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1. UVOD

1.1. Monoklonske gamapatije i monoklonski protein

Monoklonske gamapatije (MG) pripadaju velikoj skupini imunoproliferativnih bolesti, a
nazivaju se jo$ i paraproteinemije. Jedno od glavnih obiljezja ove skupine bolesti je prisutnost
monoklonskog proteina (MP) u serumu ili pak Bence Jonesovog proteina u serumu i urinu
koji nastaju kao produkt klona B-limfocita poteklog iz geneticki transformiranog B limfocita
(1). Monoklonski protein u krvi moze biti prisutan i u benignom stanju ili pak kod nekolicine
malignih bolesti pa se klinicka manifestacija njegove prisutnosti kre¢e od asimptomatskog
neprogresivnog stadija do malignog multiplog mijeloma (MM) ili pak nekog drugog
limfoproliferativnog poremecaja kao S§to je limfom, kroni¢na limfocitna leukemija,
Waldenstromova makroglobulinemija i amiloidoza (1). Najces¢i monoklonski protein je iz
klase G imunoglobulina (60%), nesto rjedi su IgM (20%) i IgA (10%), a vrlo rijetki IgD i IgE.
Prezentacija monoklonskih gamapatija najvise ovisi o stvarnoj transformaciji stanica, ali i o

prirodi monoklonske komponente (1).

Benigna monoklonska gamapatija, koja se Cesto naziva i monoklonskom gamapatijom
neutvrdenog znacenja (MGUS, Monoclonal Gammopathy of Undetermined Significance),
karakterizirana je normalnim brojem plazma-stanica u kostanoj srzi (<4%) ili pak samo
neznatno povecanim (<10%), te umjereno pove¢anom koncentracijom M-proteina (<20 g/L).
Takoder je ocekivana normalna sinteza neuklju¢enih imunoglobulina, negativan nalaz
monoklonskih slobodnih lanaca kapa ili lambda tipa u urinu te odsutnost porasta
koncentracije M-proteina tijekom nekoliko narednih godina. Nisu prisutna osteoliti¢na Zarista,
anemija 1 bubrezna insuficijencija. Unutar pet godina se kod 10% bolesnika razvije multipli

mijelom ili neka druga limfoproliferativna bolest (1).

Maligna monoklonska gamapatija, to jest, multipli mijelom je diseminirani zlo¢udni tumor
koji je graden od monoklonskih plazma-stanica. Multipli mijelom ¢ini 8% svih hematoloskih
zlo¢udnih bolesti, odnosno 1% svih zlocudnih tumora (2). Etiologija nije u potpunosti
poznata, ali se uz genski faktor kao drugi mogu¢i uzroci navode 1 izloZenost zracenju,
benzenu, herbicidima i insekticidima. Genski faktor vjerojatno ima ulogu, to jest, stvara

predipsoziciju za promjenu ¢iji je uc¢inak proliferacija prethodnih nezrelih plazma-stanica (2).



Osim karakteristicno prisutnog monoklonskog imunoglobulina, odnosno pozitivhog nalaza
monoklonskih slobodnih lakih lanaca kapa ili lambda tipa u serumu i/ili urinu, ostala obiljezja
multiplog mijeloma su odsutnost sinteze ostalih neuklju¢enih imunoglobulina i osteoliticke
promjene kostiju, a u nekim slucajevima se kao posljedica nakupljanja monoklonskog
proteina javlja i zatajenje bubrega. Multipli mijelom pojavljuje se najcesce u starijih osoba i to
¢es¢e u muskaraca nego u Zena. U posljednjem desetljecu se u terapijski pristup bolesnicima s
multiplim mijelomom kao metoda uvela autologna transplantacija krvotvornih mati¢nih
stanica, pa se petogodiSnje prezivljenje popelo na 30-40% (2). Osim kod multiplog mijeloma,
monoklonski protein moze se pojaviti i u nekim drugim malignim limfoproliferativnim
bolestima kao §to je B kroni¢na limfati¢na leukemija 1 drugi B stani¢ni limfomi. Stoga
klinicka slika i simptomatologija koja prati pojavu monoklonskog proteina moze biti
raznolika i zahtjeva detaljnu dijagnostiku, ali je prvi korak detekcija i potvrda prisutnosti M

proteina u Krvi.

S obzirom da je monoklonski protein produkt jednog klona limfocita B, predstavlja molekule
imunoglobulina koje imaju jednake fizikalno-kemijske osobine. Zbog jednakog ponasanja tih
molekula u elektricnom polju moguca je detekcija prilikom elektroforeze proteina u serumu.
Zaustavljaju se na istom mjestu u gelu ili nekom drugom elektroforetskom mediju te ¢ine
homogenu usku vrpcu koju je moguée detektirati, odnosno nastaje vr$ak u elferogramu koji je
proporcionalan koli¢ini monoklonskog proteina (1). Nakon uocavanja M-vrSka prilikom
elektroforeze seruma slijede¢i korak je potvrda monoklonalnosti 1 utvrdivanje tipa

monoklonskog proteina imunofiksacijskom elektroforezom.

Laboratorijska dijagnostika monoklonskih gamapatija od iznimnog je znacCenja u otkrivanju

bolesti i pracenju tijeka te ujedno neophodna za uspjesno lijecenje.



Tablica 1. Temeljne razlike benigne i maligne monoklonske gamapatije

Benigna

Maligna

Koncentracija M-proteina

obi¢no <20 g/L
stacionarna

obi¢no > 20 g/L
progresivna

Osnovna bolest: mijelom nedostaje prisutna
(limfoproliferacija)

Osteoliza kostiju nedostaje prisutna
Bence-Jonesova proteinurija nedostaje prisutna
Plazma-stanice u kostanoj srzi | < 10% > 10%

(izvor: (2))




1.2. Laboratorijska dijagnostika monoklonskih gamapatija

Dijagnoza monoklonskih gamapatija osniva se na nalazu klasiénog trijasa: nalaz
monoklonskog proteina u serumu i/ili urinu, infiltracija koStane srzi plazma-stanicama te

nalaz osteolitickih zarista (1).

Danas postoje odredene smjernice za klinicku i laboratorijsku dijagnostiku bolesnika s

monoklonskim gamapatijama, a one se mogu sazeti u osam tocaka (1).

1. Elektroforeza proteina u serumu i/ili urinu je indicirana za sve bolesnike kod kojih postoji

sumnja na poremecaj plazma-stanica (1).

