatitidé a jaternich malignitach [12]. Na rozdil od
ostatnich makro-komplexd je vySsi incidence spiSe
v mladSim véku a bez asociace s jaternimi &i jinymi
chorobami [18-20].

Makro-CK se mohou vyskytovat ve dvou formach,
a tomakro-CK 1 a makro-CK 2. Makro-CK 1 je podob-
né jako makro-AST komplex enzymu (nejCastéji izoen-
zymu CK-BB) a imunoglobulinu (nejcastéji IgG kappa)
o0 molekulové hmotnosti kolem 200 kDa. Makro-CK 2
vznika polymerizaci mitochondrialni CK s molekulo-
vou hmotnosti presahujici 300 kDa, ktera je produko-
vana samostatnym genem [8]. Pritommnost makro-CK
byla popséana u pacientl s karcinomem Zaludku di
prostaty [21]. Vicekrat je popsana asociace soucas-
né pritomnosti makro-CK a makro-LDH u pacient(
s akutnim infarktem myokardu [22, 23]. Delanghe et
al. [22] zaznamenali pritomnost makro-CK u pacient(

Table 1: Types of macrocomplexes, association with diseases and reported prevalence [3, 4, 9, 11, 13, 21, 25, 26, 37-39 .

Macrocomblex Tvpe Autoimmune Other diagnosis Expected
P yp disease and symptoms prevalence (%)
celiac disease, colon
Amylase IgA, 1gG, drugs ulcerative colitis cancer, pancreatitis, 6.2 %
chronic gastritis
chronic hepatitis,
AST IgG, IgA - liver malignancy, no data
hypertension
10G. IaA rheumatoid disease, malignanc
CK g 197, SLE, ankylosing _ malgnancy, 1.7 %
polymerization o infectious disease
spondylitis
. disease of circulatory
LDH lg.A‘ I9G, IgM, SLE, ‘rheumat0|d system, liver cancer, 0.46 %
lipoproteins disease . "
chronic hepatitis
gastroesophageal
ALP IgG, IgA, lipoproteins ulcerative colitis reflux disease (GERD), no data
skeletal abnormalities
Lipase IgG, IgA, . SLE non-Hodgkm Ilympho- no data
2-microglobulin ma, celiac disease
hepatobiliary disease,
GGT IgA, lipoproteins - liver disease, no data
alcoholism
Prolactin lgG, polymerization SLE endocrine d 1S orders, 1%
gravidity
rheumatoid disease, o ,
SLE, heterophile chest discomfort, ! fs'ﬁiv/ec’ ]Ez)fpyfnt&g
Troponin |, T IgG, IgM antibodies, human fatigue, multiple p. i
. . diagnoses; 20.4 %
anti-mouse antibody myeloma healthv bopulation
(HAMA) Y pop
TSH lgG - bradycardia, syncope 0.5-5%
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desaty den po prihodé AIM, zatimco v Sasnych fazich
AIM makro-komplexy pfitomny nebyly. Ke stejnému
poznatku dospéli i Pudek a Jacobson [23]. Vzacné&ji
byl vyskyt makro-CK popsan i u déti s leukoencefa-
lopatif [24].

Makro-LDH se mize stejné jako makro-CK vysky-
tovat ve vice formach. Makro-LDH 1 je komplex LDH
s imunoglobulinem (v 60 % s IgA) vyznaluijici se abnor-
malnim mnozstvim prouzkd LDH na elektroforéze.
Makro-LDH 2 vznika asociaci s B-lipoproteiny, na elek-
troforéze se vyznacduje zménénou pohyblivosti izoen-
zymU LDH. Makro-LDH 3 vznika vzéjemnou asociaci
izoenzymU LDH a na elektroforéze se vyznaduje vyraz-
[9]. Makro-LDH nebyva popisovana v asociaci s kon-
krétnim onemocnénim, nejcastéji se jedna o benigni
nélez [3]. Popisovana je pfitomnost makro-LDH v séru
u pacientl s AIM, vzécnéji u pacientll s naslednym
rozvojem sekundarni perikarditidy (Dresslerova syn-
dromu) [9]. V literature se prozatim vyskytuje nesoulad
ohledné asociace vyskytu makro-LDH s autoimunitni-
mi chorobami. Galasso et. al. [21] ve své studii popsal
makro-LDH u sedmi z deseti pacient( s revmatickym
onemocnénim. V jiné studii [25] bylo makro-LDH dete-
kovano pouze u jednoho pacienta ze sta, ktefi se IéCili
s revmatoidni artritidou a systémovym lupus erythema-
todes (SLE).

ALP nejCastéji tvofi vazbu s IgG lambda, vzacné
s IgA atento makro-komplex byva dobre rozliSitelny
elektroforézou od makro-komplexu alkalické fosfatazy
s membranovymi fragmenty &i s lipoproteinem X [26].
Pritomnost je prevazné popisovana jako benigni [10],
nicméneé jsou reportovany i pripady vyskytu makro-ALP
u pacientl s ulcerdzni kolitidou [2] i v asociaci s jinym
zanétlivym stfevnim onemocnénim [27].

