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PREPORUKE ZA PRIMENU TUMORSKIH MARKERA 
KOD MONOKLONSKIH GAMAPATIJA

RECOMMENDATIONS FOR USE OF TUMOR MARKERS IN MONOCLONAL GAMMOPATHIES

Marijana Dajak

Institute of Medical Biochemistry, Clinical Center of Serbia, Belgrade

Summary: Monoclonal gammopathies constitute a group
of disorders characterized by the clonal proliferation of plas-
ma cells. The M protein is a tumor marker specific for mo-
noclonal gammopathies because it reflects the clonal produ-
ction of immunoglobulin. The monoclonal gammopathies
include: multiple myeloma, Waldenström macroglobuline-
mia (WM), nonsecretory myeloma, smoldering multiple my-
eloma, monoclonal gammopathy of undetermined signifi-
cance (MGUS), primary systemic amyloidosis and heavy-
chain diseases. The diagnosis of multiple myeloma is based
on detection of M protein in serum and/or urine, infiltration
of plasma cells in the bone marrow, and lytic bone lesions
on radiography of the skeleton. According to NACB (Natio-
nal Academy of Clinical Biochemistry) recommendations,
the tumor markers for diagnosis, screening, identification of
clonality, follow up of disease and prognostic evaluation in
monoclonal gammopathies are: serum and/or urine protein
electrophoresis, serume and/or urine immunofixation, se-
rum and/or urine free light chains (FLC), serum viscosity
and β2-microglobulin. Immunofixation is used to identify the
clonality (type) of M protein observed on electrophoresis
and when suspicion persists despite a normal protein elec-
trophoretogram. It is particularly useful for the recognition
and distinction of biclonal or triclonal gammopathies. The
viscosity of serum should be measured if the patient has
sings or symptoms of hyperviscosity syndrome. WM is the
most common cause of hyperviscosity, but it can also occur
in patients with large levels of monoclonal IgA or IgG. Se-
rum FLC automated immunoassays are more sensitive for
the detection of monoclonal light-chain myeloma, nonse-
cretory myeloma and AL amyloidosis than traditional elec-
tophoretic and immunofixation methods. Furthermore, se-
rum FLC ration is an independent risk factor for malignant
progression in MGUS patients. The determination of serum
FLC and serum electrophoresis as first-line tests for investi-
gating possible B-cell disorders gains additional diagnostic
information.

Keywords: monoclonal gammopathies, multiple myelo-
ma, NACB (National Academy of Clinical Biochemistry) re-
commendations, immunotyping, free light chains, hypervis-
cosity, cryoglobulins

Kratak sadr`aj: Monoklonske gamapatije ~ine grupu
poreme}aja koji se karakteri{u klonskom proliferacijom pla-
zma }elija. M protein je tumorski marker specifi~an za mo-
noklonske gamapatije jer odra`ava klonsku produkciju imu-
noglobulina. Monoklonske gamapatije uklju~uju: multipli
mijelom, Waldenström-ovu makroglobulinemiju (WM), ne-
sekretorni mijelom, prikriveni (smoldering) multipli mijelom,
monoklonsku gamapatiju od neodre|enog zna~aja (MGUS,
Monoclonal gammopathy of undetermined significance),
primarnu sistemsku amiloidozu i bolest te{kih lanaca. Dija-
gnoza multiplog mijeloma je zasnovana na detekciji M pro-
teina u serumu i/ili urinu, infiltraciji plazma }elija u ko{tanoj
sr`i i liti~kim ko{tanim lezijama na radiografiji skeleta. Pre-
ma NACB (National Academy of Clinical Biochemistry) pre-
porukama, tumorski markeri za dijagnozu, screening, iden-
tifikaciju klonaliteta, pra}enje bolesti i prognosti~ku evalu-
aciju kod monoklonskih gamapatija su: elektroforeza pro-
teina u serumu i/ili urinu, imunofiksacija u serumu i/ili
urinu, slobodni laki lanci (SLL) u serumu i/ili urinu, viskoz-
nost seruma i β2-mikroglobulin. Imunofiksacija se koristi za
identifikaciju klonaliteta (tipa) M proteina prime}enog na
elektroforezi i kada postoji sumnja bez obzira na normalan
proteinski elektroforetogram. Posebno je korisna za prepoz-
navanje i razlikovanje biklonskih ili triklonskih gamapatija.
Viskoznost seruma trebalo bi odre|ivati ako pacijent ima
znake i simptome sindroma hiperviskoznosti. WM je naj~e-
{}i uzrok hiperviskoznosti, ali se tako|e mo`e pojaviti i kod
pacijenata sa velikim nivoima monoklonskog IgA ili IgG.
Automatizovana imunoodre|ivanja SLL u serumu su oset-
ljivija od tradicionalne elektroforetske metode i imunofik-
sacije za detekciju mijeloma monoklonskih lakih lanaca,
nesekretornog mijeloma i AL amiloidoze. Osim toga, odnos
SLL u serumu je nezavisan faktor rizika za nastanak maligne
progresije kod pacijenata sa MGUS. Odre|ivanje SLL u se-
rumu i elektroforeze proteina seruma kao testova prve lini-
je za razmatranje prisustva mogu}ih poreme}aja B }elija
daje dodatnu dijagnosti~ku informaciju. 

