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Sadrzaj

Uvod: Multipli mijelom je maligna hematoloska bolest koja se javlja kao posljedica nekontrolirane
klonalne proliferacije plazma stanica. Naj¢esée se javlja kod starijih pacijenata i karakterizira je prisutnost
paraproteina odnosno monoklonskog imunoglobulina ili njegovih fragmenata slobodnih lakih lanaca u
serumu i/ili urinu. Bence Jones proteini su monoklonski slobodni laki lanci imunoglobulina, kapa i
lambda koji se koriste kao vazan biljeg u dijagnostici multiplog mijeloma. Laboratorijska dijagnostika
multiplog mijeloma obuhvaca razne laboratorijske pretrage, ukljuéujuci elektroforezu proteina seruma,
imunofiksaciju seruma, imunofiksaciju urina i odredivanje koncentracije slobodnih lakih lanaca
imunoglobulina u serumu.

Cilj rada: Svrha ovog rada bila je odrediti paraprotein u serumu i mokra¢i odabranih pacijenata s
uputnom dijagnozom multiplog mijeloma koriste¢i razli¢ite laboratorijske metode i tehnike.

Materijali i metode: Izabrani su uzorci seruma i 24-satnog urina etiri pacijenata s uputnom dijagnozom
multiplog mijeloma upucena u Zavod za medicinsko laboratorijsku dijagnostiku KBC-a Split na
laboratorijsku obradu koja je ukljucivala elektroforezu proteina u serumu, imunofiksaciju seruma i urina
te odredivanje koncentracije slobodnih lakih lanaca u serumu.

Rezultati: Kod trojice pacijenata uocen je suspektan monoklonski vrsak na elferogramu serumskih
proteina te je metodom imunofiksacije seruma dokazan monoklonski proteina IgG kapa tipa
Imunofiksacijom urina dokazana je prisutnost Bence Jones proteina u jednom od Cetiri uzorka. Povisena
koncentracija slobodnih lakih lanaca dokazana je u jednom od Cetiri uzoraka, a poviseni omjer
koncentracija slobodnih lakih lanaca kapa/lambda u dva od &etiri uzoraka.

Zakljucak: Paraprotein ili M-protein je dokazan trojici od &etiri pacijenta s uputnom dijagnozom
multiplog mijeloma.
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characterized by the presence of monoclonal immunoglobulin and free light chains in serum and/or urine.
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1. UVOD
1.1. MONOKLONSKI IMUNOGLOBULINI

Plazma stanice proizvode imunoglobuline (antitijela) u svrhu borbe protiv infekcija
I bolesti. Kao i ostale krvne stanice, plazma stanice pocinju razvoj iz hematopoetskih
mati¢nih stanica u koStanoj srzi. Mati¢ne stanice se diferenciraju u limfoidne
progenitorske stanice, koje tijekom prve (antigen neovisne) faze limfopoeze sazrijevaju
u tri tipa morfoloski sli¢nih ali funkcionalno razli¢itih stanica, T i B-limfocite te NK
stanice. Takvi djevicanski ili naivni B-limfociti dalje putuju do sekundarnih limfnih
organa, limfnih ¢vorova, slezene i drugih, gdje se odvija susret sa stranim antigenom te

zapocinje slozen proces proliferacije i transformacije u plazma stanice. (1)

Mati¢na stanica
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Slika 1. Podrijetlo plazma stanica i proizvodnja imunoglobulina kao odgovor na strani
antigen. (1)

Molekule imunoglobulina 1gG, IgA, IgM, IgD i IgE sastoje se od dva teska (H -
heavy) polipeptidna lanca gama, alfa, mu, delta ili epsilon te dva laka (L - light)
polipeptidna lanca tipa kapa (k) ili lambda (A). Svaki klon plazma stanica proizvodi samo
jedan tip teskog i1 lakog lanca koji je jednolik s obzirom na strukturu i funkciju., §to znaci

da je imunoglobulin specifi¢an za samo jedan antigen. Kada dode do maligne pretvorbe



javlja se klonalna proliferacija jednog ili vise klonova diferenciranih B-limfocita, od kojih

svaki stvara imunoloski homogeni imunoglobulin (M-protein). (1,2.3)

Vezna mjesta za antigen ;
Vezna mjesta za antigen

Laki lanac

Teski lanac
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Slika 2. Grada imunoglobulina. (1)

M-proteini ili paraproteini su izrazito raznovrsni te svaki od njih ima jedinstvenu
varijabilnu regiju. Mogu se javiti u raznim oblicima, od pentamernih IgM molekula
(~900,000 Daltona) do monomernih slobodnih lakih lanaca (~24,000 Daltona). Bolesti
koje se povezuju s pojavom M-proteina ili paraproteina nazivaju se monoklonske
gamapatije ili plazmastani¢ne diskrazije. Maligne monoklonske gamapatije uzrokovane
diskrazijama plazma stanica su multipli mijelom, solitarni kostani plazmocitom i

ekstramedularni mijelom. (3,4)



1.2. BENCE JONES PROTEIN

Bence Jones protein (BJP) ili monoklonski slobodni laki lanci su homogena
populacija kapa (k) ili lambda (A) lakih lanaca imunoglobulina nevezanih za teski lanac.
(2) Sinteza BJP prili¢no je sli¢na sintezi drugih imunoglobulina, ¢iji se teski lanci (H) i
laki lanci (L) sintetiziraju na odvojenim poliribosomima i zatim spajaju u cisternama
endoplazmatskog retikuluma. U normalnim uvjetima jedan teski i jedan laki lanac tvore
HL meduproizvod koji se kombinira s drugom HL molekulom u potpuni imunoglobulin
(H2L2). (5)

Maligne plazma stanice mogu sintetizirati imunoglobuline prema tri osnovna
obrasca a to su: (a) proizvodnja samo lakih lanaca, (b) uravnotezena sintezu teskih i lakih
lanaca i (C) neuravnotezena sintezu u kojoj se stvaraju i izluéuju intaktne molekule
imunoglobulina i visak lakih lanaca. Prisutnost Bence Jones proteina u urinu ovisi o brzini

sinteze te o koli¢ini sintetiziranih slobodnih lakih lanaca i bubreznom statusu pacijenta.