Vyskyt makro-lipazy byl poprvé popsan u pacien-
ta s non-Hodgkinovskym lymfomem v roce 1987, kdy
se jednalo o vazbu lipazy s IgG [11]. Zaman et al. [28]
nasledné popsal soucasny vyskyt makro-lipazy a mak-
ro-amylazy, které byly vazané na IgA. Kromé imuno-
globulind byla Taesem et al. [29] prokézana vazba lipa-
zy i na alfa-2-mikroglobulin.

Makro-GGT prokazali Davidson a Watson [7] u Cty-
ficeti pacientl s diagndzou prevazné jaternich onemoc-
néni ¢i alkoholismu; Thomas [1] popsal vyskyt mak-
ro-GGT u pacientd s hepatobiliarmimi onemocnénimi.
GGT mUze tvorit vazbu s imunoglobuliny, kde previada
vazba na IgA, nebo také s lipoproteinovymi ¢asticemi,
podobné jako alkalicka fosfataza nebo leucin amino-
peptidaza [1].

5'nukleotidaza tvori makrokomplexy stejnym zptso-
bem jako GGT &i ALP a jgjich vyskyt je asociovan také
s hepatobiliarnim onemocnénim [30].

Mezi dalsi méné znamé makro-komplexy patfi
i makroprolaktin, nazyvany téz jako ,big-prolaktin®
(ve formé dimeru), Ci ,big big prolaktin® (ve formé
polymeru) [31], ktery se projevuje abnormalné zvy-
Senymi hodnotami prolaktinu v séru. Soucasti mak-
romolekuly prolaktinu je nejcastéji molekula I1gG.
Vznika Casto v asociaci s endokrinologickymi one-
mocnénimi, zejména chorobami S$titné Zzlazy, dale

v prlbéhu téhotenstvi Ci pfi uzivani 1ékd, nejcastgji
psychofarmak [32]. Pfi nepravdépodobné zvysenych
hodnotach prolaktinu v séru Ize odlisit pfitomnost
makroprolaktinu od prolaktin secernujictho ade-
nomu, a tedy zjiSténi mnozstvi biologicky aktivniho
monomeru prolaktinu v séru, i pomoci jednoduchych
laboratornich postupU jako je precipitace vzorku séra
s polyethylenglykolem.

V roce 2016 byla popsana Prodanem et. al. [33] pfi-
tomnost makro-parathormonu u 56leté zeny. Koncent-
race parathormonu v séru se pohybovala od 122 — 165
pmol/L. Po reakci séra s polyethylenglykolem klesla
koncentrace na 12,1 pmol/L.

Z dalsich neenzymovych makro-komplexd jsou
nyni objevovany idiky zvySujici se citlivosti metod
komplexy imunoglobulinu, respektive autoprotila-
tek proti troponinu, s troponiny. Domanski et al. [34]
popsali pfipad 62letého pacienta s mnohodetnym
myelomem s dlouhodobé zvySenou koncentraci tro-
poninu | (2800-3000 ng/L) bez ostatnich ukazatel(
poskozeni myokardu, na EKG byla patrna blokada
pravého Tawarova raménka. Podobny pfipad repor-
tovali Wong et al. [35] a ddle Warner s Marshallem
[13]. V roce 2018 byl poprvé popsan i pfipad vyskytu
makro-troponinu T (hs TnT dlouhodobé 73 ng/L). Jed-
nalo se o 22letého pacienta bez abnormalit na EKG
a echokardiogramu a s fyziologickymi hodnotami tro-
poninu | [36]. Fale$né zvySenou koncentraci troponinu
I nebo T mUZe kromé makro-troponinu zpUsobovat
i pfitomnost vysoce specifickych protilatek proti zvi-
fecim antigendm (HAAA) [37], heterofilnich protilatek,
fibrinovych viléken, prenos mezi vzorky (carryover),
hemolyza, lipémie ¢i nahodna chyba [13].