2. Imunofiksacija je indicirana za definiranje abnormalnog tipa proteina kao i kod pacijenata
sa osnovanom klinickom sumnjom na multipli mijelom 1 u slucaju izostanka suspektne M
vrpce na elferogramu serumskih proteina. Imunofiksacija nije indicirana u slucajevima ocitih

poliklonalnih gamapatija na elektroforezi visoke rezolucije (1).

3. M-protein je potrebno pratiti denzitometrijski. Imunofiksaciju nije potrebno ponavljati ako
se nisu dogodile promjene u migraciji M-proteina prilikom elektroforeze te ako se nije

pojavila nova monoklonska vrpca (1).

4. Svim bolesnicima s poremecajem plazma-stanica potrebno je nefelometrijsko odredivanje

imunoglobulina kako bi se odredila koncentracija ostalih neuklju¢enih imunoglobulina (8).

5. Svim bolesnicima s multiplim mijelomom i srodnim poremec¢ajima treba odrediti prisutnost

i dnevno izlu¢ivanje monoklonskih slobodnih lakih lanaca, to jest, Bence-Jonesova proteina.

6. Kod bolesnika s multiplim mijelomom, Waldenstrémovom makroglobulinemijom te
amiloidozom potrebno je pratiti promjene u koncentraciji M-proteina u redovitim intervalima,
odnosno svakih 1-2 mjeseca. Takvo pracenje se preporucuje jednom godiSnje u slucaju

monoklonskih gamapatija neutvrdenog znacenja (8).

7. Sindrom hiperviskoznosti zahtjeva hitnu izmjenu plazme s indikacijama utemeljenim na
klini¢kim znac¢ajkama. Viskozitet i elektroforezu seruma preporuéljivo je napraviti prije prve

izmjene plazme radi usporedbe koncentracija M-proteina.

8. Krioglobuline treba procijeniti kod svih bolesnika s M-proteinom koji pokazuju osjetljivost

na hladnoc¢u, a posebno u onih s monoklonalnim imunoglobulinom M (8).



Prema smjernicama za laboratorijsku dijagnostiku monoklonskih gamapatija prvi korak je
svakako detekcija i procjena M-proteina.

Preporucene metode za procjenu M-proteina su: kapilarna zonska elektroforeza serumskih
proteina visoke rezolucije i imunofiksacijska elektroforeza za odredivanje razreda i tipa M-
proteina. Imunosuptrakcija za odredivanje razreda i tipa M-proteina je metoda koja bi u

buduénosti mogla zauzeti vazno mjesto U dijagnostici.

1.2.1. Elektroforeza proteina u serumu

Elektroforeza je postupak kojim se omogucuje razdvajanje i analiziranje smjese razli¢itih
elektricki nabijenih spojeva. Pri procesu elektroforeze brzina putovanja Cestica ovisi o
veli¢ini, obliku, koncentraciji i elektricnom naboju molekule, zatim o jakosti elektri¢nog
polja, viskoznosti, pH, temperaturi i ionskoj jakosti koriStenog pufera, osobinama

elektroforetskog nosaca te o vremenu putovanja (3).

Zonska elektroforeza je putovanje nabijenih Cestica unutar granica Cvrstog elektroforetskog
nosaca pri ¢emu je svaka nabijena Cestica nakon odvajanja izolirana u pojedina¢nu zonu na
elektroforetskom nosau zbog cega je 1 dobila naziv zonska elektroforeza. Provodi se u
sustavu koji sadrzi pufer, katodu, anodu te izvor elektri¢ne struje koji moze biti ispravlja¢
niskog ili visokog napona. U zonskoj elektroforezi koristi se viSe vrsta nosaca. Cestice u
agaru, agarozi, Skrobu i akrilamidu odvajaju se i prema gusto¢i naboja i prema veli¢ini, dok se
na filter papiru odvajaju samo prema gusto¢i naboja jer filter papir sluzi jedino kao potporni
elektroforetski nosa¢ koji ne prenosi toplinu i ima mali u¢inak na sam proces odvajanja

nabijenih éestica (3).



Elektroforeza proteina u serumu jedno je od glavnih laboratorijskih alata za dijagnostiku
monoklonskih  gamapatija, ali je takoder korisna 1 za otkrivanje humoralnih
imunodeficijencija, bolesti jetre, nedostatka ol-antitripsina, u reakcijama akutne faze te u

mnogim drugim stanjima (4).

Ukoliko rezultati elektroforeze serumskih bjelanc¢evina ne pokazuju karakteristiénu usku
vrpcu, a ipak i dalje postoji sumnja na multipli mijelom, Waldenstromovu
makroglobulinemiju, primarnu amiloidozu ili neki drugi srodni poremecaj, izvodi se
imunofiksacija jer je ova metoda puno osjetljivija u identificiranju monoklonskog proteina

prisutnog u niskoj koncentraciji.

U proslom stoljecu doSlo je do razvoja elektroforeze na papiru, stoga je ta metoda postala
dostupna u biomedicini. Kako su se pojavljivale mogucnosti koriStenja razli¢itin nosaca
(acetat celuloza, agaroza, poliakrilamid, otopine pufera) tako je i sama metoda napredovala te
se njena rezolucijska mo¢ sve vise poboljSavala. Danas je u vecini klinickih laboratorija u

upotrebi kapilarna zonska elektroforeza visoke djelotvornosti (3).

Elektroforezom se serumski proteini razdvajaju u pet glavnih frakcija: albumini, alfa-1
globulini, alfa-2 globulini, beta globulini i gama globulini. Albumini su glavna proteinska
komponenta u serumu te se u normalnim fizioloskim uvjetima proizvode u jetri. Globulini

¢ine udjelom mnogo manje frakcije u elektroforezi seruma zdravih ljudi.

Albuminska frakcija ima najveci vrh i nalazi se najblize pozitivnoj elektrodi. Sljedeca je alfa
frakcija koja se dijeli u dvije komponente, alfa-1 i alfa-2 globulini. Nakon toga slijedi beta
frakcija gdje se, takoder, mogu identificirati IgA, IgM te ponekad IgG. Gama globulini se

nalaze najblize negativnoj elektrodi (3).