()

U serumu i urinu se nalaze kao monomeri niske molekularne mase, dimeri, ponekad
tetrameri a moguce i polimeri visoke molekularne mase. Molekularna masa monomera je
~22,000 Daltona i sadrzi 210-220 aminokiselina koje ¢ine varijabilnu i konstantnu
domenu. Bubrezi ih uklanjaju na sli¢an nacin kao i ostale proteine niske molekularne
mase, procesom glomerularne filtracije, proksimalne renalne tubularne apsorpcije i
katabolizmom unutar bubreznih tubularnih stanica. Proteinurija se javlja tek nakon $to je
zasi¢en kapacitet tubularne apsorpcije (>10-30 g/dan). Nalaz BJP u urinu je gotovo uvijek

znak malignog procesa. (2,6)
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Slika 3. Intaktni imunoglobulin i slobodni laki lanci. (7)



1.3. MULTIPLI MIJELOM

Multipli mijelom je maligna hematoloska bolest koja se javlja kao posljedica
nekontrolirane klonalne proliferacije plazma stanica. World Health Organization (WHO)
svrstava multipli mijelom pod limfoproliferativne bolesti B-stanica. To je druga najéesca
maligna hematoloska bolest nakon non-Hodgkin limfoma. Najcesce se javlja kod starijih
pacijenata i karakterizira je prisutnost intaktnih monoklonskih imunoglobulina i

slobodnih lakih lanaca u serumu i/ili urinu. (4,8)

1.3.1. Etiologija i patogeneza

Tocna etiologija multiplog mijeloma je nepoznata. Promjene i translokacije u
promotorskim regijama gena, posebno na kromosomu 14, ¢esto se nalaze u multiplom
mijelomu i vjerojatno doprinose razvoju bolesti. Translokacija t(4;14)(p16. 3;932.3) u
promotorskim regijama gena FGFR3 i MMSET (Multiple Myeloma SET domain) nalazi
se u otprilike 25% slu¢aja multiplog mijeloma i ima onkogenu ulogu. (9) Drugi onkogeni
kao §to su NRAS, KRAS i BRAF takoder mogu sudjelovati u proliferaciji plazma stanica.
Ostali ¢imbenici koji pridonose pojavi bolesti ukljucuju pretilost, konzumaciju alkohola,

te okolisne uzroke kao §to su insekticidi, organska otapala i izlozenost zracenju. (10)

Multipli mijelom razvija se iz premalignog stadija koji se naziva monoklonska
gamapatija neodredenog znacaja (MGUS - monoclonal gammopathy of undetermined
significance). MGUS ima nizak rizik maligne konverzije, s tim da rizik progresije nije
vremenski ograni¢en. Mala podskupina pacijenata ima srednji klini¢ki fenotip izmedu
MGUS-a i MM-a pa se smatra da imaju tinjaju¢i multipli mijelom (SMM — Smoldering
Multiple Myeloma). Oba stanja su Cesto asimptomatska i otkrivaju se slucajno
pronalaskom paraproteina odnosno monoklonskog proteina (M-proteina) u serumu ili

Bence Jones proteina u urinu pacijenata sa Sirokim spektrom klinic¢kih stanja. (11)

Visak monoklonskih imunoglobulina moze uzrokovati hiperviskoznost krvi,
disfunkciju trombocita i oSte¢enje bubreznih tubula, §to moze dovesti do neuroloskih
poremecaja, krvarenja i zatajenja bubrega. Zauzimanje koStane srzi Sirenjem klona
plazma stanica obi¢no se manifestira kao anemija, trombocitopenija 1 leukopenija.
Interakcija izmedu stanica mijeloma i kostanog mikrookruzenja u konacnici dovodi do

aktivacije osteoklasta i supresije osteoblasta, §to rezultira gubitkom kostane mase. (10)



1.3.2.  Dijagnosticki kriteriji

IMWG (International Myeloma Working Group) je 2014. redefinirao dijagnosticke
kriterije za multipli mijelom kako bi se u svrhu dijagnostike i klasifikacije mogli koristiti

specifi¢ni biomarkeri zajedno s ve¢ uspostavljenim CRAB kriterijima. (11)

U monoklonskoj gamapatiji neodredenog znacaja (MGUS) koncentracija
monoklonskog proteina je <30 g/l, s postotkom monoklonskih plazma stanica <10% bez
dokaza multiplog mijeloma, drugih B-stani¢nih proliferativnih poremecaja ili amiloidoza.
U asimptomatskom (tinjaju¢éem) mijelomu M-protein je >30 g/I, a postotak klonalnih
stanica >10%, ali nema povezanog oSteCenja organa ili tkiva (ROTI - Related Organ or
Tissue Impairment), §to se obi¢no ocituje povisenom koncentracijom kalcija, bubreznom
insuficijencijom, anemijom ili koStanim lezijama (CRAB — Calcium, Renal insufficiency,

Anemia, Bone lesions). (12)

Povijesno se dijagnoza multiplog mijeloma postavljala ako je postotak klonalnih
plazma stanica u bioptatu kosStane srzi bio 10% ili vedi, ili ako je biopsijom dokazan

plazmocitom uz barem jedan od sljede¢ih CRAB kriterija:

e Povisena koncentracija kalcija u krvi - koncentracija kalcija u serumu 0,25
mmol/L iznad gornje granice normale ili ve¢a od 2,75 mmol/L.

e Bubrezna insuficijencija — koncentracija kreatinina u serumu visa od 176.8
pmol/L ili klirens kreatinina manji od 40 ml u minuti.

e Anemija — koncentracija hemoglobina manja od 100 g/L ili 20 g/L ispod
donje granice normale.

e Kostane lezije - jedna ili viSe osteoliti¢kih lezija na radiografiji skeleta, CT-

u ili PET-CT-u. Cesto se opisuju kao izbusene, okrugle, radiolucentne

lezije. (10)



1.3.3.  Laboratorijska dijagnostika multiplog mijeloma

Ne postoji jedinstveni test kojim se efektivno mogu dijagnosticirati i pratiti sve
proliferativne bolesti plazma stanica, stoga je vazno definirati strategiju kojom je moguce
obuhvatiti cijeli spektar prezentacije bolesti. Tradicionalno se detekcija M-proteina bazira
na razlikovanju monoklonskih od poliklonskih imunoglobulina koriste¢i elektroforezu na
agaroznom gelu ili kapilarnu zonsku elektroforezu. Dodatno se za odredivanje tipa teskih
1/ili lakih lanaca imunoglobulina moze koristiti imunofiksacija i imunosubtrakcijska
elektroforeza. Imunonefelometrijskim metodama mogu se takoder detektirati i
kvantificirati M-proteini, a i premostiti neke od nedostataka elektroforetskih metoda, kao
Sto su poteskoce u detekceiji niskih koncentracija monoklonskih proteina, nemoguénost
identifikacije razreda i tipa M-proteina i moguca pojava interferencija drugih proteina

seruma. (4)

Sumnja na monoklonsku gamapatiju se javlja kod svih pacijenata koji imaju
neobjasnjenu bol u ledima, osteolitiCke lezije, osteopeniju, slabost, umor, anemiju,
hiperkalcemiju, bubreznu insuficijenciju, Bence Jones proteinuriju, ucestale bakterijske
infekcije, neobjasnjenu senzomotoricku perifernu neuropatiju, paresteziju te znacajan
gubitak tjelesne tezine, posebno ako pacijent ima vise od 50 godina. National