Klju~ne re~i: monoklonske gamapatije, multipli mijelom,
NACB (National Academy of Clinical Biochemistry) prepo-
ruke, imunotipizacija, slobodni laki lanci, hiperviskoznost,
krioglobulini
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Uvod

Monoklonske gamapatije (paraproteinemije, dis-
proteinemije) su grupa poreme}aja koja se karakteri{e
proliferacijom jednog ili vi{e klonova diferenciranih B
limfocita, pri ~emu svaki od njih produkuje imunolo{ki
homogeni imunoglobulin koji se obi~no naziva para-
protein ili monoklonski (M) protein. Imunoglobulinski
molekul je sa~injen od dva identi~na te{ka i dva iden-
ti~na laka lanca. M protein u cirkulaciji se mo`e sasto-
jati od celog imunoglobulina, samo lakog lanca ili
(re|e) samo te{kog lanca. Postoji pet te{kih lanaca koji
su ozna~eni kao g, a, m, d i e i koji odre|uju klasu
imunoglobulina (Ig) G, A, M, D ili E. IgG se mo`e dalje
podeliti u ~etiri podklase, a IgA u dve. Laki lanac mo`e
biti kapa ili lambda tipa. Svaki imunoglobulin sastoji se
od jednog tipa te{kog i jednog tipa lakog lanca koji su
povezani disulfidnim mostom.

Monoklonske gamapatije obuhvataju brojne bo-
lesti uklju~uju}i plazmocitom, monoklonsku gamapati-
ju od neodre|enog zna~aja (MGUS, Monoclonal gam-
mopathy of undetermined significance), multipli mi-
jelom, Waldenström-ovu makroglobulinemiju (WM) i
sistemsku AL amiloidozu (imunocitna amiloidoza gde
amiloid poti~e od lakih lanaca imunoglobulina). Paci-
jenti koji imaju paraprotein, a koji neispunjavaju dijag-
nosti~ke kriterijume za mijelom i kod kojih nije doka-
zana druga limfoproliferativna bolest su klasifikovani
kao MGUS. Postoji bitna tendencija za transformaciju
MGUS-a u mijelom, makroglobulinemiju ili AL-amilo-
idozu. Waldenström-ova makroglobulinemija je maligni
limfom; karakteri{e se pove}anim nivoima monoklon-
skog IgM u serumu, prevelikim brojem limfoplazmoci-
toidnih }elija u ko{tanoj sr`i i za razliku od multiplog
mijeloma, u~e{}em visceralnih organa uklju~uju}i jetru
i slezinu. U sistemskoj AL amiloidozi, mada je broj mo-
noklonskih plazma }elija obi~no nizak u ko{tanoj sr`i,
protein koje one produkuju ima afinitet za formiranje
naslaga (amiloid) u visceralnim organima kao {to su
srce, bubrezi i slezina i koje prouzrokuju organsku dis-
funkciju i ranu smrt (1). Klasifikacija monoklonskih ga-
mapatija je prokazana u tabeli I (2). 

Multipli mijelom je generalno bolest starijih i retko
se javlja kod osoba mla|ih od 40 godine. Postoji blaga
sklonost za mu{ki pol. Godi{nja incidencija je 4,7/100
000 za mu{karce i 3,2/100 000 za `ene. Multipli mi-
jelom je obuhvatao pribli`no 1,1% novih slu~ajeva kar-
cinoma i 10% do 15% svih hematolo{kih maligniteta u
Americi (SAD) 2004. godine i bio je odgovoran za
2,0% smrti zbog karcinoma, {to predstavlja najlo{iji
odnos broja smrtnih slu~ajeva prema novim slu~ajevi-
ma za bilo koji karcinom (3). Pokazano je da je medi-
jana vremena pre`ivljavanja pribli`no 33 meseca (4). 

Uzrok multiplog mijeloma je jo{ uvek nepoznat.
Potencijalni faktori rizika za razvoj mijeloma su jonizu-
ju}e zra~enje i profesionalno izlaganje azbestu, benze-
nu, pesticidima, bojama ili razre|iva~ima, mada rezul-
tati istra`ivanja nisu dosledni (5). Najja~i faktor udru`en
sa rizikom razvoja mijeloma je prisustvo MGUS-a.

Multipli mijelom je maligni tumor plazma }elija.
Istra`ivanja imunoglobulinskih gena kod multiplog
mijeloma su pokazala ekstenzivnu somatsku hiper-
mutaciju i odsustvo intraklonske razli~itosti (6). Maligne
plazma }elije migriraju do ko{tane sr`i gde proliferi{u u
bliskoj kooperaciji sa pomo}nim }elijama mikrookru-
`enja ko{tane sr`i (7).

Multipli mijelom je prototip monoklonske diskraz-
ije plazma }elija. Podeljen je u dve podklase: indolen-
tnu formu prikrivenog multiplog mijeloma (SMM,
Smoldering multiple myeloma) i u simptomatsku sis-
temsku bolest, koja ~esto uklju~uje zavr{ni stadijum
o{te}enja bubrega, kostiju i ko{tane sr`i. Indolentna
bolest se karakteri{e nedostatkom simptoma, bez ili sa
nekoliko ko{tanih lezija i stabilnom koncentracijom M
proteina (1). 