Slika 1. Normalan elferogram serumskih proteina

(izvor: https://www.aafp.org/afp/2005/0101/afp20050101p105-f1.gif)

Elektroforeza serumskih proteina koristi se kao inicijalna pretraga ako postoje karakteristi¢ni
simptomi, ili kao dodatna pretraga, ako su ve¢ napravljeni laboratorijski testovi pokazali
patoloske rezultate. Ukoliko je dijagnoza ve¢ postavljena, elektroforeza serumskih proteina

sluzi za pracenje tijeka bolesti i u¢inkovitosti terapije.

U interpretaciji elektroforeze serumskih proteina najviSe paznje usredotoCuje se na gama
regiju, koja je sastavljena pretezno od protutijela IgG tipa. Povecana razina gama-globulina
javlja se kod multiplog mijeloma, Waldenstromove makroglobulinemije, primarne

amiloidoze, bolesti jetre i nekih drugih bolesti.

Iako mnoga stanja mogu uzrokovati povec¢anje u gama regiji, kada se radi o0 monoklonskoj
gamapatiji pojavljuje se karakteristicni monoklonski protein, odnosnoM-protein, sa izraZzenim
ostrim i uskim Siljkom u gama regiji, $to se moze vidjeti na slici 2. U veéini slucajeva se
monoklonski protein pojavljuje u gama regiji, medutim, ponekad se vrsak moze opaziti i u
beta ili alfa-2 regiji. Kada se elektroforezom zamijeti M-vrsak potrebno je serum pacijenta

podvrgnuti osjetljivijoj, preciznijoj i informativnijoj metodi kakva je imunofiksacija (5).
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Slika 2. Abnormalni elferogram serumskih proteina u bolesnika s monoklonskom

gamapatijom. Karakteristi¢no povecanje u gama-regiji.

(izvor: https://www.aafp.org/afp/2005/0101/afp20050101p105-f2.gif)

1.2.1.1. Kapilarna zonska elektroforeza

Danas se u svakodnevnom radu u klini¢kim laboratorijima u svrhu provodenja elektroforeze
serumskih proteina koristi kapilarna zonska elektroforeza visoke djelotvornosti, dok je
elektroforeza na agarozi sve manje zastupljena. Kapilarna elektroforeza jo$§ se uvijek smatra
novom separacijskom tehnikom. Ima brojne prednosti, a neke od njih su kratko vrijeme
analize, visoka ucinkovitost, mogucnost analize svih vrsta analita, vrlo male koli¢ine uzoraka,

iziskuje niske troSkove, jednostavna je i ekoloski prihvatljiva tehnika (6).

Kapilarna elektroforeza funkcionira na principu putovanja nabijenih Cestica u otopini
elektrolita pod djelovanjem elektriénog polja visokog potencijala u uskoj kapilari prema
jednoj od elektroda. Ima vec¢u rezolucijsku mo¢ zahvaljujuéi elektroosmotskom toku i tlaku

pri kojem se uzorak unosi u kapilare.



Kod standardnih elektroforetskih tehnika koristi se alkalni pH pri kojem je vecina serumskih
proteina negativno nabijena te se djelovanjem elektroforetske sile krecu anodno. Osim
elektroforetske sile u svakom elektroforetskom sustavu javlja se i u¢inak elektroendoosmoze.
Elektroosmotski tok je tok Cistog pufera u kapilari, a posljedica je povrSinskog naboja na
unutrasnjoj stijenci kapilare (6). Unutarnja povrSina stijenke kapilare sadrzi brojne silanolne
grupe koje su pri alkalnom pH u anionskoj formi. Negativno nabijene skupine kapilarnih
stijenki privlace pozitivno nabijene ione pufera pa se stvara dvostruki elektri¢ni sloj mobilnih
iona s odredenim elektrokinetickim potencijalom. Primjenom visokog napona u sustav upravo
elektrokineticki potencijal mobilnih iona uvjetuje endoosmotski tok u kapilari. Nastali
elektroendoosmotski tok usmjerava ione iz ionskog dvosloja prema katodi, a istovremeno

povlaci i ione vode i nabijene proteinske molekule (16).

Jedna od prednosti elektroosmotskog toka je da uzrokuje kretanje svih analita u istom smjeru,
neovisno o njithovom naboju. To kretanje ¢e uvijek, ukoliko je negativno nabijena povrSina
kapilare, i¢i od pozitivnog prema negativhom naboju, to jest, od anode prema katodi (6).
Upravo zbog tog kretanja u istom smjeru moguce je istovremeno analizirati katione, neutralne
molekule i anione. Kationi putuju najbrze, neutralne molekule su noSene brzinom
elektroosmotskog toka, a anioni putuju najsporije (6). To putovanje od anode prema katodi, to

jest elektroosmotski tok, prikazan je na slici 3.

o (el .
o, 7 °?>°°°

Slika 3. Elektroosmotski tok

(izvor: (6))



S obzirom na mehanizme razdvajanja razli¢itih analita postoji viSe vrsta kapilarno
elektroforetskih tehnika, a najpoznatija i najcesée koristena je kapilarna zonska elektroforeza
(CZE) ili kapilarna elektroforeza slobodne otopine (6). To je najjednostavniji oblik kapilarne

elektroforeze zato sto je kapilara ispunjena samo puferom.

Sustav za kapilarnu zonsku elektroforezu ima vise kapilara koje rade paralelno i omogucéuju
vise simultanih razdvajanja (6). Otopljene tvari se razdvajaju zbog njihove razliCite
elektroforetske pokretljivosti u puferu. Razrijedeni uzorak na anodnom kraju ulazi u kapilare
u kojima se odvija visokonaponsko razdvajanje proteina. Proteini se direktno detektiraju na
katodnom kraju kapilare mjerenjem apsorpcije u UV podru¢ju na 200 nm (podrucje
apsorpcije peptidne veze) te se na taj nacin omogucuje to¢na kvantifikacija pojedinacnih

proteinskih frakcija (7).

Proteini se u svakoj zoni koja sadrzi jedan ili viSe proteina detektiraju prema sljede¢em
rasporedu: gama (y) globulini,beta (f3)-2-globulini, beta (f3)-1-globulini, alfa (a)-2-globulini,
alfa (o)-1-globulini i albumin. Homogene zone u elferogramu, a posebno one u B i vy

globulinskim zonama, uvijek pobuduju sumnju na prisutnost monoklonskog proteina (7).
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1.2.2. Imunofiksacija serumskih proteina

Imunofiksacijom serumskih proteina dokazuje se monoklonski protein. U slucaju nalaza
monoklonske vrpce elektroforezom, kao i u slucaju sumnje na postojanje monoklonske

gamapatije, potrebno je uciniti imunofiksaciju te definirati razred i tip monoklonskog proteina

(2).