Comprehensive Cancer Network (NCCN) za dijagnostiku preporucuje sljedece testove:

e Kompletna krvna slika (KKS) s diferencijalom krvnom slikom (DKS)

e Koncentracija ureje, kreatinina, elektrolita, albumina, kalcija u krvi

e LDH i beta-2 mikroglobulin u serumu

e Koncentracija serumskih imunoglobulina, elektroforeza serumskih
proteina (SPEP), imunofiksacija seruma (SIFE)

e Proteini u 24-satnom urinu, elektroforeza proteina u urinu (UPEP),
imunofiksacija urina (UIFE), laki lanci u serumu (FLC)

e CTcijelog tijelaili PET CT

e Aspirat i biopsija koStane srzi, ukljuc¢ujuci imunohistokemiju i/ili proto¢nu
citometriju i citogenetiku

e FISH plazma stanica [del 13, del 17pl3, t(4;14), t(11;14), t(14;16),
amplifikacija 1921, abnormalnost 1p] (3,10)



1.4. METODE ODREDIVANJA PARAPROTEINA

1.4.1. Elektroforeza proteina u serumu

Elektroforeza serumskih proteina je tehnika separacije kod koje se proteini
razdvajaju na agaroznom ili celuloza-acetatnom gelu prema njihovoj izoelektri¢noj tocci.
M-protein se na acetatu javlja u vidu guste, ostre vrpce (,band”), a nakon
denzitometrijskog ocitanja kao uski vrsak na elferogramu. Najcesce se javlja u gama
frakciji serumskih proteina, no moze se rjede pronaci i U beta te alfa frakciji. Limit
detekcije ove metode ovisi 0 poziciji M-proteina u gradijentu serumskih proteina,
posebno kod niskih koncentracija. Ako je M-protein IgE ili 1gD tipa, ili se radi o lakim
lancima, na elferogramu serumskih bjelan¢evina ne mora biti uocljiv ostri monoklonski
vrsak. (3)

Normalna elektroforeza

: ) Poliklonska gamapatija
serumskih proteina

a '"\ b
IgG 11.4 g/l lgG 25.4 g/l
lgA 2.0 g/l IgA 4.5 g/l
lgM 0.9 g/l . igM 2.7 g/l

E

o o, By
Oligoklonska gamapatija Monoklonska gamapatija
c d
P IgG 13.4 g/l | IgG , 25.4 g/l
lgA  1.5¢g/l lgA 4.5 g/l
lgM 2.1 g/l IgM 2.7 g/l

J IVAVNE N j ~J

Slika 4. Elferogram serumskih proteina kod: a) zdrave osobe, b) poliklonske gamapatije

c) oligoklonske gamapatije d) monoklonske gamapatije. (3)



Moguce je da se na elferogramu pojave vrsci nalik na monoklonski imunoglobulin,
odnosno artefakti prouzrokovani izvedbom analize ili takozvani ,,pseudo-M-gradijenti‘
te ih je potrebno razlikovati od M-proteina. Pseudo-M-protein moze se javiti u alfa-2
frakciji kao posljedica povecane koncentracije a2-makroglobulina u nefrotickom
sindromu, jako izrazenim reakcijama akutne faze ili hiperlipoproteinemiji, dok se u alfa-

2/beta frakciji moze javiti zbog hemoglobin-haptoglobin kompleksa. (3)

Vrsak se kao artefakt moze javiti u beta-frakciji zbog hemolize, a u beta/gama
frakciji na racun fibrinogena ako se za izvedbu metode koristi plazma umjesto seruma ili
zbog bakterijske kontaminacije uzorka. U gama frakciji se moZe javiti zbog reumatoidnih
faktora, ostarjelog ili uremi¢nog seruma, te kao posljedica visoke koncentracije lizozima

u uzorku. (3)

Za odredivanje paraproteina se ipak preporucuju visokorezolutne tehnike
elektroforeze, buduc¢i da omogucuju bolje razdvajanje transferina i C3 u beta podrucju te
bolje uocavanje niskih koncentracija M-proteina od a2 do gama podru¢ja. Metodom

izbora se smatra kapilarna zonska elektroforeza. (2)

Na slici 6 prikazan je elferogram s frakcijama serumskih proteina dobiven visoko

rezolutnom elektroforetskom tehnikom kakva je kapilarna zonska elektroforeza.

Transferin
Haptoglobin
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VLOL
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ATT a2-M Imunoglobulini
f-globulim

a2-globulini  y-globulim

l( f komplement

Albumin  paat

o l-globulim

Slika 5. Elferogram proteina u serumu visoko rezolutne elektroforeze. (13)



Kapilarna zonska elektroforeza izvodi se u puferima visokog pH i visoke ionske
jakosti kako bi se postigao negativan naboj na proteinima i smanjila njihova interakcija
sa stijenkama kapilare. Odvija se unutar tekuceg sustava u kapilarama od topljenog
silikata koje na svojoj unutarnjoj povrsini imaju negativan naboj. Separacija proteina se
postize na osnovi njihove elektroforetske mobilnosti, pH elektrolita i elektroosmotskog
toka. (3,14)

Uzorak se aplicira na anodnom kraju kapilare i poc¢inje postupak separacije pod
visokim naponom. Medutim, negativho nabijeni proteini putuju prema negativno
nabijenom polu (katodi) u¢inkom elektroendoosmoze uslijed vezivanja iona pufera za
negativno nabijene silanolne skupine u stjenci kapilare, ¢ime nastaje dvostruki sloj
pokretnih iona. Elektroosmotski tok usmjerava ione ionskog dvosloja prema katodi, a u
isto vrijeme povlaci i ione vode i nabijene proteinske Cestice. Kada se postigne separacija
proteina, proteinske frakcije se odreduju izravno mjerenjem absorbancije UV svijetla na

200-220 nanometara. Analiti¢ka osjetljivost metode je 0.6 g/L. (3,14)

Katoda - Anoda +
Detekcija Injekcija
proteina seruma

Pozitivan naboj Elektroosmotski tok je snazniji

* otopine pufera [ od elektroforetske sile, posljedica
Cega je kretanje proteina prema katodi

e

Elektroforetska sila

_ Negativan naboj
kapilarne stijenke

Slika 6. Kapilarna zonska elektroforeza. (2)
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1.4.2.  Imunofiksacija