Klini~ki nalazi kod monoklonskih gamapatija

Laboratorijski nalazi koji ukazuju na sumnju prisu-
stva diskrazije plazma }elija su pove}anje sedimentacije
eritrocita ili viskoznosti seruma, anemija (zbog supresi-
je ko{tane sr`i), renalna insuficijencija sa blagim sedi-
mentom urina (zbog toksi~nog efekta monoklonskih
lakih lanaca), te{ka proteinurija kod pacijenata preko
50 godina, Bence Jones proteinurija, hiperkalcemija
(zbog degradacije kostiju), hipergamaglobulinemija i
deficijencija imunoglobulina. Klini~ki simptomi koji uka-
zuju na mogu}e prisustvo monoklonske gamapatije su
bol u le|ima, slabost ili zamor (zbog anemije), osteo-
penija, osteoliti~ke lezije, spontane frakture i povratne
infekcije uglavom gornjeg respiratornog trakta (zbog
niskih nivoa serumskih imunoglobulina i nepotpunog
humoralnog imunog odgovora). Bol u kostima (uglav-
nom u le|ima) je naj~e{}a pojava kod multiplog mije-

Maligne monoklonske gamapatije
A) Multipli mijelom (IgG, IgA, IgD, IgE i slobodni laki lanci)

1. Prikriveni multipli mijelom
2. Leukemija plazma }elija
3. Nesekretorni mijelom
4. Osteoskleroti~ni mijelom (POEMS* sindrom)
5. Plazmocitom

(a) Solitarni plazmocitom kostiju
(b) Ekstramedularni plazmocitom

Waldenström-ova makroglobulinemija 
Bolest te{kih lanaca (BTL)

A) Gama-BTL
B) Alfa-BTL
C) Mi-BTL

Primarna amiloidoza
Monoklonske gamapatije od neodre|enog zna~aja

A) Benigna (IgG, IgA, IgD, IgM i retko slobodni 
laki lanci)

B) Biklonska gamapatija
C) Idiopatska Bence Jones proteinurija

Tabela I Klasifikacija monoklonskih gamapatija (1)

* POEMS – Polyneuropathy, organomegaly, endocrinopathy, mo-
noclonal gammopathy, and skin changes
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loma i mo`e biti prisutan ~ak i kod 90% pacijenata. Po-
reme}aj u kostima nastaje kao rezultat bliske interakci-
je mijelomskih }elija i osteoklasta, {to ima za posledicu
pove}anu aktivnost osteoklasta i ko{tanu resorpciju.
Sve je vi{e dokaza da je ova interakcija recipro~na,
odnosno mikrookru`enje ko{tane sr`i stimuli{e rast mi-
jeloma. Osteoklasti, osteoblasti i }elije strome su stimu-
lisane da ekspresuju i sekretuju mijeloma stimuli{u}e
citokine. Interleukin 6 (IL-6) je mo`da najva`niji faktor
rasta. Stvara se u velikim koli~inama u ko{tanoj sr`i kod
multiplog mijeloma od strane osteoklasta i }elija stro-
me i njegova sekrecija je regulisana IL1-β koga stvara-
ju tumorske }elije (6). Me|utim, mnogi pacijenti su
asimptomati~ni u prezentaciji bolesti, i upu}eni su na
medicinsku negu zbog blage anemije ili pove}ane
vrednosti ukupnih proteina u rutinskim laboratorijskim
nalazima. Prevalencija klini~kih simptoma i patolo{kih
nalaza je prikazana u tabeli II (8). 

Dijagnoza i tretman

Dijagnoza multiplog mijeloma se postavlja na
osnovu nekoliko kriterijuma koji uklju~uju slede}e: mo-
noklonski M protein u plazmi i/ili u urinu, infiltraciju
plazma }elija u ko{tanoj sr`i, prisustvo liti~kih lezija pri
radiografiji skeleta, anemiju i hiperkalcemiju. Dijagnoza
se delimi~no zasniva proizvoljnim kriterijumima i ~esto

zahteva posmatranje pacijenata izvesno vreme. M pro-
tein je tumorski marker za multipli mijelom. Jedinstven
je me|u tumorskim markerima po{to nema njegove
produkcije i ekspresije od strane drugih }elija u bilo
kom stadijumu razvoja. Me|utim, M komponente su
~esto prisutne i kod drugih monoklonskih proliferacija
plazma }elija, koje su u podru~ju od potencijalnih be-
nignih stanja (MGUS) do malignih tumora (plazmoci-
tomi, WM, bolest te{kih lanaca i AL amiloidoza) (Tabela
I). Prema tome, dodatne dijagnosti~ke procedure su
potrebne za diferencijaciju ovih poreme}aja (9). 

Distribucija M proteina po imunoglobulinskim
klasama je otprilike slede}a: 73% su IgG, 14% su IgM,
11% su IgA i retko IgD ili IgE; 62% su kapa i 38% su
lambda tipa. Postoji izvesna povezanost izme|u izotipa
i bolesti – IgM paraprotein je veoma redak kod mijelo-
ma, ali je uobi~ajen kod limfoma (WM), a kod AL ami-
loidoze je lambda tip ~e{}i od kapa. Kod mijeloma sin-
teza lakih lanaca obi~no prema{uje sintezu te{kih la-
naca, a u oko 20% slu~ajeva kapacitet sinteze te{kih
lanaca je izgubljen i samo se stvaraju laki lanci. Zbog
njihove male molekulske mase (22 000 daltona), oni
podle`u renalnoj glomerularnoj filtraciji, tubularnoj
reapsorpciji i katabolizmu. Kada se prema{i kapacitet
tubularnih }elija laki lanci se izlu~uju u urinu (9). 

Biopsija ko{tane sr`i se uzima iz sternuma ili ilija-
~ne kosti i prisustvo bar 10% atipi~nih plazma }elija je
op{te prihva}eno kao dijagnosti~ki kriterijum mijeloma.
Atipi~na morfologija uklju~uje nuklearnu/citoplazma-
tsku asinhroniju, abnormalnosti nukleausa i razli~itost u
veli~ini (10). Koristi se nekoliko imaging tehnika za ispi-
tivanje ko{tanih lezija kod multiplog mijeloma i drugih
monoklonskih gamapatija: radiografija, scintigrafija
(npr. sa izotopom tehnicijuma), kompjuterizovana to-
mografija (CT) i magnetna rezonanca. 

