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NOTE DE CURS

Diagnosticul imunochimic al gamapatiilor monoclonale

Immunochemical diagnostic of monoclonal gammaphaties

Ileana Funduc”

Rezumat

Gamapatiile monoclonale constituie un grup de tulburari caracterizat prin proliferarea unei singure
clone de plasmocite care produce o proteinda monoclonala omogend (proteina ,,M”). O varietate larga de tehnici
sunt folosite pentru testarea si cuantificarea proteinelor monoclonale. Dupd ce sunt enumerate bolile in care
proteina monoclonald ar trebui analizatd, este descrisa succesiunea optimd a testarii imunochimice pentru
diagnosticarea §i monitorizarea acestor pacienti, cu cele mai eficiente metode de analiza de laborator.

Cuvinte cheie: proteina monoclonald, electroforeza, imunochimie

Abstract

The monoclonal gammapathies constitute a group of disorders characterized by the proliferation of a
single clone of plasma cells that produces a homogenous monoclonal protein (,, M ’-protein). A wide variety of
techniques are available for the screening characterization and quantification of monoclonal proteins. After the
enumeration of the diseases in which a monoclonal protein should be analyzed, the optimal sequence of
immunochemical testing to diagnose and monitor these patients with the most effective laboratory analyses

methods is described.
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INTRODUCERE

Gamapatiile monoclonale constituie un
grup de tulburéri caracterizate prin proliferarea
unei singure clone de plasmocite care produce o
proteind monoclonald omogend (asa-numitul
component monoclonal sau para-proteind ,,M”).
Determinarea calitativa si cantitativd a compo-

nentului monoclonal este extrem de importanta
pentru diagnostic, evaluarea masei tumorale, a
evolutiei bolii si a raspunsului la terapie.

Bolile in care apar componentii mono-
clonali sunt”:

e mielomul multiply,

e  macroglobulinemia Waldenstrom,
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Figura 1 Traseu densitometric rezultat in urma
electroforezei proteinelor unui ser normal (sus) si
a unui ser de la un pacient cu gamapatie
monoclonali (jos)®.

amiloidoza,
boala lanturilor usoare,
boala lanturilor grele,
unele limfoproliferari maligne B.

Este extrem de important sa se faca di-
ferenta intre un component monoclonal si unul
policlonal. Aparitia componentului monoclonal
este asociatd de un proces malign sau potential
malign, In timp ce prezenta unui component po-
liclonal se datoreaza unui proces inflamator sau
reactiv. Structural, componentul monoclonal
este caracterizat prin prezenta unui singur tip de
lant usor (x sau A), spre deosebire de cel poli-
clonal in care sunt prezente ambele tipuri de
lanturi usoare (k si A). Vizualizarea pe traseul
electroforetic de asemenea diferd, componentul
monoclonal aparand sub forma unei bandari
inguste, bine limitate, spre deosebire de cea a
componentului policlonal, in care bandarea care
este larga si difuza.

Analiza serului trebuie sa fie efectuata
prin metode sensibile si rapide de detectare si
evaluare a prezentei para-proteinei ,,M”, respec-
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Figura 2 Traseu densitometric rezultat in urma
electroforezei capilare a proteinelor dintr-un ser
normal (6 fractiuni)*

tiv a tipului de lant greu si usor.

METODELE UTILIZATE PENTRU
IDENTIFICAREA SI EVALUAREA
COMPONENTULUI MONOCLONAL

METODE BIOCHIMICE

Electroforeza zonala in gel implica mi-
grarea proteinelor Intr-un cimp electric.

Migrarea electroforetica este dependen-
ta de multi factori :

e  punctul izoelectric al moleculei de
separat;

e  concentratia si pH-ul tamponului;

e  caracteristicile gelului;

e  temperatura gelului in timpul mi-
grarii;

e  caracteristicile curentului aplicat;

e  colorantul folosit.

Electroforeza cu rezolutie scazuta se-
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zul in care mobilitatea acestuia este
identica cu cea a unei fractiuni non-
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3.34 alpha-2
3.54 alpha-1

3.76 albumina

00y

monoclonale.