Imunofiksacija (IFE — Immunofixation Electrophoresis) je kvalitativna metoda koja
omogucuje ne samo detekciju ve¢ i klasifikaciju (identifikacija izotipa) te tipizaciju
(odredivanje tipa lakih lanaca) M-proteina. IFE je kombinacija elektroforeze i
imunoprecipitacije. Nakon §to se proteini na agaroznom gelu elektroforetski odvoje
slijedi imunoprecipitacija dodavanjem odgovaraju¢ih monovalentnih imunoglobulinskih
antiseruma koji su specificni za konstantne regije teskih ili lakih lanaca. Nastali
imunokompleksi zaostaju na porama agaroznog gela. Nakon ispiranja viska ne-
precipitiranih proteina gelovi se boje bojom koja se veze za proteinske komplekse kako

bi se mogle uociti precipitacijske linije. AnalitiCka osjetljivost metode je 0.6 g/L. (3)

U praksi se prvo izvodi imunofiksacija sa antiserumima na IgG, IgA i IgM te na
lake lance k i A. Ako se nadu samo laki lanci bez odgovarajuceg teSkog lanca izvodi se
dodatna imunofiksacija s antiserumima na IgE i IgD. IFE serumskih proteina i urina se
preporuc¢a kod sumnje na multipli mijelom bez obzira na rezultate elektroforeze
serumskih proteina, budué¢i da M-protein moze biti neuocljiv na elferogramu serumskih
bjelancevina kod mijeloma lakih lanaca, IgD i IgE tipa mijeloma i ne-sekretornih

mijeloma. (3,4)

-
: |
SPEP IgG IgA g K A

Slika 7. Primjer imunofiksacije seruma s elektroforezom serumskih proteina
(SPEP). M-protein 1gG s A lakim lancima. (15)
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1.4.3. Kvantitativno odredivanje slobodnih lakih lanaca

imunonefelometrijom

Imunonefelometrijska kvantifikacija imunoglobulina je jednostavna automatizirana
metoda kojom je moguce mjeriti koncentraciju monoklonskih 1 poliklonskih
imunoglobulina. Nije preporucena za prvotnu identifikaciju monoklonskih
imunoglobulina budu¢i da se kod manjih koncentracija javlja znatna koli¢ina poliklonske
pozadine, no ima ulogu u detekciji i pracenju koncentracije lakih lanaca te visokih
koncentracija 1IgG M-proteina (>30 g/L). Takoder je korisna kod mjerenja IgA M-proteina

u slucaju kad je taj imunoglobulin migrirao u beta frakciju serumskih proteina. (4)

Nacelo metode bazira se na mijeSanju uzorka sa reagensom koji sadrzi polistirenske
Cestice obloZene antitijelima za humane lake lance tipa x ili . U uzorcima koji sadrze
slobodne lake lance dolazi do aglutinacije skupina polistirenskih Cestica i Stvaranja
zamucenja, $to uzrokuje rasprsivanje zrake svjetlosti koja prolazi kroz uzorak. Intenzitet

rasprSenog svijetla proporcionalan je koncentraciji slobodnih lakih lanaca u uzorku. (16)

Imunonefelometrijski testovi za kvantitativno odredivanje slobodnih lakih lanaca
koriste antiserume na epitope koji su otkriveni samo kada su laki lanci slobodni. Takvi
antiserumi imaju otprilike 10,000 puta veéi aviditet za slobodne lake lance u usporedbi s
intaktnim imunoglobulinima, §to znaci da se koncentracija lakih lanaca moze odrediti i u
prisutnosti poliklonske pozadine. Odreduje se koncentracija k i A slobodnih lakih lanaca
te potom omjer koncentracija kako bi se mogla detektirati nebalansirana sinteza slobodnih
lakih lanaca. Omjer sinteze k:\ je otprilike 1.8:1, no zbog pojacanog klirensa k lanaca
medijan omjera je oko 0.9 (0.26-1.65). (4)
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2. CILJ

Cilj ovog rada je odrediti paraprotein u serumu i mokra¢i odabranih pacijenata s
uputnom dijagnozom multiplog mijeloma koriste¢i razli¢ite laboratorijske metode i
tehnike.
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3. ISPITANICI | METODE
3.1. ISPITANICI

Izabrana su Cetiri pacijenta u dobi od 64-79 godina upucena u Zavod za medicinsku
laboratorijsku dijagnostiku Klinickog bolnickog centra Split s uputnom dijagnozom
multiplog mijeloma i zahtjevom za odredene laboratorijske pretrage koje su ukljucivale
elektroforezu serumskih proteina, imunofiksaciju serumskih proteina, odredivanje Bence
Jones proteina u urinu imunofiksacijom te odredivanje koncentracije slobodnih lakih

lanaca u serumu.

3.2. METODE

Od pacijenata je postupkom venepunkcije prikupljen uzorak krvi. Uzorak venske
krvi je neposredno nakon prikupljanja centrifugiran te je u svrhu ispitivanja odvojen i
koristen serum. Takoder je prikupljen uzorak 24-satne mokrace. Alikvot uzorka 24-satne
mokracée je centrifugiran te je u svrhu ispitivanja odvojen i Kkoristen supernatant. Svi
laboratorijski testovi su izvedeni u Zavodu za medicinsku laboratorijsku dijagnostiku
KBC-a Split.

3.2.1. Kapilarna zonska elektroforeza serumskih proteina

Kapilarna zonska elektroforeza je izvedena na analizatoru Capillarys 2 Flex

Piercing proizvodaca Sebia. (17)
A\ W7 .
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Slika 8. Analizator Capillarys 2 Flex Piercing proizvodaca Sebia.
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Uzorak: Za analizu je koristen uzorak seruma.

Postupak: Elektroforeza serumskih proteina izvedena je automatiziranom
metodom kapilarne zonske elektroforeze na analizatoru Capillarys 2 Flex Piercing. Radi
se o viSe-parametarskom uredaju koji proteine seruma razdvaja koriste¢i osam paralelnih
kapilara. Uzorci se apliciraju na anodnom kraju kapilara, u kojima se potom odvija
razdvajanje proteina. Razdvojeni proteini se detektiraju na katodnom kraju kapilara

mjerenjem absorbancije u UV podrucju pri 200 nm. (17)

3.2.2. Imunofiksacija seruma
Kvalitativna detekcija i identifikacija monoklonskih proteina u serumu izvedena je
metodom elektroforetske imunofiksacije na analizatoru Hydrasis 2 Scan Focusing
proizvodaca Sebia koriste¢i Hydragel 4 IF komplet reagenasa. Imunofiksacija je

poluatomatizirani postupak, pojedine korake u postupku izvodimo ru¢no, a ostale obavlja

ureda;j. (18)
Uzorak: Za analizu je koriSten uzorak seruma.

Postupak: Uzorak seruma je potrebno razrijediti prije aplikacije kako bi se izbjegao
ucinak visoke koncentracije antigena na postupak. Ako je ukupna koncentracija
imunoglobulina >20 g/L preporuceno je koristiti vece razrjedenje (osim za ELP traku).