Za brojne proteine, citokine i faktore rasta, koji se
mogu odre|ivati u serumu, je pokazano da imaju prog-
nosti~ku informaciju za mijelom. Ova grupa markera
uklju~uje β2-mikroglobulin, C-reaktivni protein, interleu-
kin-6, solubilni IL-6 receptor (sIL-6R), faktor rasta hepa-
tocita (HGF), hijaluronan i vaskularni endotelijalni faktor
rasta (VEGF). Beta-2-mikroglobulin je konstantan deo
molekula humanog MHC (major histocompatibility com-
plex) klase I lokalizovanih na membrani svih nuklearnih
}elija. Njegova koncentracija je pove}ana kod renalne
insuficijencije i tako|e kod svih limfoproliferativnih bo-
lesti zbog pove}anog stvaranja. Kod mijeloma postoji
visoka korelacija izme|u nivoa β2-mikroglobulin u seru-
mu i veli~ine tumora. Visoki nivoi u serumu su jak neza-
visan nepo`eljan prognosti~ki faktor kod mijeloma (11). 

Objavljeno je nekoliko sistema za utvr|ivanje sta-
dijuma multiplog mijeloma, me|utim jo{ uvek se upo-
trebljava Durie/Salmon sistem koji koristi nivo M pro-
teina u serumu i urinu, veli~inu ko{tane lezije, kao i
koncentracije hemoglobina, kalcijuma i kreatnina za
definisanje stadijuma (12). Novi internacionalni sistem
za klasifikaciju stadijuma mijeloma zasniva se na kon-
centraciji β2-mikroglobulina i albumina (Tabela III) (13).

Tabela II Klini~ki simptomi i patolo{ki nalazi kod multiplog
mijeloma (7)

Klini~ki simptomi Prevalancija (%)

Bol u kostima
Slabost, zamor
Osetljivost na infekcije
Anoreksija
Gastrointestinalni
poreme}aji
Gubitak te`ine
Promene na ko`i
Neurolo{ki poreme}aji
Groznica
Predispozicija za 
abnormalnu hemoragiju

55
40
22
20

19
17
10
10
10

10

Patolo{ki nalazi Prevalancija (%)

Sedimentacija > 30 mm/h
Sedimentacija > 90 mm/h
Bence Jones proteinurija
Eritrociti < 4 × 1012/L
Hemoglobin < 120 g/L
Osteoliza
Ukupni proteini > 80 g/L
Kreatinin > 133 mmol/L
Trombociti < 50  × 109/L
Patolo{ke frakture
Leukociti < 4  × 109/L
Leukociti > 10  × 109/L
Kalcijum < 2,25 mmol/L
Kalcijum > 2,75 mmol/L

70
32
50
50
46
45
40
30
8

18
18
12
17
16
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Serijska odre|ivanja M proteina u serumu i urinu
se tako|e koriste za pra}enje odgovora na tretman i toka
bolesti kod monoklonskih gamapatija. Smanjenje vred-
nosti M proteina u serumu do manje od 50% u odnosu
na vrednost pre tretmana, a u urinu do manje od 0,2
g/24 sata je generalno prihva}eno kao kriterijum za
delimi~an odgovor na terapiju. Kompletan odgovor zah-
teva nestanak merljivih vrednosti M proteina iz seruma
ili urina i da ko{tana sr` sadr`i manje od 5% plazma }e-
lija. Kod pacijenata koji reaguju na terapiju, nivo M pro-
teina te`i da se stabilizuje bez obzira na dalji tretman, {to
ukazuje da je bolest do{la do stabilne faze, koja se obi-
~no defini{e kao promena nivoa paraproteina za manje
od 10% u tri odre|ivanja po mese~nim intervalima.
Postizanje stabilne faze bolesti je po`eljan prognosti~ki
znak i od ve}eg je zna~aja nego stepen odgovora (9). 

Mada su nedavno uvedene nove terapije, multipli
mijelom ostaje neizle~iv. Za tretman multiplog mijelo-
ma i drugih monoklonskih gamapatija koristi se cito-
toksi~na terapija (melfalan, prednizon, interferon-α),
necitotoksi~na terapija (imunomodulatorni lekovi – tali-
domid; inhibitori osteoklastne resorpcije – bisfosfonati),
terapija za komplikacije bolesti (eritropoetin, plazmafe-
reza, opioidni analgetici) i dr. (14). Autologna hemato-
poetska }elijska transplatacija (HCT, Hematopoietic cell
transplantation) je standardna terapija naro~ito kod
mla|ih pacijenata. Ciljevi terapije uklju~uju pobolj{anje
op{teg pre`ivljavanja kao i kvaliteta zivota. Ispitivanja su
pokazala da pacijenti kod kojih je primenjena hemo-
terapija sa visokim dozama zajedno sa HCT imaju pro-
du`eno vreme pre`ivljavanja od oko godinu dana i da
je trend produ`avanja vremena pre`ivljavanju usmeren
ka pacijentima sa visoko rizi~nom bole{}u (b2-mi-
kroglobulin >8,0 mg/L) (14−16). Upotreba bisfosfo-
nata i rekombinatnog eritropoetina potvrdila je da je
korisna u smanjivanju skeletnih poreme}aja kao i simp-
tomatskih anemija kod ovih pacijenata.