Kao §to je ve¢ navedeno, najraSirenija i najceSce koriStena elektroforetska tehnika za
odvajanje serumskih proteina je kapilarna zonska elektroforeza. Vizualnim pregledom
denzitometrijski ocitanog elferograma postavlja se sumnja na prisutnost M-proteina

uocavanjem karakteristi¢ne vrpce, odnosno vrska u podrucju gama i beta-globulina (10).

Slika 4. Monoklonski protein kao jade izrazena vrpca na elferogramu

11



Potvrda monoklonske vrpce, to jest, definiranje razreda i tipa M-proteina vrsi se tehnikom
imunofiksacije koja je u ovom slucaju i1 ,zlatni standard“ (11). Imunofiksacija je
poluautomatizirani postupak koji ukljucuje elektroforezu serumskih proteina u gelu i

imunoprecipitaciju (1).

Elektroforeza proteina provodi se na komercijalnim gelovima koncentracije agaroze 0.5-
1.0%. Niska koncentracija otopine agaroze omogucuje nastanak gela velikih pora $to rezultira
slobodnom migracijom proteina velike molekularne mase (12). Uzorak seruma nanosi se
razrijeden na katodni kraj prema preporucenim razrjedenjima za svaki imunoglobulin. Ako je
unatoC razrjedenju izrazito povecana koncentracija imunoglobulina moZe do¢i do ucinka
suviska antigena prilikom imunoprecipitacije odgovaraju¢im antiserumima, koja slijedi nakon
elektroforetskog razdvajanja, te izostanka precipitacije imunokompleksa u gelu i nastanka
vidljive vrpce. Optimalna precipitacija s komercijalnim antiserumima dogada se kod
koncentracije imunoglobulina oko 10 g/L (1). Zbog toga je preporucljivo napraviti kontrolnu
elektroforezu prije izvodenja same imunofiksacije kako bi se uocila veli¢ina vrpce M-proteina

te eventualno dodatno razrjedilo uzorak seruma s ciljem izbjegavanja ucinka viska antigena.

Proteini se elektroforetski razdvoje na ostre vrpce u gelu. Svaka linija migracije inkubira se sa
specifiénim antiserumom za teske (G, A, M) i lake (x i 1) lance imunoglobulina, a rezultat se

oCitava vizualno i izrazava opisno.

Antiserum ¢e reagirati s odgovaraju¢im imunoglobulinom te ¢e nastati kompleks koji ¢e ostati
fiksiran u gelu, dok ¢e se ostali nevezani proteini isprati s gela. Slijedi nespecifiéno bojanje
proteina uslijed kojeg vidljiv ostaje samo fiksirani protein. Monoklonski protein javlja se kao

jace izrazena vrpca na slabije obojenoj pozadini $to je vidljivo na slici 5.
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Slika 5. Imunofiksacija proteina seruma (monoklonski IgM kapa tipa)

(izvor: (10))

Imunofiksaciju treba napraviti uvijek, usprkos nalazima elektroforeze, kada klinicka slika
upucuje na multipli mijelom ili neki srodni poremecaj. Ako postoji sumnja na prisutnost M-
proteina, a nije uocena reakcija sa anti-IgA, anti-IgM i anti-1gG antiserumima, treba postaviti

sumnju i uzorak dodatno testirati sa anti-IgD i anti-IgE antiserumima (12).

Posebnu pozornost treba posvetiti monoklonskim gamapatijama kod kojih je M-protein
sastavljen samo od lakih lanaca kapa ili lambda tipa, a pri tom se u elektroforezi serumskih
proteina najée$¢e ne pronalazi karakteristican vrSak. Potrebno je napraviti elektroforezu i
imunofiksaciju 24-satnog uzorka urina koji je ukoncentriran sto puta kako bi se utvrdila

prisutnost monoklonskih slobodnih lakih lanaca u mokraci, to jest, Bence-Jonesov protein (1).
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1.2.3. Slobodni laki lanci i Bence Jones proteinurija

Laki lanaci su sastavni dio imunoglobulina pa tako i M proteina. Sastoje se od 220
aminokiselina te se mogu svrstati u dva tipa, kapa i lambda. Oba lanca su zastupljena u svim
razredima 1 podrazredima imunoglobulina, ali uvijek tako da su u istoj molekuli
imunoglobulina oba laka lanca jednaka, ili dvije kape ili dvije lambde, a nikada kapa i lambda
zajedno (13). Laki lanci se takoder nalaze u slobodnom, nevezanom obliku. Slobodni laki
lanci se uobic¢ajeno nalaze u serumu u niskim koncentracijama, a izluuju se bubrezima u
mokracu. Nastaju u plazma stanicama gdje su potrebni za sintezu intaktnih imunoglobulina, a
ono §to ostane u suvisku izlu¢i se bubrezima. Kad sinteza slobodnih lakih lanaca premasi 10 —
30g/l dolazi do proteinurije te zbog suviska raste koncentracija i u mokraéi. PoviSene
koncentracije slobodnih lakih lanaca u serumu su znak maligne transformacije i proliferacije
plazma stanica, a u tom slu¢aju radi se 0 monoklonskim slobodnim lancima, nazvanim po
doktoru koji ih je prvi opisao, Bence Jonesovi proteini (BJP). Njihova povisena koncentracija
takoder moze biti znak bubreznog zatajenja uslijed smanjenog izlucCivanja lakih lanaca
urinom. Detekcija slobodnih monoklonskih lakih lanaca i u krvi i u mokraci neizostavni su

dio laboratorijske dijagnostike monoklonskih gamapatija.

Serumska koncentracija slobodnih monoklonskih lakih lanaca korelira s aktivnos¢u kosStane
srzi pa njihov nalaz moze biti i neovisan biljeg multiplog mijeloma. Slobodni laki lanci u krvi
imaju kratak poluzivot: 2-3 sata kapa, a 5-6 sati lambda, $to je 150x krace od 21 dan koliki je
poluzivot, na primjer, 1gG-a. Stoga pracenje koncentracije slobodnih lakih lanaca omoguéuje

vrlo brzu procjenu kemoterapije i raniju procjenu relapsa bolesti (2).