Moznosti detekce makro-komplext

Techniky detekce makro-komplexd a uréeni jejich
typu ¢asto zahrnuji komplikovanéjsi a pracné proce-
sy, které vyzaduji specializované vybaveni laboratore,
jako napt. chromatograf, ultracentrifugy a elektroforé-
zu, a proto v klinické laboratofi nebyva toto stanoveni
zaclenéno. PFi podezieni na pfitomnost makro-kom-
plexu ve vzorku je v souCasnosti mozno vyuzit Registr
raritnich vySetfeni, ktery ma toto vySetfeni v nabidce.
Screening makro-komplex{ (zejména makro-enzymd)
Ize provést jednoduchou reakci s polyethylenglykolem
(PEG), nebo reakci s Proteinem A nebo G, které preci-
pituji imunoglobuliny ve vysSetfovaném vzorku [7]. Pro
sedm zakladnich enzym( sice publikovali referenc-
ni rozmezi procenta precipitace (% PPA) Davidson
a Watson [7], nicméné pro ostatni makro-enzymy/
proteiny je rozmezi zatim neznamé, coz z0stava nevy-
hodou této jednoduché techniky. V pfipadé diskre-
pantnich vysledk( a podezieni na makro-komplex ve
vySetfovaném séru pacienta je doporu¢ovano preme-
feni vzorku jinou diagnostickou soupravou zalozenou
na jiném principu méreni (zejména pro suspekini
makro-troponin, makro-parathormon, makro-TSH
a jiné makro-proteiny). Jako soucést prikazu makro-
proteinu je také popisovan diluéni pokus pro zjisténi
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(ne)linearity méreni a déle pouziti specialnich zkuma-
vek na blokaci heterofilnich protilatek v méfeném vzor-
ku séra [13]. Pro jednoznacnou detekci makro-kom-
plext se zda byt nejvhodnéjsi technikou kombinace
elektroforézy a gelové permeacni chromatografie, kdy
velké molekuly zUstavaji na povrchu gelu, kterym je
kolona naplnéna, eluuji se tak s nizSim elu¢nim Casem
nez molekuly mensi.

Diskuse

Makro-komplexy, skladajici se z proteinu aimu-
noglobulinu (pfipadné lipoproteinu &i membranoveého
fragmentu), jsou v poslednich letech hojné reportova-
ny pravdépodobné i diky neustale se zvySuijici citlivosti
laboratornich metod. K vyskytu makro-enzymd, které
jsou postupné popisovany jiz od roku 1964, se nyni
pridavaji makro-proteiny, jako jsou makro-troponiny,
makro-prolaktiny, makro-thyreotropiny a makro-parat-
hormony. Prevalence makro-komplex( je obecné
neznama, odviji se od pouzité metody stanoveni mak-
ro-komplext, véku a pohlavi. V literature je popisova-
na od 0,5 % do 20,4 %, nékteré studie predpokladajf
prevalenci i vysSi. Pritomnost makro-komplex( v séru
mUze pretrvavat od nékolika mésicl az po desitky let,
vyskyt makro-komplexU je reportovéan se zvysujicim se
vekem s vyjimkou makro-AST, které je reportovano
v détském veku.

Makro-komplexy jsou Klinicky zajimavé zejména
ze dvou divodl — jednak Casto zplisobuji nejasnosti
pfi interpretaci laboratornich vySetfeni a dale mohou,
anebo nemusi, byt asociovany s patologickym stavem.
V pfipadé asociace s chorobami se nejCastéji jedna
o malignity a zanétlivda onemocnéni, nejvice diskuto-
vana je souvislost s autoimunitnimi onemocnénimi, ze
kterych je u makro-komplex( nejvice zastoupena SLE
a pritomnost revmatoidnich faktort (RF).

Pro screening makro-komplex( Ize vyuzit jedno-
duchy precipitacni test s polyethylenglykolem, ktery
se specificky vaze na globuliny krevni plazmy. Metoda
je rychla, levna a pomeérné efektivni. Dle Davidsona
a Watsona [7], pUsobi polyethylenglykol Caste¢né i na
lipoproteiny, ¢imz dokaze zachytit i nékteré makroen-
zymy typu 2, jako jsou makro-ALP a makro-GGT, ale
naopak neprecipituje makro-CK 2, ktera neobsahu-
je imunoglobuliny ani lipoproteinové Castice. Pro tyto
suspektni ndlezy Ize dnes pouzit dobfe dostupné
komercni kity na elektroforézu izoenzymd, v pfipadé
vybavenosti laboratore i gelovou permeacni chroma-
tografii, kde pomoci zavislosti eluéniho objemu na
koncentraci enzymu (proteinu) Ize potvrdit &i vyvratit
pritomnost makro-komplexu ve vySetfovaném vzorku.
V pfipadé izolovaného zvySeni enzymu/proteinu v séru
bez prokazaného makro-komplexu, Ize vyuzit diluéni
test k ovéreni linearity reakce Ci inkubaci vzorku ve
specialnich zkumavkach pro blokaci heterofilnich pro-
tilatek a k nasledné re-analyze. V pfipadé negativnich
vysledkd téchto analyz, mize déle pfipadat v Uvahu
interference revmatoidnim faktorem, biotinem, hemo-
lyzou &i lipémii.

Zaveér

Pri diskrepantnich vysledcich laboratorniho tes-
tu je vzdy potfeba brat v uvahu i moznou interferen-
Ci v podobé piitomnosti makro-komplexu ve vzorku.
Pomoci efektivni komunikace mezi klinikem a labora-
tofi Ize zabranit nejasnostem pri interpretaci vysledku
a predejit tak dalSimu mnohdy nakladnému a invazivni-
mu vySetfovani pacienta.
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