Tumorski markeri kod monoklonskih
gamapatija: NACB preporuke

Preporuke NCCN (National Comprehensive Cancer
Network) i NACB (National Academy of Clinical Bioche-
mistry) grupe eksperata za primenu tumorskih markera
kod monoklonskih gamapatija su prikazane u tabeli IV. 

Laboratorijska dijagnoza, screening
i pra}enje

Elektroforeza proteina

Elektroforezu proteina treba uvek uraditi kada
god se sumnja na multipli mijelom, Waldenström-ovu
makroglobulinemiju ili MGUS. Monoklonski protein
migrira kao poseban entitet u elektri~nom polju i de-
ektuje se sa nespecifi~nom proteinskom bojom kao
intenzivnije obojena dodatna traka na uobi~ajenom
izgledu elektroforeze proteina. Obi~no se prvo uradi
elektroforeza serumskih proteina. Rezultat elektrofore-
ze proteina urina je od posebnog zna~aja u slu~aju pri-
sustva mijeloma lakih lanaca, gde ve}i deo monoklon-
skog proteina nije prisutan u krvi. Elektroforezu pro-
teina uvek treba raditi u kombinaciji sa imunotipizaci-
jom da bi se odredio tip klona. Elektroforeza proteina
je ne samo korisna za dijagnozu monoklonskih gama-
patija, ve} za pra}enje toka bolesti i odgovora na tera-
piju kod ovih pacijenata.

Tabela III Internacionalni sistem za klasifikaciju stadijuma
multiplog mijeloma

Stadijum b2-mikroglobulin, mg/L Albumin, g/L

I < 3,5 > 35

II

Niti stadijum I, niti stadijum III, {to zna~i:
a) b2-mikroglobulin je 3,5–5,5 mg/L,

bez obzira na vrednost albumina ili
b) albumin je < 35 g/L, 
b2-mikroglobulin < 3,5 mg/L

III > 5,5 > 35

Tabela IV Preporuke NCCN (National Comprehensive
Cancer Network) i NACB (National Academy of Clinical Bio-
chemistry) organizacija za primenu tumorskih markera kod
monoklonskih gamapatija

Marker Primene

Elektroforeza (EF) proteina
seruma (EF na agaroznom
gelu ili kapilarna EF)

Dijagnoza, screening,
pra}enje bolesti

Imunofiksacija proteina 
seruma

Dijagnoza i identifikacija
tipa klona

Koncentracija imunoglobulina Dijagnoza i pra}enje
bolesti

Slobodni laki lanci u serumu Dijagnoza i pra}enje
nesekretornog 
mijeloma, MGUS* 
i amiloidoze

Viskoznost Dijagnoza sindroma
hiperviskoznosti

2-mikroglobulin Prognosti~ka evaluacija
multiplog mijeloma 
(prognoza je lo{a ako je
vrednost > 4,0 mg/L)

Elektroforeza proteina urina Dijagnoza, screening,
pra}enje bolesti

Imunofiksacija proteina urina Dijagnoza i identifikacija
tipa klona

Slobodni laki lanci u urinu Dijagnoza i pra}enje
nesekretornog 
mijeloma, MGUS*
i amiloidoze

* MGUS – Monoclonal gammopathy of undetermined significance



Koncentracija M proteina detektovanog elektro-
forezom je u direktnoj korelaciji s veli~inom tumora,
sem u retkim slu~ajevima nesekretornog mijeloma. M
protein obi~no migrira u gama ili beta regionu nor-
malnog elektroferetskog modela, ali se mo`e pojaviti i
u alfa-2 ili ~ak u alfa-1 regionu. Elektroforetsko razd-
vajanje se tipi~no izvodi na agaroznim gelovima ili na
silikonskim kapilarama. Ova druga tehnika se odnosi
na kapilarnu zonsku elektroforezu i ima rezoluciju upo-
redivu sa elektroforezom na agaroza gelu (17).

Imunotipizacija

Imunotipizacija (immunotyping) se koristi za iden-
tifikaciju tipa (klonaliteta) M proteina prime}enog na
elektroforezi i za dalje ispitivanje prisustva monoklon-
skih proteina kada postoji sumnja uprkos normalnom
proteinskom elektroforetogramu. Tako|e, screening za
sistemsku AL amiloidozu zahteva primenu imunoti-
pizacije seruma ili urina po{to u velikoj ve}ini slu~ajeva
koli~ina M proteina je suvi{e mala da bi se detektovala
elektroforetski. Klini~ki slu~ajevi koji uvek zahtevaju pri-
menu imunotipizacije su: prisustvo druga~ijih neobja-
{njenih perifernih senzornih motornih neuropatija, ne-
frotski sindrom, sr~ana insuficijencija otporna na tre-
tman, ortostatska hipotenzija, sindrom karpalnog ka-
nala, malapsorpcija i sna`an klini~ki dokaz koji nago-
ve{tava primarnu amiloidozu (3). Druge indikacije za
imunotipizaciju uklju~uju: otkrivanje M trake niskog
intenziteta u elektroforezi, negativan rutinski elektro-
foretski rezultat kod pacijenata koji su prethodno le~eni
od multiplog mijeloma ili makroglobulinemije i identi-
fikacija i karakterizacija biklonskih (dva M proteina) ili
triklonskih (tri M proteina) gamapatija (18, 19). 