Ako je ukupna razina imunoglobulina <50 g/L preporuceno je koristiti manje razrjedenje

uzorka.
TRAKE SERUM (L) DILUENT (pL)
IgG IF 20 100
ELP, IgA, IgM, ki A IF 30 60

Tablica 1. Preporucena razrjedenja seruma za imunofiksaciju. (17)
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Slika 9. Aplikatori s nanesenim uzorcima za imunofiksaciju.

Nakon razrjedivanja seruma, u jazice aplikatora nanosi se 10 pL odgovarajuce
razrijedenog uzorka. Aplikator se nakon punjenja postavlja u vlaznu komoru, zupcima

okrenutim prema gore, te se pusti da uzorak difundira u zupce 5 minuta.
"W SEEE @ .
3 /

,/f -5 t_x e = oA

Slika 10. Aplikatori s nanesenim uzorcima u vlaznoj komori.

Za vrijeme difuzije uzorka postavljamo puferirane spuzvice na nosa¢ elektrode s
plastitnom povr§inom okrenutom prema nosacu. ViSak teku¢ine s gela lagano
apsorbirano tankim filter papirom. Na plo¢u migracijskog modula ulijevamo 200 uL
destilirane vode te spustamo gel i postavljamo aplikatore. Postupak elektroforeze je
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automatizirani proces koji se izvodi na 20°C 9 minuta. Nakon §to zavrsi proces migracije
vadimo i bacamo aplikatore, uklanjamo puferirane trake i namjeStamo predlozak za

aplikaciju antiseruma na gel.

Pomoc¢u predloska na gel nanosimo 40 uL otopine za fiksaciju na referentnu traku
(ELP), a na ostale pozicije po 25 puL odgovarajuceg antiseruma: anti-y (za IgG), anti-o
(zalgA), anti-p (za IgM), anti-k (za laki lanac kapa) i anti-A (za laki lanaca lambda) (slika
11).

Slika 11. Predlozak na povrsini gela s nanesenim antiserumima.

Otopina za fiksaciju ¢e fiksirati elektroforetski razdvojene proteine na referentnoj
traci (ELP). Naneseni antiserumi reagirati ¢e s odgovaraju¢im imunoglobulinima i lakim
lancima u serumu ispitanika. Nastali imunokompleksi postaju vidljivi nakon bojanja.
Nakon procesa imunofiksacije uklanjamo visak antiseruma i otopine za fiksaciju
Cesljastim filter papirom, a zatim debelim filter papirom upijamo ne-precipitirane

proteine sa gela. Gel se potom automatski kontrolirano susi na 50°C.

Nakon §to je gel u potpunosti osusen premjesStamo ga u modul za vizualizaciju u
kojem se vr$i postupak bojanja. To je u potpunosti automatizirani proces koji se odvija u
nekoliko koraka: faza bojanja od 4 minute, tri uzastopne faze ispiranja (prva od 3 minute,

druga od 2 minute i zadnja od 6 minuta) i naposljetku faza suSenja gela na 80°C. Za
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bojanje gela koristi se boja Acid Violet iz kompleta reagenasa koju je potrebno razrijediti
destiliranom vodom prema uputi proizvodaca. Gel je po zavrSetku programa bojanja i

suSenja spreman za interpretaciju. Rezultati se o¢itavaju vizualno.

18



3.2.3. Imunofiksacija urina

Kvalitativna detekcija i identifikacija Bence Jones proteina odnosno monoklonskih
lakih lanaca kapa ili lambda tipa u uzorku mokrace izvedena je metodom elektroforetske
imunofiksacije na analizatoru Hydrasis 2 Scan Focusing proizvodaca Sebia koristeci

Hydragel 4 Bence Jones komplet reagenasa. (19)
Uzorak: Za analizu je koristen nekoncentrirani uzorak 24-satnog urina.

Postupak: U jazice aplikatora nanosi se 10 puLL uzorka. Aplikator se nakon punjenja
postavlja u vlaznu komoru, zupcima okrenutim prema gore, te se ostavlja da uzorak

difundira u zupce 5 minuta.

Za vrijeme difuzije uzorka postavljamo puferirane spuzvice na nosa¢ elektrode s
plasticnom povrSinom okrenutom prema nosacu. Visak tekuéine s gela lagano se
apsorbira tankim filter papirom. Na plo¢u migracijskog modula ulijevamo 200 pL
destilirane vode te spustamo gel i postavljamo aplikatore. Postupak elektroforeze je
automatizirani proces. Nakon $to zavrsi proces migracije vadimo i bacamo aplikatore,

uklanjamo puferirane trake i namjestamo predlozak za aplikaciju antiseruma na gel.

Antiserumi se nanose prema oznakama na predlosku (antiserum iz boc¢ice oznacene
odgovaraju¢om bojom prema pripadajucoj boji na predlosku) u koli¢ini od 25 pL za anti-
k (antiserum za slobodne lake lance kapa) i anti-A (antiserum za slobodne lake lance
lambda). Slobodni laki lanci iz uzorka ispitanika sudjeluju u imunoreakciji s antitijelima

iz antiseruma, a nastali imunokompleksi postaju vidljivi nakon bojanja.

Nakon procesa imunofiksacije uklanjamo viSak antiseruma ceSljastim filter
papirom, a zatim debelim filter papirom upijamo ne precipitirane proteine sa gela. Gel se

nakon toga kontrolirano susi automatiziranim postupkom.

Nakon §to je gel u potpunosti osusen premjestamo ga u modul za vizualizaciju u
kojem se vrsi postupak bojanja. Gel je po zavrSetku programa bojanja i susenja spreman

za interpretaciju. Rezultati se o¢itavaju vizualno.
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Slika 12. Analizator Hydrasis 2 Scan Focusing proizvodaca Sebia.
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3.24. Odredivanje koncentracije slobodnih lakih lanaca
imunoglobulina u serumu

Kvantitativno odredivanje slobodnih lakih lanaca « ili A u serumu izvedeno je

metodom imunonefelometrije na analizatoru Atellica NEPH 360 proizvodaca Siemens

Healthineers koriste¢i N Latex FLC kapa i N Latex FLC lambda komplet reagenasa. (16)
Uzorak: Za analizu je koriSten uzorak seruma.