Bence Jonesova proteinurija, odnosno nalaz slobodnih lakih lanaca kapa ili lambda u mokraci,
u vedéini slucajeva znak je malignog procesa iako se pozitivan nalaz moze opaziti i kod
reumatoidnog artritisa, sistemskog eritematoznog lupusa i kroniénog bubreznog zatajenja.
Lazno negativan nalaz moze uslijediti iz mokrace skupljane tijekom primjene visokih doza

penicilina i aspirina (1).
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Kada je rije¢ o multiplom mijelomu, normalan omjer kapa i lambda lanaca se mijenja zato Sto
se povecava sinteza samo jedne vrste lakog lanca. Patoloski omjer kapa i lambda lakih lanaca
je dobar biljeg monoklonske sinteze lakih lanaca. Taj omjer je poviSen kod monoklonske
sinteze kapa lanaca, a nasuprot tome, snizen kod monoklonske sinteze lambda lakih lanaca
(1). Odredivanjem ovog omjera uvelike se povecala dijagnosticka osjetljivost u pocetnom
dijagnostickom probiru na multipli mijelom te se smanjila potreba za uzorkovanjem 24-satnog
urina predvidenog dokazivanju Bence Jonesove proteinurije prilikom dijagnostike
monoklonskih gamapatija. Medutim, u slu¢aju dokazane proliferativne bolesti plazma stanica
pozeljno je odrediti monoklonski slobodne lake lance u urinu odnosno Bence Jonesov protein
metodom imunofiksacije (1). Slicno kao i u serumu prvi korak je zonska elektroforeza 100x
ukoncentrirane mokrace na acetat celulozi ili agarozi. BJP se na elferogramu moZe naéi od

alfa do gama frakcije Sto je rezultat razli¢ite molekularne mase.

Odredivanje slobodnih lakih lanaca od velikog je prognostickog znaCaja u gotovo svim
proliferativnim bolestima plazma stanica, a normalizacija njihovog omjera ukljucena je u
kriterije za definiciju potpune remisije bolesti. U rutinskoj laboratorijskoj praksi koncentracija
slobodnih lakih lanaca u krvi 1 u mokra¢i odreduje se osjetljivom imunkemijskom metodom

kakva je imunonefelometrija.

1.2.4. Ostale laboratorijske pretrage i specifi¢ni proteini

Laboratorijska obrada pacijenta s otkrivenom i dokazanom monoklonskom gamapatijom
ukljucuje, osim prethodno opisanih pretraga, i druge laboratorijske parametre koji sluze kako

procjeni stanja tako i daljnjem pracenju tijeka i prognoze bolesti.

Potrebno je kvantitativno odredivanje svih imunoglobulina, a posebno u slu¢ajevima kada je
M-protein male koncentracije i/ili migrira u podrucje beta-globulina. Koncentracija svih
imunoglobulina odreduje se imunonefelometrijski ili imunoturbidimetrijski u sklopu ukupne

procjene stanja pacijenta (10).
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Osim specificnih testova kojima se odreduje vrsta i koncentracija M-proteina, potrebno je
provesti testove kojima ¢e se dobiti cjelokupna slika opcéeg stanja pacijenta te utvrditi
zahvacéenost drugih organa i organskih sustava. Jedna od osnovnih pretraga koja se radi je
kompletna krvna slika s diferencijalnom krvnom slikom. Kod bolesnika s monoklonskom
gamapatijom kompletna krvna slika naj¢es¢e pokazuje snizen broj eritrocita i leukocita, dok je
broj trombocita normalan ili snizen. Sedimentacija je obi¢no vrlo ubrzana. U krvnom razmazu
eritrociti se nalaze u rouleaux-formacijama na tamno obojenoj podlozi, a moze biti prisutno i
nesto plazma-stanica i leukoeritroblasticna reakcija (9). Od biokemijskih pretraga prate se
ukupni proteini i globulini koji mogu biti izrazito poviSeni, posebice monoklonski, dok su
koncentracije normalnih imunoglobulina u tom slucaju snizene. Povisen je takoder R2-
mikroglobulin, koncentracija kalcija, kreatinina i kalija u serumu, kao i ureja. Vrijednosti
enzima alkalne fosfataze su unutar referentnih intervala. U mokraci su pozitivni proteini, a

medu njima je posebno zastupljen Bence-Jonesov protein.

Odredivanje stadija bolesti temelji se na procjeni ukupne tumorske mase. Glavni kriteriji u toj
procjeni su liticke lezije u kostima, razina M-proteina u serumu i/ili mokraci, koncentracija
hemoglobina u krvi i kalcija u serumu. Drugi nacin odredivanja stadija bolesti temelji se na

koncentraciji R2-mikroglobulina i serumskog albumina (9).

Kod bolesnika s monoklonskom gamapatijom neutvrdenog znacenja potrebno je periodi¢no
pratiti koncentraciju M-proteina i druge laboratorijske pokazatelje kojima se utvrduje
prisutnost poremecaja vezanih uz multipli mijelom, a glavne od njih su hiperkalcemija,

zatajenje bubrega, anemija te liticke lezije kostiju (9).
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2. CILJ RADA

Cilj ovog rada je ispitati prisutnost monoklonskog proteina (M proteina) i odrediti njegov tip
u serumu pacijenata kojima je nakon prethodno provedene elektroforeze serumskih proteina

na eleferogramu uocena suspektna monoklonska vrpca.
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3. MATERIJALI | METODE

3.1. Ispitanici

U ovom istrazivanju obradena su cetiri uzorka pacijenata zaprimljena u Zavodu za
medicinsko laboratorijsku dijagnostiku Klinickog bolni¢kog centra Split. Izabrani su serumi
pacijenata kod kojih postoji sumnja na prisutnost M proteina s obzirom na uo¢enu suspektnu
monoklonsku vrpcu na elferogramu serumskih proteina dobivenu prethodnom kapilarnom

elektroforezom.

3.2. Metode

Za sva Cetiri uzorka nakon uradene elektroforeze serumskih proteina, na kojima je uoceno
karakteristicno povecanje u gama regiji, radena je imunofiksacija kao potvrdna metoda za

prisutnost M-proteina, a jednako tako i za odredivanje razreda i tipa monoklonskog proteina.