Imunotipizacija se odre|uje ili imunofiksacijom ili
»imunooduzimanjem« (immunosubtraction). Kod prve
tehnike, uzorak pacijenta je izlo`en elektroforezi na
agaroznom gelu u najmanje pet posebnih linija. Posle
elektroforetskog razdvajanja, svaka linija se prekriva sa
antitelom specifi~nim za razli~itu klasu te{kog ili lakog
lanca. Antitelo reaguje sa srodnim imunoglobulinskim
domenima i formira veliki kompleks koji se fiksira u
gelu. Drugi nevezani proteini se ispiraju sa gela, a sa-
mo fiksirani protein se vizualizuje posle nespecifi~nog
bojenja. Monoklonski protein se pojavljuje kao inten-
zivna traka prema pozadini poliklonskog imunoglobuli-
na iste klase. Najni`a koncentracija M proteina koja se
mo`e detektovati imunofiksacijom je u serumu oko 0,2
g/L, a u urinu je oko 0,04 g/L. U urinu je ni`a koncen-
tracija koja se mo`e detektovati zbog smanjenog poza-
dinskog bojenja nastalog zbog prisustva poliklonskog
imunoglobulina iste klase koji komigrira sa monoklon-
skim proteinom. Ako imunotipizacijom u serumu ili uri-
nu nisu detektovane anti-G, anti-M ili anti-A trake, po-
trebno je specifi~no ispitati i prisustvo IgD i IgE monok-
lonskih proteina. 

»Imunooduzimanje« se razlikuje od imunofiksaci-
je u tome {to pre elektroforeze porcije uzoraka seruma

ili urina inkubiraju sa SepharoseTM ~esticama oblo`e-
nim sa anti-te{ki lanac ili anti-laki lanac antitelima. Sva-
ka porcija se inkubira sa antitelom razli~ite specifi~nosti
koje se vezuje za imunoglobuline koji sadr`e odgovara-
ju}e epitope i tako ih uklanja iz rastvora (odatle je i
naziv »imunooduzimanje«). Proteini supernatanta sva-
ke porcije se zatim elektroforetski razdvajaju, obi~no na
silikonskim kapilarama i denzitometriraju. Svaka porci-
ja se poredi sa uzorkom pacijenta koji nije inkubiran sa
SepharoseTM ~esticama. Imunotip M proteina odgo-
vara onom antiserumu koji uklanja M proteinsku abnor-
malnost koja je prime}ena u uzorku koji nije inkubiran
sa antiserumima. Ovaj postupak je automatizovan, {to
ga ~ini pogodnim za rutinsko izvo|enje imunotipizacije
M proteina (20).

Kvantifikacija imunoglobulina

Kvantifikacija IgG, IgA i IgM se rutinski izvodi ne-
felometrijskim ili turbidimetrijskim postupcima koji me-
re rasutu odnosno propu{tenu svetlosti do koje dovodi
makromolekularna mre`a formirana iz reakcije imuno-
globulinskih te{kih lanaca sa polivalentnim antiseru-
mom te{kog lanca specifi~ne klase. Ovi postupci su
potpuno automatizovani {to ih ~ini pogodnim za pri-
menu u serijskom pra}enju progresije bolesti kod mo-
noklonskih gamapatija i u pra}enju sindroma hiper-
viskoznosti. Tako|e, odre|ivanje imunoglobulina je
klini~ki korisno u detekciji i pra}enju poliklonskih hipo-
gamaglobulinemija koje nastaju kao posledica funkcio-
nalnog smanjenja normalne }elijske produkcije imuno-
globulina u ko{tanoj sr`i zbog prekomerne ekspanzije
malignog klona (ili klonova). Nefelometrijsko ili tur-
bidimetrijsko odre|ivanje specifi~ne klase imunoglobu-
lina obezbe|uje ta~niju procenu te`ine bolesti nego
denzitometrijska kvantifikacija imunoglobulina u elek-
troforetogramu naro~ito kod pacijenata sa visokim
nivoima (> 50 g/L) M proteina (21). Me|utim, za raz-
liku od elektroforeze, ovim postupcima se ne mo`e
prepoznati biklonska gamapatija kada dva razli~ita
klona pripadaju istom izotipu. IgM 7S monomeri, IgA
polimeri i IgG agregati se svi ta~no odre|uju ovim pos-
tupcima (21). 

Radijalna imunodifuzija je druga~ija tehnika koja
se koristila u pro{losti za kvantifikaciju imunoglobulina.
Ova metoda je te{ka za izvo|enje, vremenski zavisna,
manuelna, tehni~ki zahtevna i potencijalno nepouzda-
na jer relativne proporcije pentamernih i monomernih
IgM i dimernih ili monomernih IgA uti~u na kvanti-
fikaciju. Zbog ovih ograni~enja, radijalna imunodifuzija
se vi{e ne preporu~uje za rutinsku kvantifikaciju imu-
noglobulina.

Automatske nefelometrijske i turbidimetrijske
tehnike koje koriste odgovaraju}i antiserum mogu se
primeniti i za odre|ivanje kapa i lambda lakih lanaca i
za pra}enje neravnote`e u odnosu njihovih vrednosti
koja nastaje zbog klonalne produkcije izotipa jednog ili
drugog lakog lanca od strane malignih B }elija. Ove
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metode detektuju lake lance bez obzira da li su kom-
pleksirani sa te{kim lancima ili slobodni, osim ako se
koristi antiserum specifi~an za slobodne lake lance.
Osim toga, laki lanci mogu poticati od monoklonskog
ili poliklonskog imunoglobulina. Me|utim, kod odre-
|ivanja lakih lanaca mo`e do}i do toga da se ne dobi-
je patolo{ki rezultat jer je M protein prisutan u niskoj
koncentraciji prema promenljivoj vrednosti normalnih
poliklonskih imunoglobulina; koncentracija svakog izo-
tipa kao i odnos kapa/lambda mo`e ostati u okviru re-
ferentnog opsega. Uobi~ajeno, odre|ivanje kapa i
lambda lanaca se re|e primenjuje nego odre|ivanje
IgG, IgA i IgM u slu~aju sumnje na monoklonsku ga-
mapatiju i u rukovo|enju utvr|ivanja bolesti. 