Postupak: Kvantitativno odredivanje slobodnih lakih lanaca x ili A u serumu na
analizatoru Atellica NEPH 360 je automatizirana metoda. U reagensu sadrzane skupine
polistirenskih Cestica koje su oblozene antitijelima za humane lake lance kapa ili lambda
prilikom mijeSanja s uzorcima koji sadrze slobodne lake lance tvore aglutinate. Nastali
aglutinati uzrokuju rasprsivanje zrake svjetlosti koja prolazi kroz uzorak i ¢iji je intenzitet

proporcionalan koncentraciji slobodnih lakih lanaca u uzorku. (16)

L | SIEMENS .,
Healthineers

= e

Slika 13. Analizator Atellica NEPH 360 proizvodaca Siemens Healthineers.
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4. REZULTATI

4.1. REZULTATI ELEKTROFOREZE PROTEINA U SERUMU
Na elferogramu dvojice od cetvero pacijenata (pacijent 1 i 2) dobivenih
elektroforezom proteina seruma uocen je visoki uski vrsak u gama frakciji (slika 14) kao
i kod pacijenta 4 koji ima nesto manji vrsak (slika 15). Prisutnost vrska u gama frakciji
na elferogramu serumskih proteina odabranih pacijenata predstavlja sumnju na prisutnost

M-proteina. Elferogram pacijenta 3 ne pokazuje ostri vrsak.

Elektroforeza serumskih proteina takoder daje uvid u odnose pojedinih frakcija
proteina te njihove koncentracije. Osim povisenog udjela gama frakcije kod pacijenta 1

je uoen smanjeni udio beta frakcije, a kod pacijenta 2 smanjeni udio albumina i beta
frakcije.

= T E e
Pacijent 1

Frakcije % Ref. % g/l
Albumin 56,2 55,8 - 66,1 43,3
Alpha 1 3,6 29- 49 2,8
Alpha 2 8,4 7,1-11,8 6,5
Beta 7.7 < 8,4 -13,1 59

Gamma 241 > 11,1-188 18,6

Pacijent 2

Frakcije % Ref. % g/l
Albumin 529 < 558-66,1 35,4
Alpha 1 4,1 29- 49 2,7
Alpha 2 9,0 7,1-11,8 6,0
Beta 82 < 8,4-13,1 5,5

Gamma 258 > 11,1-188 17,3

Slika 14. Elektroforeza serumskih proteina i elferogram pacijenata 1 i 2.
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Kod pacijenta 3 nije uocen poviSeni udio gama frakcije, ve¢ smanjeni udio

albumina te poviseni udio alfa 1 i alfa 2 frakcija. Kod pacijenta 4 unatoc¢ prisutnosti vrska

na elferogramu nije uoen poviSeni udio gama frakcije, ve¢ samo poviseni udio alfa 2

frakcije.

Pacijent 3

Frakcije %

Albumin 52,8

Alpha 1 53
Alpha 2 12,5
Beta 12,0
Gamma 17,4

Pacijent 4

Odijel: PLESTINA-BARISIC
Frakcije % Ref. %
Albumin 60,7 55,8 - 66,1
Alpha 1 4,2 2,9- 4,9
Alpha 2 122 > 7,1-11,8
Beta 10,7 8,4-13,1
Gamma 12,2 11,1 - 18,8

<
>
-

Ref. %

55,8 - 66,1
2,9- 4,9
7,1-11,8
8,4 - 13,1

11,1 - 18,8

g/l

36,4
3,7
8,6
8,3

12,0

g/l

44,9
3,1
9,0
7,9
9,0

B iF 175E

Slika 15. Elektroforeza serumskih proteina i elferogram pacijenata 3 i 4.
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4.2. REZULTATI IMUNOFIKSACIJE SERUMA
Uzorci seruma svih odabranih pacijenata podvrgnuti su imunofiksaciji kako bi se
ispitala sumnja na prisutnost M-proteina te odredio razred i tip ukoliko je M-protein
prisutan. Postupkom imunofiksacije dokazana je prisutnost monoklonskog proteina u
serumima trojice pacijenata od ukupno ¢etvoro ispitivanih. Kod pacijenta 1, 2 i 4 uocene
su monoklonske ostre vrpce u gama podrucju elektroforeze serumskih proteina. Pojava
ostrih vrpei u podru¢ju imunoglobulina G i kapa lakih lanaca nakon imunoreakcije

dokazuje da se kod sva tri pacijenta radi o M-proteinu IgG kapa tipa.

Kod pacijenta 3 nije uofena monoklonska oStra vrpca u gama podrucju
elektroforeze proteina, a takoder ni u jednoj imunofiksacijskoj traci. Stoga kod pacijenta

3 nije dokazana prisutnost monoklonskog proteina.

I Y IF 2/4 S
ELP G A M K L ELP G A M K L
Pacijent 3 3 Pacijent 4 4
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'? bt i ! " ! 2 .
8. . o »
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\ - - '- () [
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ELP G A M K L ELP G A M K L

Slika 16. Imunofiksacija serumskih proteina pacijenata 1-4.
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4.3. REZULTATI IMUNOFIKSACIJE URINA

Kod samo jednog pacijenta od cetiri odabrana dokazana je prisutnost Bence Jones
proteina postupkom imunofiksacije u uzorku 24-satnog urina. Imunoreakcija s
antiserumom za slobodne kapa lake lance vidljiva kao vrpca u podrucju slobodnih kapa
lakih lanaca dokaz je prisutnosti Bence Jones proteina tipa kapa kod pacijenta 4 (slika

17). Dokazano je da se kod tog pacijenta radi o Bence Jones proteinu kapa tipa.

Kod preostala tri pacijenta nije dokazana prisutnost Bence Jones proteina.
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Slika 17. Imunofiksacija Bence Jones proteina u urinu 1-4.
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4.4. REZULTATI ODREDIVANJA KONCENTRACIJE
SLOBODNIH LAKIH LANACA IMUNOGLOBULINA U

SERUMU

U tablici 2 prikazane su koncentracije slobodnih lakih lanaca kapa i lambda u

serumu odabranih pacijenata kao i omjeri koncentracija (kapa/lambda).

PACIJENT Kapa (mg/L) Lambda Omjer kapa/lambda
(mg/L)
1 19,2 11,7 1,641
2 154 16,7 0,922
3 22,1 26,1 0,847
4 222 8,19 27,106

Tablica 2. Rezultati odredivanja koncentracije slobodnih lakih lanaca imunoglobulina u

serumu pacijenata 1-4.

Koncentracije slobodnih lakih lanaca u serumu kod odabranih pacijenata su unutar

granica referentnog intervala, osim kod pacijenta 4, kod kojeg je izmjerena izrazito

povisena koncentracija slobodnih kapa lanaca (referentni interval 6,7-22,4 (mg/L)) i

blago snizena koncentracija slobodnih lambda lanaca (referentni interval §,3-27,0

(mg/L)). Kod dvoje pacijenata (1 i 4) uocen je poviseni omjer koncentracija slobodnih

lakih lanaca kapa/lambda (referentni interval 0,31-1,56), s time da je kod pacijenta 4

1zrazito poviSen, a kod pacijenta 1 samo blago povisen.
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5. RASPRAVA

Dijagnosticka procjena multiplog mijeloma obuhvaca razne laboratorijske pretrage,
ukljucujucéi elektroforezu proteina seruma, imunofiksaciju seruma, imunofiksaciju urina

1 odredivanje koncentracije slobodnih lakih lanaca imunoglobulina u serumu.