Colorantul are afinitate dife-
ritd fatd de diferitele fractiuni elec-
troforetice, ceea ce face ca raspunsul
densitometric sa nu fie linear.

Electroforeza  capilard"’
(Figura 3), usor mai sensibila decat
electroforeza de inalta rezolutie, per-
mite efectuarea unui numar mare de
determinari intr-o perioada scurta de
timp, nu necesitd suport §i trepte in-
termediare (fixare, colorare, spalare),
iar evaluarea finala se face in spec-
trul U.V.

Electroforeza proteinelor se-
rice poate prezenta unele limite dato-
rate tipului de electroforeza folosit, a

0.0000 0.0100

Figura 3 Electroforeza capilara zonali a unui ser cu component

monoclonal®

pard 5 fractiuni®(Figura 1), extremele anodice si
catodice sunt mai putin distincte, nu controleaza
temperatura in timpul migrarii (cresterea aces-
teia afecteaza rezolutia), componentii mici pot
comigra cu alte fractiuni proteice.
Electroforeza de fnalti rezolutie' se-
para 6 fractiuni (desparte 8 in B, - transferind si

B, — C’'3) (Figura 2), depisteazd componentii

monoclonali de toate marimile, controleaza
temperatura, grosimea gelului si modul de apli-
care a probei.

Electroforeza automata are prevazut
un sistem de racire pentru reglarea temperaturii,
iar operatiunile de aplicare, fixare, colorare,
spalare si densitometrie se efectueaza automat.

Separarea electroforetica se finalizeaza
prin scanarea densitometricd a gelului, obti-
nandu-se valorile relative ale fractiunilor sepa-
rate in raport cu suma lor. Evaluarea densitome-
tricd permite izolarea componentului monoclo-
nal pe un fond policlonal, dar nu face fata in ca-

0.0200

pregdtirii preanalitice incorecte a
probei supuse separdrii sau a prezen-
tei diversilor componenti din ames-
tecul de separat. Gay-Bellile si col.”
prezinta, de exemplu, diferenta re-
zultatelor migrarii aceluiasi ser prin
doua tipuri de electroforeza (Figura 4).

Componentul monoclonal poate fi omis
in diverse situatii:

e  comigrarea cu o altd fractiune pro-
teica,

e includerea intr-o crioglobulind si
pierderea prin coagulare si centrifugare sau pre-
cipitarea pe start;

e  polimerizarea in complexe mari
(lant greu a in boala lanturilor grele) si vizuali-
zare sub forma unei pete difuze, diferite de o
bandare ingusta bine delimitata.

In alte situatii, componentul monoclo-
nal poate fi asimilat cu o bandare care nu are ni-
mic comun cu un component monoclonal:

e  prezenta in concentratii crescute a
proteinei C reactive situatd la extrema catodica
a zonei ¥, atunci cand se folosesc tampoane care
contin Ca®";

e prezenfa fibrinogenului in zona
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Figura 4. Electroforeza unui ser cu o proteini
monoclonali. (A) Electroforeza in gel de agaroza:
proteina M din zona y aproape ca nu se distinge;
(B) Electroforeza capilara: proteina monoclonala

se poate vizualiza (vezi sigeata)’

anodald y 1n cazul unei coagulidri incomplete
sau anormale;

e  contaminarea bacteriand a probe-
lor sau inghetarea si dezghetarea repetata, pot
conduce la aparitia fragmentelor IgGFc care
dau bandari in zona y;

e  prezenta complexelor imune cir-
culante se vizualizeaza prin una sau mai multe
bandari (factorul reumatoid IgM monoclonal
complexat cu IgG policlonal — crioglobuline de
tip 10);

e  prezenta altor proteine (transferi-
na, C’3).

METODE IMUNOCHIMICE!

Imunelectroforeza este o metoda cali-
tativa, laborioasa, subiectiva si tot mai rar utili-

zata.