Me|utim, nedavno je ponovo u interesu odre-
|ivanje slobodnih lakih lanaca (SLL) u serumu. To je
zbog dostupnosti specifi~nih testova zna~ajno pobolj-
{ane osetljivosti kojima se dobija jedan ta~an odnos
»slobodan kapa/slobodan lambda«, {to zauzvrat obez-
be|uje pouzdan numeri~ki indeks klonaliteta (22).
Ovaj napredak je zna~ajno promenio na~in na koji se
pacijenti sa tzv. nesekretornim mijelomom ili sa AL
amiloidozom dijagnostikuju i posle toga rukovode za
vreme terapije (23, 24). Tako|e je pokazano kod
MGUS da pacijenti sa abnormalnim odnosom SLL,
imaju ve}i rizik od maligne progresije u pore|enju od
pacijenata sa normalnim odnosom SLL (25). 

Ranije se smatralo da 3% pacijenata sa mijelo-
mom, kod kojih nije dokazano prisustvo M proteina u
serumu i urinu primenom imunofiksacije, imaju »nese-
kretornu« bolest. Pretpostavljalo se da je u ve}ini ovih
slu~ajeva paraprotein lokalizovan u citoplazmi mijelom-
skih }elija i da se ne sekretuje (9). Sada je evidentno da
ve}ina ovih pacijenata ima niske, ali bez obzira na to,
abnormalne koncentracije SLL u serumu. Jedna studi-
ja je pokazala da je kod 19 od 29 pacijenata sa ne-
sekretornim mijelomom prona|eno da imaju patolo{ki
pove}ane vrednosti SLL u serumu uz patolo{ke odnose
slobodni kapa/slobodni lambda (12 pacijenata sa vi{-
kom kapa lanaca i 7 pacijenata sa vi{kom lambda
lanaca) i da za je kod njih medijana za infiltraciju plaz-
ma }elija u ko{tanoj sr`i 50% (opseg je od 6% do 90%)
(23). Nivoi slobodnih lakih lanaca su varirali u zavis-
nosti od aktivnosti bolesti.

Prednost odre|ivanja SLL u serumu je u tome {to
u urinu koncentracija filtriranih lakih lanaca zavisi od
varijabilne reapsorpcije i razgradnje u tubularnim }eli-
jama proksimalnog nefrona. Odnos kapa/lambda u
serumu bolje odra`ava relativnu brzinu produkcije i vi{e
je zavistan indikator klonaliteta. U toku hemoterapije
pacijenata sa multiplim mijelomom lakih lanaca (26),
analiza urina daje ~esto normalne rezultate, dok rezul-
tati odre|ivanje u serumu ostaju patolo{ki, {to ukazuje
na superiorniju osetljivost odre|ivanja SLL u serumu za
preostalu bolest u ovoj grupi pacijenata. Ispitivanje la-
kih lanaca u urinu je tako|e ote`ano i u bolestima gde
se velike koli~ine poliklonskih lakih lanaca izlu~uju uri-
nom (npr. sistemski lupus eritematozus, renalna insufi-

cijencija, tubularna disfunkcija) i gde prisustvo monok-
lonskih lakih lanaca mo`e biti neprime}eno. Me|utim,
ispitivanje lakih lanaca u urinu je osetljivije nego imu-
nofiksacija u urinu i obezbe|uje kvantitativan rezultat
(22). Nedavno je pokazano da odre|ivanje SLL u seru-
mu i elektroforeze proteina seruma kao testova prve
linije za razmatranje prisustva mogu}ih poreme}aja B
}elija daje dodatnu dijagnosti~ku informaciju i ne}e biti
propu{tena zna~ajna patologija ako se analiza Bence
Jones proteina zameni sa odre|ivanjem SLL u serumu
(27). 

Kao i kod slu~aja »nesekretornog« mijeloma, kod
5% do 10% pacijenata sa amiloidozom lakih lanaca
imunofiksacijom se ne}e dokazati monoklonska gama-
patija, mada pa`ljivim pregledom imunohistohemijski
obojenog uzorka sr`i prisustvo klonalne bolesti se mo`e
utvrditi u ve}ini slu~ajeva. Istra`ivanja su pokazala da
kvantitativno odre|ivanje odnosa SLL u serumu ima
ve}u dijagnosti~ku osetljivost (91%) od pojedina~nog
odre|ivanja SLL u serumu (69%) i u urinu (83%) imu-
nofiksacijom kod pacijenata sa AL amiloidozom. Pri-
mena imunofiksacije uz odre|ivanje odnosa SLL daje
osetljivost od 99% (24). Odre|ivanje slobodnih lakih
lanaca obezbe|uje direktnu meru prisustva amiloid
prekurzornog proteina, {to je najva`nije za tretman
pacijenata sa sistemskom AL amiloidozom (28). Sta-
bilno smanjenje vrednosti SLL od vi{e od 50% u odno-
su na bazalnu vrednost posle tretmana je udru`eno sa
produ`enim pre`ivljavanjem kod sistemske AL amiloi-
doze (29).