Elektroforeza serumskih proteina je prikladna metoda probira koja nam omogucuje
otkrivanje pacijenata sa sumnjom na prisutnost M-proteina, koji je ujedno i jedna od
glavnih karakteristika multiplog mijeloma. Prisutnost monoklonskog proteina se opaza
pojavom ostrog vrSka na elferogramu, naj¢esée u gama ili beta frakciji. Kod trojice od
Cetri ispitanika uocen je ostri vrsak u gama frakciji serumskih proteina. Kod dvojice od
tih ispitanika (pacijent 1 i 2) prisutan je uski i visok vrsak karakteristican za monoklonski
protein, a kod treceg (pacijent 4) je vrSsak malen, ali jo§ uvijek jasno uocljiv te stoga

upucuje na mogucu prisutnost M proteina.

Kod pacijenta 3 se ne uoc¢ava vrpca u elektroforezi karakteristicna za monoklonski
protein kao ni vrsak na elferogramu serumskih proteina. Medutim, odsutnost uskog i
ostrog vrska na elferogramu ne iskljucuje uvijek prisutnost monoklonskog
imunoglobulina. Kod niske serumske koncentracije M-proteina, kao Sto je Cesto slucaj
kod mijeloma lakih lanaca i IgD te IgE tipa mijeloma (3), ne mora ni biti uocljiv vrsak na
elferogramu. Stoga bez obzira na nalaz elektroforeze, pacijentima s klinickom slikom

koja upucuje na multipli mijelom treba uraditi imunofiksaciju seruma.

Bududi da se na elferogramu elektroforeze serumskih proteina mogu pojaviti i vrici
nalik onima uzrokovanim prisutno$¢u monoklonskih proteina, slijede¢i korak u obradi
pacijenata sa suspektnim vrskom na elferogramu serumskih proteina je utvrditi je li taj
karakteristi¢an nalaz elektroforeze serumskih proteina uistinu uzrokovan prisutnosé¢u M-
proteina. U tu svrhu primjenjuje se imunofiksacija seruma odnosno elektroforetska
imunofiksacija s ciljem potvrde prisutnosti monoklonskog proteina kao i odredivanjem
razreda i tipa M-proteina ili pak odbacivanja sumnje na prisutnost monoklonskog

proteina.

Kod sva tri pacijenta sa suspektnim vrskom u gama frakciji potvrdena je prisutnost

monoklonskog imunoglobulina. U sva tri uzorka je naden monoklonski protein IgG kapa
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tipa. Kod pacijenta s nalazom elektroforeze serumskih proteina bez suspektnog vrska,

(pacijent 3) imunofiksacijom seruma nije dokazan monoklonski protein.

Metoda odredivanja Bence Jones proteina u urinu takoder se temelji na principu
imunofiksacije. Prisutnost slobodnih lakih lanaca u urinu potvrdena je u uzorku samo
jednog ispitanika (pacijent 4). Naden je kapa tip slobodnih lakih lanaca $to je i o¢ekivano
obzirom da je imunofiksacija seruma istog pacijenta otkrila monoklonski protein IgG tipa
kapa.

Bence Jones proteinurija je prisutna u oko 60% pacijenata koji boluju od multiplog
mijeloma, a kod 20% pacijenata iskljucivo se sintetizira Bence Jones protein bez prate¢ih
teskih lanaca imunoglobulina. Prekomjerno izlu¢ivanje Bence Jones proteina putem urina
uzrokuje akutno oSte¢enje bubrega zbog tubularne opstrukcije i tubulointersticijske upale,

tj. tubularne nefropatije. (6)

Imunonefelometrija je metoda izbora za kvantitativno odredivanje koncentracije
slobodnih lakih lanaca, §to nam ujedno omogucuje i odredivanje omjera koncentracija
slobodnih lakih lanaca kapa/lambda. Koncentracija slobodnih lakih lanaca je vrlo osjetljiv
pokazatelj procjene slobodnih lakih lanaca u cirkulaciji s omjerom koncentracija
kapa/lambda kao odli¢nim indikatorom klonalne ekspanzije i proliferacije plazma stanica.
Oba pokazatelja i koncentracija pojedinih slobodnih lakih lanaca kao i omjer njihovih
koncentracija imaju znacajnu dijagnosti¢ku prediktivnu vrijednost kod gotovo svih
poremecaja plazma stanica te nam omogucavaju procjenu rizika progresije MGUS-a u

multipli mijelom i pracenje odgovora na terapiju. (3)

Omijer koncentracija slobodnih lakih lanaca kapa/lambda u serumu ima gotovo
100%-tnu osjetljivost kod otkrivanja ne-sekretornog mijeloma, budu¢i da je kod njega
omjer kapa/lambda uvijek abnormalan, ¢ak i u odsutnosti M-proteina, $to ovu pretragu
¢ini vrlo pogodnom za pracenje oligoklonalnih i ne-sekretornih tipova multiplog
mijeloma. (20) lako je odredivanje koncentracije slobodnih lakih lanaca u serumu vrlo
korisno kod probira i dijagnoze multiplog mijeloma nije preporuc¢eno koristiti je u svrhu
pracenja odgovora na terapiju kod pacijenata s mjerljivom koncentracijom M-proteina u

serumu i/ili urinu (>10 g/L u serumu ili >200 mg/24h u urinu). (3)
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Kod dvojice ispitanika (pacijent 1 i 4) je utvrdeno da dolazi do neravnomjerne
sinteze dvaju tipova lakih lanaca. Kod pacijenta 1 ukupne koncentracije pojedinog tipa
slobodnog lakog lanca su u granicama normale, no sintetiziraju se nesto vece koli¢ine
slobodnih kapa lanaca, $to rezultira blago povisenim omjerom koncentracija kapa/lambda
I sukladno je nalazu monoklonskog proteina IgG tipa kapa. Kod pacijenta 4 izrazito je
povisena koncentracija slobodnih kapa lanaca, te je blago sniZzena koncentracija
slobodnih lambda lanaca. Omjer koncentracija slobodnih lakih lanaca kapa/lambda je

takoder izrazito poviSen.

Povisena koncentracija slobodnih kapa lakih lanaca i pove¢an omjer koncentracija
slobodnih lakih lanaca kapa/lambda kod pacijenta 4 takoder su sukladni nalazu
imunofiksacije seruma ali i nalazu imunofiksacije urina kojom je potvrdena prisutnost

Bence Jones proteina tipa kapa.