Imunofixarea, metoda calitativa, care
in cazul unei suspiciuni se efectueaza obligato-
riu chiar daca pe electroforeza nu apare compo-
nentul monoclonal. Mai sensibild decat electro-
foreza, aceastad analiza odata facutd, nu se mai
repetd, decat daca se modifica aspectul calitativ
al migrarii electroforetice sau pentru confirma-
rea remisiunii complete. Cu ajutorul antiseruri-
lor specifice, ea tipeazd componentul monoclo-
nal din punct de vedere al lantului greu si usor.

Dificultatea majora a acestei metode —
si, de fapt, a tuturor metodelor ce identifica
componentul monoclonal cu ajutorul antiseruri-
lor specifice - este determinarea dilutiei optime
pentru detectarea acestuia: prezenta unei para-
proteine ,,M” 1n concentratie mica se poate omi-
te daca dilutia serului este prea mare, iar pre-
zenta unui component masiv mono - sau poli-
clonal ar putea conduce la un efect de exces de
anticorpi, cand complexele imune mici sunt
spalate.

Daca antiserul nu este specific, se pot
obtine rezultate fals pozitive datoritd reactiei cu
alte proteine sau prin faptul ca nu poate diferen-
tia componentii monoclonali de cei policlonali.

Componentul monoclonal se poate tipa

si evalua prin procedeul de imunoeliminare® —

metoda indirectd, complet automata, care consta
in incubarea serului cu paturi de Sefaroza cu-
plate cu antiserurile corespunzatoare, dupa care
supernatantele se reanalizeaza pentru a determi-
na reactivul care elimind anomalia electroforeti-
ca (Figura 5).

Imunodifuzia radiali este o metoda
cantitativa subiectivd, limitatd, care se aplica
din ce 1n ce mai putin.

Turbidimetria si nefelometria, meto-
dele cele mai fidele in prezent, se bazeaza pe
sisteme de detectare optice ce masoara concen-
tratia particulelor foarte mici suspendate intr-un
lichid. Punerea In contact a unui antigenului cu
anticorpul corespunzator duce la formarea unui
complex imun in suspensie. Lumina care trece
prin cuveta de reactie este difractatd cu un anu-
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Figura 5. Exemplu de imunoeliminare in cazul unui ser cu IgG monoclonal tip k localizat in zona y. Serul
de control netratat (A) a fost supus actiunii a S anticorpi monoclonali, respectiv pentru lanturile grele v, a,
B (B,C,E) si de lanturi usoare k si A (D,F). Disparitia (imunoeliminarea) bandairii din zona y (B) si a
lantului x (D) a indicat tipul componentului monoclonal (IgG x)’.

mit unghi fata de axa optica, in functie de mari- masurdrii intensitafii luminii transmise. Nefelo-
mea complexului imun si de lungimea de unda metria se bazeaza pe principiul mésurarii inten-
a luminii. In acelasi timp, o parte mai putin sitatii luminii dispersate. Reactiile imunochimi-

semnificativa se va transmite. ce din cuvete sunt identice atat in turbidimetrie
Turbidimetria se bazeaza pe principiul cat si in nefelometrie; doar principiul de detec-
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tare difera.

Nefelometria nu este un test screening,
ci o metoda adjuvanti. Ea se efectueaza doar in
prezenta clard a unei proteine M.

Bolnavilor cu sensibilitate la frig trebu-

ie si li se determine crioglobulinele®, cici in
compozitia lor intrd cel mai frecvent, sub forma
de component monoclonal, IgM. Aceste protei-

ne sunt solubile la 37°C, reprecipitd la rece si
procesul este reversibil. Sangele este recoltat si

transportat la 37°C si serul separat se mentine la

4°C timp de 7 zile. Daca, dupd acest interval, se
observa un precipitat clar care se dizolva la
cald, este vorba de crioglobuline, care se vor
cuantifica si caracteriza imunochimic dupa so-
lubilizare.

Cele aratate mai sus constituie doar o
parte din analizele necesare diagnosticarii unei
gamapatii monoclonale. Verdictul final il da nu-
mai medicul clinician, care are capacitatea de a
corela toate datele clinice si de laborator legate
de aceastd maladie pentru a emite un diagnostic
corect.
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