Elektroforeza serumskih proteina radena je metodom kapilarne zonske elektroforeze na
uredaju Sebia Capillarys 2, a nakon toga je provedena imunofiksacija na agaroznom gelu

koriste¢i uredaj Sebia Hydrasys sa reagensimakoje je proizvela tvrtka Sebia.

3.2.1. Elektroforeza proteina u serumu

Provedena je kapilarna zonska elektroforeza s direktnom detekcijom razdvojenih proteina.
Ova metoda omogucuje razdvajanje nabijenih Cestica u otopini elektrolita pod djelovanjem

elektri¢énog polja visokog potencijala u uskoj kapilari prema jednoj od elektroda (7).

Elektroforeza proteina u serumu je provedena na uredaju Sebia Capillarys 2. To je
viSeparametrijski uredaj koji razdvaja proteine seruma u osam paralelnih kapilara. Uzorci se
usisavaju na anodnom kraju kapilara te se u njima odvija razdvajanje proteina. Zatim se tako
razdvojeni proteini detektiraju na katodnom kraju kapilare mjerenjem apsorpcije u UV
podrucju pri 200 nm (7).
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Nakon $to su uradene elektroforeze serumskih proteina, na elferogramima sva cetiri uzorka
uocen je porast u obliku visokog i uskog Siljka u gama-regiji kao sto je vidljivo na slici 6,
odnosno postavljena je sumnja na prisutnost M-proteina. Dobiveni su i udjeli pojedinih
frakcija proteina te vrijednosti ukupnih proteina koji su uglavnom bili unutar granica
referentnih vrijednosti. S obzirom na prisutnost suspektnog M-proteina u gama-regiji

elferograma, sva cetiri uzorka smo podvrgnuli imunofiksaciji kako bi dokazali prisutnost te

odredili razred i tip monoklonskih proteina.

Slika 6. Nalazi elektroforeze serumskih proteina c¢etiri uzorka sa suspektnim M-

proteinom u gama-regiji.
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3.2.2. Imunofiksacija

Tehnika imunofiksacije primjenjuje se kako bi se ispitale abnormalne vrpce u elferogramu
seruma i urina svojstvene M proteinu. Imunofiksacijska elektroforeza je jednostavna tehnika
pomocu koje se protein fiksira in situ te potom provodi imunoprecipitacija sa odgovaraju¢im

protutijelom. Imunofiksacija se provodi u Cetiri koraka i jednostavna je za interpretaciju.

Prvi i osnovni korak je separacija proteina elektroforezom na agaroznom gelu pri alkalnom
pH. Zatim se u iduéem koraku dogada fiksacija i imunoprecipitacija razdvojenih
imunoglobulina sa specificnim antiserumima. U tre¢em koraku se ispiru s gela svi
neistalozeni proteini, a talog ili precipitat kompleksa antigen-protutijelo ostaje u gelu. U
posljednjem koraku se bojaju precipitirani proteini te se imunoprecipitirane vrpce usporeduju

sa odgovaraju¢im abnormalnim vrpcama elferograma (14).

Imunofiksacija je poluautomatizirani postupak $to znaci da se pojedine faze u tom postupku

izvode ruc¢no, a ostale obavlja uredaj.

Uzorak koji se koristi u procesu imunofiksacije je serum. Prije same aplikacije seruma na
agarozni gel, serum je potrebno razrijediti prema razrjedenjima preporucenim od strane
proizvodaca. Serum razrjedujemo kako bi sprijeCili prozonski u¢inak uzrokovan velikom
koli¢inom antigena iz seruma. Bromfenol blue boja, kao glavni sastojak diluenta, sluzi kao

pogodan marker za aplikaciju i migraciju.

Tablica 2. Preporucena razrijedenja seruma za imunofiksaciju

TRAKA SERUM (ul) DILUENT (ul)
IgG imunofiksacijska traka 20 100
ELP referentna traka i druge imunofiksacijske trake 30 60

(izvor: (14))
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Nakon §to smo napravili razrjedenja seruma dodajemo po 10 pl pravilno pripremljenog
uzorka u jazice aplikatora, obicno na 6 pozicija za svaki uzorak, te aplikatore stavimo u

vlaznu komoru 5 minuta.

Slika 7. Aplikatori s razrijedenim serumima u vlaznoj komori

U meduvremenu pripremimo agaroznu plocu s gelom gdje ¢e se proteini razdvojiti. Tankim
filter papirom apsorbiramo visak tekuéine s agaroznog gela, a na povrsinu nosaca aplikatora
dodamo 120 pl destilirane vode kakobi se konstantno odrzavala vlaznost. Plocu s gelom
lagano spustimo u vodu te namjestimo aplikatore s uzorcima na odgovaraju¢a mjesta iznad
gela. Puferirane spuzvice ¢e osigurati kontakt izmedu gela i elektroda. Postupak elektroforeze
provodi se automatizirano na 20°C 9 minuta. Nakon elektroforeze, na pozicije uzoraka na gelu
se dodaje otopina za fiksaciju C¢ija je uloga fiksiranje elektroforetski razdvojenih proteina na
referentnoj traci (ELP). Zatim se na ostale pozicije na gelu dodaju antiserumi: anti y (za 1gG),
anti a (za IgA), anti p (za IgM), anti k (za laki lanac kapa) i anti A (za laki lanac lambda). Ako
su prisutni neki od monoklonskih teskih ili lakih lanaca u uzorku do¢i ¢e do imunoreakcije
antigena iz uzorka pacijenta i antitijela iz antiseruma te ¢e nakon bojanja taj kompleks biti

vidljiv.

21



Slika 8. Aplicirani antiserumi na povrsini gela

Svi antiserumi su anti-humani imunoglobulini sisavaca. Kako bi se postigla laksa
identifikacija te osigurala laksa aplikacija antiseruma, svaki antiserum je obojan razli¢itim

neskodljivim bojama. Boja naljepnice na boCicama odgovara boji antiseruma.