Pacijentu kojem nije dokazana prisutnost monoklonskog proteina u serumu kao ni
Bence Jones proteina u urinu (pacijent 3) izmjerene su normalne koncentracije slobodnih
lakih lanaca kao i njihov omjer. Stoga kod ovog pacijenta niti jedna koriStena metoda nije
ukazala na prisutnost monoklonskog proteina te se moze zakljucivati da se radi o
pacijentu lijeenom od multiplog mijeloma u remisiji ili o pacijentu sa sumnjom na

multipli mijelom kojem laboratorijskom dijagnostikom nije potvrdena bolest.

Naime, izostanak suspektnog vrska u elektroforezi proteina seruma, negativan nalaz
imunofiksacije seruma i urina te koncentracije slobodnih lakih lanaca i njihov omjer
unutar granica referentnog intervala su indikatori potpunog odgovora (CR — complete

response) na terapiju, tj. potpune remisije bolesti. (3)

Ukoliko laboratorijskim pretragam nije potvrdena sumnja na multipli mijelom kod

pacijenta, potrebno je razmotriti druge bolesti sa sli¢nom klinickom slikom.
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6. ZAKLJUCAK

1. Elektroforezom proteina u serumu moguée je opaziti monoklonsku vrpcu te
posumnjati na prisutnost monoklonskog proteina u serumu. Monoklonska vrpca
uocena je kod trojice od ukupno Cetvero ispitivanih pacijenata.

2. Metodom imunofiksacije seruma moguce je potvrditi prisutnost M-proteina u
serumu pacijenta i istodobno odrediti razred i tip M proteina. Potvrdeno je
prisustvo monoklonskog proteina 1gG kapa kod sva tri pacijenata sa
suspektnom vrpcom u elektroforezi serumskih proteina.

3. Imunofiksacijom uzorka 24-satnog urina moguce je detektirati prisutnost Bence
Jones proteina u urinu i odrediti tip lakih lanaca koji se izlucuju. Bence Jones
proteinurija potvrdena je u jednom od Cetiri uzorka te je dokazan kapa tip lakih
lanaca.

4. Imunonefelometrijsko odredivanje koncentracije slobodnih lakih lanaca u
serumu i odredivanje omjera koncentracija slobodnih lakih lanaca kapa/lambda
koristi se za identifikaciju poremecaja plazma stanica, te kao vazan alat u
pracenju statusa bolesti i odgovora na terapiju. PoviSena koncentracija
slobodnih lakih lanaca tipa kapa uocena je kod jednog od Cetiri ispitanika koji
uz jo§ jednog ispitanika ima i povecan omjer koncentracija slobodnih lakih
lanaca sukladno ostalim uradenim laboratorijskim pretragama koje upuéuju na

poremecaj plazma stanica.
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7. SAZETAK

Uvod: Multipli mijelom je maligna hematoloska bolest koja se javlja kao posljedica
nekontrolirane klonalne proliferacije plazma stanica. Najc¢eS¢e se javlja kod starijih
pacijenata 1 karakterizira je prisutnost paraproteina odnosno monoklonskog
imunoglobulina ili njegovih fragmenata slobodnih lakih lanaca u serumu i/ili urinu. Bence
Jones proteini su monoklonski slobodni laki lanci imunoglobulina, kapa i lambda koji se
koriste kao vazan biljeg u dijagnostici multiplog mijeloma. Laboratorijska dijagnostika
multiplog mijeloma obuhvaca razne laboratorijske pretrage, ukljucuju¢i elektroforezu
proteina seruma, imunofiksaciju seruma, imunofiksaciju urina 1 odredivanje

koncentracije slobodnih lakih lanaca imunoglobulina u serumu.

Cilj rada: Svrha ovog rada bila je odrediti paraprotein u serumu i mokraci odabranih
pacijenata s uputnom dijagnozom multiplog mijeloma koristeéi razlicite laboratorijske

metode i tehnike.

Materijali i metode: lzabrani su uzorci seruma i 24-satnog urina Cetiri pacijenata s
uputnom dijagnozom multiplog mijeloma upucéena u Zavod za medicinsko laboratorijsku
dijagnostiku KBC-a Split na laboratorijsku obradu koja je ukljucivala elektroforezu
proteina u serumu, imunofiksaciju seruma i urina te odredivanje koncentracije slobodnih

lakih lanaca u serumu.

Rezultati: Kod trojice pacijenata uocen je suspektan monoklonski vrsak na elferogramu
serumskih proteina te je metodom imunofiksacije seruma dokazan monoklonski proteina
IgG kapa tipa Imunofiksacijom urina dokazana je prisutnost Bence Jones proteina u
jednom od cetiri uzorka. PoviSena koncentracija slobodnih lakih lanaca dokazana je u
jednom od Cetiri uzoraka, a poviSeni omjer koncentracija slobodnih lakih lanaca

kapa/lambda u dva od Cetiri uzoraka.

Zakljucak: Paraprotein ili M-protein je dokazan trojici od Cetiri pacijenta s uputnom

dijagnozom multiplog mijeloma.

Kljuéne rijeci: multipli mijelom; monoklonski protein; elektroforeza; imunofiksacija
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8. SUMMARY

Introduction: Multiple myeloma is a malignant hematological disease that occurs as a
result of uncontrolled clonal proliferation of plasma cells. It occurs most often in elderly
patients and is characterized by the presence of monoclonal immunoglobulin and free
light chains in serum and/or urine. Bence Jones proteins are monoclonal free
immunoglobulin light chains, kappa and lambda, which are used as an important marker
in the diagnosis of multiple myeloma. Laboratory diagnosis of multiple myeloma includes
various laboratory tests, including serum protein electrophoresis, serum immunofixation,

urine immunofixation, and measurement of serum free light chain concentration.

Objective: The purpose of the study was to examine paraprotein in the serum and urine
of selected patients with a referral diagnosis of multiple myeloma using different

laboratory methods and techniques.

Materials and methods: Serum and 24-hour urine samples of four patients with a referral
diagnosis of multiple myeloma received at the Department of Medical Laboratory
Diagnostics of UHC Split were selected for laboratory testing, which included serum
protein electrophoresis, serum and urine immunofixation, and measurement of the

concentration of free light chains in serum.

Results: A suspected monoclonal peak was observed in serum protein electrophoresis for
three of four patients, and using the serum immunofixation method, a monoclonal 19G
kappa type protein was identified. Urine immunofixation proved the presence of Bence
Jones protein in one of the four samples. An elevated concentration of free light chains
was demonstrated in one of four samples, and an elevated concentration ratio of free light

chains kappa/lambda was observed for two of the four samples.

Conclusion: Paraprotein or M-protein was demonstrated for three out of four patients

with a referral diagnosis of multiple myeloma.

Key words: multiple myeloma; monoclonal protein; electrophoresis; immunofixation
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