Viskoznost seruma

Viskoznost seruma se odre|uje sli~no viskoznosti
vode primenom jednog od nekoliko komercijalno dos-
tupnih viskozimetara. Viskoznost se mo`e meriti sa
Ostwald-ovim viskozimetrom, ili jo{ boljim, Wells-
Brookfield-ovim viskozimetrom. Referentni interval za
viskoznost seruma je od 1,4 do 1,8 centipoaza (cp).
Simptomi hiperviskoznosti su retko klini~ki prepozna-
tljivi sve dok viskoznost ne dostigne vrednost od 3 cp.

Odre|ivanje viskoznosti seruma je klini~ki indiko-
vano kod pacijenata sa monoklonskom gamapatijom i
simptomima oronazalnog krvarenja, zamagljenog vida,
dilatacije retinalnih vena, retinalnih hemoragija u obli-
ku plamena, neobja{njive kongestivne sr~ane insufici-
jencije, ili sa neurolo{kim simptomima kao {to su: gla-
vobolje, vertigo, nistagmus, gluvo}a, zujanje u u{ima,
ataksija, diplopija, parestezija, disorijentacija, stupor ili
somnolencija. Viskozitet seruma bi trebalo odrediti ka-
da koncentracija IgM dostigne vrednost od 30 g/L, IgA
od 60 g/l, a IgG od 40 g/L.

Hiperviskoznost je re|e prisutna (10%) kod paci-
jenata s visokim koncentracijama monoklonskog IgG, i
to je uglavnom kod IgA i IgG3 mijeloma zbog pove-
}ane tendencije ovih imunoglobulina da formiraju poli-
mere. ^e{}e je prisutna (30−50%) kod pacijenata sa
Waldenström-ovom makroglobulinemijom i udru`ena
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je sa pove}anim nivoom monoklonskog IgM. Veza
izme|u viskoznosti seruma i koncentracije IgM je neli-
nearna, po{to viskoznost zavisi od molekularnih karak-
teristika monoklonskog proteina i njegovog stepena
agregacije. 

Veli~ina viskoznosti je u slaboj korelaciji sa klini-
~kim simptomima: kod nekih pacijenata pojavljuju se
simptomi pri vrednosti od 4 cp, a kod nekih tek kad
viskoznost dostigne vrednost od 6 do 7 cp, ili ~ak vi{u.
Ranije pojavljivanje simptoma je mo`da zbog istovre-
meno prisutne organo specifi~ne bolesti mikrovaskula-
ture, pove}anog hematokrita ili poreme}aja kardiolo-
{kog statusa (30).

Krioglobulini

Kriglobulini su imunoglobulini i komponente
komplementa koji precipitiraju prilikom izlaganja seru-
ma niskim temperaturama. Krioglobulini mogu biti
prisutni kod Waldenström-e makroglobulinemije. Kla-
sifikuju se kao tip I (monoklonski IgM, IgG, IgA ili re|e
monoklonski laki lanci); tip II (me{oviti; dva ili vi{e imu-
noglobulina od kojih je jedan monoklonski) i tip III
(poliklonski, gde M-protein nije na|en). Kod krioglobu-
linemije tip II monoklonski IgM ima aktivnost antitela
protiv imunoglobulina (aktivnost reumatoidnog fakto-
ra), {to ima za posledicu brzo pove}anje nivoa imuno-
kompleksa. Glavne klini~ke manifestacije me{ovite kri-
oglobulinemije su: purpura »osetljiva na dodir« (palpa-
ble purpura), artralgija, limfadenopatija, hepatospleno-
megalija, periferna neuropatija i hipokomplemente-
mija (naj~e{}e je prisutno smanjenje nivoa C4). 

Kod pacijenata kod kojih je krioglobulinemija
zna~ajan klini~ki problem, treba razmotriti primenu za-
mene plazme i novijih terapija kao {to je RituximabTM.
Posle flebotomije, uzorak krvi se mora odr`avati na 37
°C u toku transporta do laboratorije i pre koagulacije i
centrifugiranja da bi se izbegao prevremeni gubitak kri-
oglobulina me|u izdvojenim }elijama. Serum se zatim
stavlja u fri`ider ili ledeno kupatilo i pregleda posle 24
~asa na prisustvo krioprecipitata. Ako nije prime}en
precipitat, uzorak se dr`i na 4 °C jo{ dodatnih 6 dana i
ponovo se pregleda na prisustvo krioprecipitata. Ako je
prisutan, precipitat se ispere na 4 °C, rastvori u zagre-
janom puferu i analizira imunoelektroforezom sa mo-
nospecifi~nim antiserumima da bi se utvrdio tip imuno-
globulina u precipitatu (31).

Zaklju~ak

Veliki napredak je u~injen u dijagnozi i tretmanu
monoklonskih gamapatija u toku poslednje decenije.
Budu}e perspektive koje uklju~uju primenu novih anal-
iza kao {to je odre|ivanje slobodnih lakih lanaca u
serumu, }e pomo}i u dijagnozi i ispitivanju MGUS, do
sada nedijagnostikovanog entiteta, kao i u obezbe|iva-
nju prognosti~ke informacije kod sistemske AL amiloi-
doze. Sa dolaskom ere terapijskih strategija i dijagno-
stika zasnovanih na molekularnom nivou, razumevanje
monoklonskih gamapatija, njihova dijagnoza i tretman
}e dalje napredovati.

Zahvalnost. Rad je finansiran na osnovu Ugovora
br. 145010B sa MNTR Srbije.
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