Slika 9. Bocice s antiserumima u razli¢itim bojama

Slijedi inkubacija antiseruma te se pomocu debelog cesljastog filter papira uklanja visak
fiksacijske otopine i antiseruma sa povrSine gela nakon imunofiksacije. Naposljetku, nakon
Sto smo sigurni da je apsorpcija reagensa kompletna, postavljamo debeli filter papir koji upija

neprecipitirane proteina sa gela nakon imunofiksacije.
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Gel je potrebno u potpunosti osusiti u inkubatoru, a nakon toga postupka slijedi bojanje.
Postupak bojanja je u potpunosti automatiziran, a odvija se u nekoliko koraka. Za bojanje gela
se koristi acid violet boja koju je potrebno razrijediti do 300 mL sa destiliranom vodom. Faza
bojanja odvija se kroz cCetiri minute. Zatim slijedi uklanjanje viska boje i pozadinskog
obojenja s gela kroz tri ispiranja. Prvo ispiranje se vr$i kroz 3 minute, potom 2 minute te

zadnje ispiranje traje 6 minuta. Zadnji korak je susenje gela na 80°C.

Nakon ovih procesa slijedi ocitavanje uzoraka, to jest, detekcija monoklonske vrpce.

Ocitavanje uzoraka vrsi se vizualno.

Proces elektroforeze i imunofiksacije u KBC-u Split provodi se na uredaju Sebia Hydrasys.
To je poluautomatski sustav koji se sastoji od dva modula: elektroforetski modul i modul za
vizualizaciju. U elektroforetskom modulu nalazi se temperirana plo¢a na koju se postavlja
agarozni gel te se u alkalnom pH pomocu tris-barbitalnog pufera razdvajaju proteini seruma.
Takoder se u ovom modulu odvija i ru¢no nanoSenje antiseruma na agarozni gel s
razdvojenim proteinima te se odvija imunoprecipitacija. Elektroforetski modul ima
sposobnost podizanja 1 spuStanja temperature u vrlo kratkom vremenskom intervalu. U
modulu za vizualizaciju odvijaju se tri procesa: bojanje gela, otklanjanje boje te susenje gela.
Sastoji se od komorice za bojanje gdje se gel postavi okomito te se sva tri procesa odvijaju

automatizirano, jedan za drugim.

Slika 10. Uredaj Sebia Hydrasys
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4. REZULTATI

Prisustvo monoklonskih proteina karakterizira monoklonskavrpca otkrivena s jednim od
antiseruma anti-teskih lanaca (IgG, IgA, IgM) i jednim od anti-lakih lanaca (kapa ili lambda).
Detekcija monoklonske ostre vrpce mora biti locirana na istom migracijskom razmaku kao i
sumnjiva monoklonska vrpca u referentnoj traci koja predstavlja elektroforetski razdvojene
serumske proteine (ELP) (14).

U sva Cetiri ispitivana uzorka dokazana je prisutnost monoklonskog proteina postupkom
imunofiksacije. Kod sva Cetiri pacijenta uocene su monoklonske ostre vrpce u gama podrudju.
Dodatkom antiseruma anti y (za teSki lanac 1gG) i anti « (za laki lanac kapa) dogodila se
imunoreakcija u kojoj su reagirala antitijela iz antiseruma sa antigenima koji su bili prisutni u

serumima pacijenata. Na ovaj nacin su dokazani monoklonski proteini isklju¢ivo 1gG kapa

tipa u sva Cetiri ispitivana seruma kao §to je prikazano na slici 11.

Slika 11.Imunofiksacija uzoraka seruma ispitivanih pacijenata. Dokazano prisustvo

monoklonskog proteina IgG kapa tipa.
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5. RASPRAVA

Jedno od glavnih obiljeZja skupine bolesti koje se svrstavaju pod monoklonske gamapatije je
prisutnost monoklonskog imunoglobulina u serumu. Laboratorijska dijagnostika pruza mocan
alat u otkrivanju ove bolesti, a odnosi se prvenstveno na detekciju i odredivanje razreda i tipa
monoklonskog proteina u $to ranijoj fazi bolesti jer se na taj na¢in moze doprinijeti lijeCenju i

boljoj kvaliteti Zivota, a moguée i ishodu same bolesti.

Monoklonski protein uoCava se elektroforezom serumskih proteina. Tom metodom se
razdvajaju pacijenti kod kojih postoji klinicka sumnja za postojanje monoklonske gamapatije
od onih pacijenata ¢iji su rezultati elektroforeze serumskih proteina ili uredni ili pak bez uske
I oStre vrpce karakteristicne za monoklonski protein. Serume pacijenata, u ¢ijem nalazu
elektroforeze serumskih proteina pronademo usku i oStru vrpcu, podvrgavamo metodi
imunofiksacije kako bi potvrdili prisutnost monoklonskog proteina te odredili razred i tip M-
proteina.

U pojedinim sluéajevima moze se dogoditi da u nalazu elektroforeze serumskih proteina nije
uocljiva vrpca karakteristicna za monoklonski protein, a klinicka slika ipak ukazuju na
monoklonsku gamapatiju. Serumi tih pacijenata uvijek se podvrgavaju imunofiksaciji kako bi
bili sigurni je li prisutan monoklonski protein. Naime, u sluCajevima niske serumske
koncentracije monoklonskog proteina karakteristi¢na o$tra i uska vrpca ne mora biti uo¢ljiva

na elferogramu serumskih proteina.

Osim toga suspektan M-vrSak na elferogramu nije u svakom slucaju rezultat prisustva
monoklonskog proteina, §to je ujedno i objasnjenje zasto se zonskom elektroforezom
serumskih proteina samo postavlja sumnja, a onda provodi imunofiksacija sumnjivih uzoraka

u svrhu dokazivanja prisutstva M-proteina.

Tehnicki inducirani artefakti, kao i1 takozvani pseudo-M-proteini, mogu oponasati prisutnost
monoklonskog proteina u nalazu elektroforeze serumskih proteina (15). Pseudo-M-protein se
u a2-frakciji moze pojaviti kao posljedica poveéane koncentracije a2-makroglobulina u
slucajevima nefrotskog sindroma, izrazene reakcije akutne faze ili hiperlipoproteinemije (15).
Pseudo-M-protein moze se jo§ pojaviti u podrucju izmedu o2 i 8 frakcije gdje se javlja kao

posljedica prisutnosti haptoglobin-hemoglobin kompleksa.
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Ukoliko se koristi plazma kao uzorak za elektroforezu serumskih proteina do¢i ¢e do pojave
pseudo-M-proteina u R-y frakciji. Na tom polozaju M protein oponasa u plazmi prisutni
fibrinogen. Stoga se kao uzorak za elektroforezu serumskih bjelancevina uvijek upotrebljava
serum. Pojavu pseudo-M-proteina u R-y frakciji, takoder, moze uzrokovati i bakterija koja je
prisutna u uzorku. Lazni uski visoki S§iljci javljaju se u y frakciji u slucajevima kada je
prisutan reumatoidni faktor, kada je uzorak star ili uremic¢an te kada je prisutna velika

koncentracija enzima lizosoma (15).

Prema tome zonska -elektroforeza serumskih bjelancevina nema potrebnu analiticku

osjetljivost niti specifi¢nost za identifikaciju monoklonskog proteina (15).

Uzorke seruma sumnjive na prisutnost M proteina potrebno je ispitati metodom
imunofiksacije koja je ujedno i ,,zlatni standard* za odredivanje razreda i tipa monoklonskog
proteina. lako metoda imunofiksacije nije u potpunosti automatizirana metoda, osigurava

to¢ne i pouzdane rezultate u laboratorijskoj dijagnostici monoklonskih gamapatija.

Uzorci koji su se ispitivali na prisutnost M-proteina u ovom radu svakako su bili predvideni
za postupak imunofiksacije s obzirom na suspektan vrSak uofen u nalazu elektroforeze
serumskih proteina. Svaki vrSak opazen je u gama frakciji, a imunofiksacijom je potvrdeno
takoder za svaki monoklonsko porijeklo. Osim toga za svaki uzorak je naden IgG kapa tip

monoklonskog proteina.
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6. ZAKLJUCAK

1. Monoklonski protein dokazan je metodom imunofiksacije u sva Cetiri serumska
uzorka s prethodno uocenom suspektnom monoklonskom vrpcom u nalazu
elektroforeze serumskih proteina.

2. Nijedna se od Cetiri postavljene sumnje na prisutnost M-proteina nalazom
elektroforeze serumskih proteina nije pokazala laZznom nakon provodenja potvrdne
metode.

3. U sva cetiri odabrana suspektna seruma imunofiksacijom je dokazan monoklonski

protein 1gG kapa tipa.
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7. SAZETAK

Uvod: Monoklonska gamapatija je imunoproliferativna bolest koju karakterizira prisutnost
monoklonskog proteina u serumu ili urinu, a nastaje kao produkt klona limfocita B koji je
geneticki promijenjen. Najces¢i monoklonski protein je iz klase G imunoglobulina. Maligna
monoklonska gamapatija ocituje se kao multipli mijelom, to jest, diseminirani zlo¢udni tumor
graden od monoklonskih plazma stanica. Bence-Jonesovi proteini su monoklonski slobodni
laki lanci imunoglobulina, kapa i lambda, koje stvara maligni klon B-limfocita te su kao takvi
vazan tumorski biljeg u dijagnostici multiplog mijeloma. Elektroforeza serumskih proteina je
prvi korak u laboratorijskoj dijagnostici monoklonskih gamapatija, a danas je najzastupljenija
u praksi kapilarna zonska elektroforeza. Serumski proteini razdvajaju se u pet glavnih
frakcija: albumini, alfa-1 globulini, alfa-2 globulini, beta globulini i gama globulini. U sluc¢aju
nalaza sumnjive monoklonske vrpce u nalazu elektroforeze serumskih proteina, potrebno je
uCiniti imunofiksaciju seruma kako bi potvrdili prisutnost te odredili razred i tip

monoklonskog proteina.

Cilj rada: Svrha rada bila je metodom imunofiksacije ispitati prisutnost monoklonskih
proteina u serumima pacijenata sa suspektnim M-vr§kom u nalazu elektroforeze serumskih

proteina.

Materijali i metode: Izabrana su Ccetiri uzorka pacijenata zaprimljena u Zavodu za
medicinsko laboratorijsku dijagnostiku KBC-a Split. Kapilarnom elektroforezom serumskih
proteina, u sva Cetiri uzorka, uocena je oStra vrpca u gama regiji $to je upucivalo na prisutnost

M-proteina. Odabrani uzorci seruma podvrgnuti su imunofiksaciji.

Rezultati: U sva cetiri ispitivana uzorka dokazana je prisutnost monoklonskog proteina.
Metodom imunofiksacije dokazani su monoklonski proteini 1gG kapa tipa u sva dcetiri

ispitivana seruma.

Zakljuc¢ak: Metoda imunofiksacije potvrdila je prisustvo M-proteina 1gG kapa tipa u sva
Cetiri seruma sa prethodno postavljenom sumnjom na temelju uoc¢enog karakteristicnog vrska

na elferogramu serumskih proteina.

Kljucéne rije¢i: monoklonska gamapatija, monoklonski protein, elektroforeza, imunofiksacija
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8. SUMMARY

Introduction: Monoclonal gammopathy is an immunoproliferative disease characterized by
the presence of monoclonal protein in serum or urine, produced by the clone of lymphocyte B
that is genetically transformed. The most common monoclonal protein is class of
immunoglobulin G. Malignant monoclonal gammopathy is manifested mostly as a multiple
myeloma, disseminated malignant tumor composed of monoclonal plasma cells. Bence-Jones
proteins are monoclonal free light chains of immunoglobulins, kappa or lambda, which are
produced by the malignant clone of B lymphocytes as a part of monoclonal immunoglobulin.
Bence Jones proteins are an important tumor marker in the diagnosis of multiple myeloma.
Serum protein electrophoresis is a method for detection of monoclonal protein. Today the
most common method for serum electrophoresis is capillary zone electrophoresis. Serum
proteins are separated into five major fractions: albumin, alpha-1 globulin, alpha-2 globulin,
beta globulin and gamma globulin. If the monoclonal spike is found by electrophoresis,
immunofixation should be performed to confirm the presence and determine the class and

type of monoclonal protein.

Objective: The purpose of the study was to confirm the presence of monoclonal proteins in
the serum of the patients with M spike by the immunofixation electrophoresis as well as to

define the class and type of monoclonal protein.

Materials and methods: Samples of four patients accepted at the Department of Medical
Laboratory Diagnosis, UHC Split were selected for immunofixation testing considering the

suspected M spike found by serum proteine electrophoresis.

Results: In all four samples the presence of monoclonal proteine was confirmed. The

monoclonal 1gG kappa type was determined in all four samples.

Conclusion: Immunofixation testing confirmed the presence of monoclonal proteine IgG

kappa type in every selected sample with M spike found by serum electrophoresis.

Key words: monoclonal gammopathy, monoclonal protein, electrophoresis, immunofixation
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