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Nachweis monoklonaler Immunglobuline und monoklonaler freier Leichtketten (Bence-Jones-
Proteine) in Serum, Urin und bei besonderen Fragestellungen auch im Liquor cerebrospinalis.

Testparameter » EiweiBelektrophorese (Serum): Screeningtest. Bei begriindetem Verdacht auf Plasmazelltu-
mor wegen ungenigender Sensitivitat nicht ausreichend.

» Immunfixationselektrophorese (Serum): Nachweis eines monoklonalen Immunglobulins
und/oder monoklonaler freier Leichtketten.

» Leichtketten, freie, Bence-Jones-Proteine (Urin): Bewertung des Malignitatsgrades bei pa-
thologischer Immunfixationselektrophorese.

Material Serum, 1 mL

Urin, 10 mL aus 24 Std.-Sammelurin, Urinvolumen bitte angeben.

Liquor, 1 mL
Referenzbereich Monoklonale Immunglobuline und/oder freie Leichtketten nicht nachweisbar.
Methode IF-ELPHO, RID, NEPH

Qualitatskontrolle siehe Einzelanalysen

Anforderungsschein Download und Analysenpaosition

Auskiinfte Immunchemie
Analysenkosten EBM, GOA
Immunpathologie Monoklonale Gammopathien entstehen durch die Proliferation eines Plasmazellklons, dessen

Tochterzellen in Bezug auf Struktur, physikochemische Eigenschaften (isoelektrischer Punkt,
elektrophoretische Mobilitat) und Antigenspezifitat identische Immunglobuline synthetisieren.
Bei diesen monoklonalen Proteinen kann es sich um vollstandige Immunglobuline mit Leicht-
und Schwerketten handeln, die sich auBer in ihrer Antigenspezifitat nicht von den anderen po-
lyklonalen Immunglobulinen unterscheiden, oder auch nur Teile eines Immunglobulins wie
Schwerketten (Schwerkettenerkrankung) oder Leichtketten (Bence-Jones-Proteine, Leichtket-
tenerkrankung). Mit monoklonalen Gammopathien assoziierte Erkrankungen sind u. a. die
monoklonale Gammopathie unbestimmter Signifikanz (MGUS, siehe_Monoklonale Gammopat-
hie unbestimmter Signifikanz), AsmoulderingA multiples Myelom, multiples Myelom (siehe
Infobox: Multiples Myelom, Stadieneinteilung), Plasmazell-Leukamie, solitare medullare (ossé-
re) oder extramedullare Plasmozytome, priméare Amyloidose, Makroglobulindmie Waldenstrém,
Schwerkettenkrankheit, osteosklerotisches Myelom und POEMS-Syndrom (POEMS = Poly-
neuropathie, Organomegalie, Eosinophilie, monoklonale Gammopathie, Hautlasionen).

Die monoklonale Gammopathie entwickelt sich aus einer Folge von Mutationen, die zu einer
immortalisierten und autonomen Plasmazelle fuhren. Beim multiplen Myelom erfolgen die ers-
ten genetischen Veranderungen wahrscheinlich nach der Differenzierung in langlebige Plas-
mazellen, die bereits eine V(D)J-Rekombination der IgH- und IgL-Gene, somatische Hypermu-
tationen der variablen IgH- und IgL-Genregionen und eine produktive IgH-Switch-
Rekombination zu einem anderen Isotyp (IgG, IgA) vollzogen haben. Mit der konventionellen
zytogenetischen Karyotypisierung lassen sich in 30 - 50 %, mit der empfindlicheren FISH-
Technik (Fluoreszenz in situ Hybridisierung) in nahezu 100 % der multiplen Myelome Chromo-
somenanomalien nachweisen. Bereits bei 50 % der MGUS finden sich Aneuploidien. Der
Ubergang der MGUS zum multiplen Myelom erfolgt nach weiteren Mutationen, die das vom
Knochenmarkstroma unabhangige Uberleben des malignen Zellklons erméglichen.
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Charakteristische Chromosomenaberrationen sind die Monosomie 13, die Trisomien der
Chromosomen 3, 5, 7, 9, 11, 15, 19. In den meisten Myelomzelllinien bestehen Translokationen
aus verschiedenen Partnerchromosomen in die IgH-Switch-Region (Chromosom 14g32). M6g-
licherweise erfolgen die Translokationen auf dem nicht produktiven Allel wahrend der Isotyp-
Switch-Rekombination. Diese Translokationen in den IgH-Locus, seltener in den IgL-k-Locus
(Chromosom 2p12) oder IgL-A-Locus (Chromosom 22g11) kénnen zu einer Dysregulation von
Onkogenen fuhren, wie z. B. von Bcl-1, Cyclin D1 (Chromosom 119g13; t(11;14) (g13;932)), c-
myc (8g24), Bcl-2 (18g21), MLL-1 (11g23), FGFR3 (fibroblast growth factor; 4p16.3 t(4; 14)
(p16; g32)). Durch diese Translokation kommt das multiple Myeloma Oncogene 1
(MUM1)/Interferon Regulatory Factor 4 (IRF4)-Gen unter die Kontrolle des IgH-Gens. Durch die
Translokation der Onkogene in den starken, regulatorischen IgH-Locus kommt es zu einer
standigen Aktivierung und zur Immortalisierung der Tumor (Myelom-) -zelle.

Lympho-hamatopoetische Wachstumsfaktoren (IL-6, IL-6Pa, GM-CSF, IFN-a, IL-10 u. a.) und
Adhéasionsmolekule unterstitzen die Proliferation und Entwicklung der Tumorzellen im Kno-
chenmark. Das mdglicherweise in den Tumoren gebildete IL1B kann das pleiotrope IL-6 stimu-
lieren, welches das Wachstum auch von Plasmozytomzellen foérdert (Ras-MPAK-Signalweg).
Spatere aktivierende Mutationen von Ras-Genen kénnen zur Unabhangigkeit von Wachstums-
faktoren und zur Unterdrickung der Apoptose fuhren. Weitere Mutationen (t(14:18), p53-Gen,
Rb-Gen (Chromosom 13g12-14)) kénnen ebenfalls die Apoptose unterbinden und zur Auto-
nomie der Tumorzellen beitragen. Die Deletionen im Chromosom 13qg14 scheinen wichtige
prognostische Marker darzustellen.

Diagnostik Schwerpunkt der Diagnostik von Plasmazellneoplasien sind proteinchemische Untersuchun-
gen mit qualitativen und quantitativen Analysen der Immunglobuline zum Nachweis einer
monoklonalen Gammopathie. Da diese Untersuchungen jedoch keine Unterscheidung von
malignen und nicht malignen (MGUS) monoklonalen Gammopathien ermdglichen, sind bei
positivem Testausfall erganzende Untersuchungen zur Beurteilung des Malignitatsgrades, der
Tumormasse, der Biologie der proliferierenden Zellen sowie hamatologische Untersuchungen
an Knochenmarksbiopsien (Bestimmung des dominierenden Zelltyps (grading), von Wachs-
tumsart und Ausbreitung (staging); Histochemie und Immunhistochemie) und Knochenmarks-
aspiraten (Immunzytologie, Plasmazell-labelling-Index, Zytogenetik und Molekulargenetik) so-
wie Untersuchungen mit bildgebenden Verfahren (Rontgen, CT, MRT) zur Beurteilung der Kno-
chenstruktur und der Tumorausbreitung notwendig.

Bei V. a. eine Plasmazellneoplasie sollte auch der Urin untersucht werden, da bei 5 % der
multiplen Myelome nur freie Leichtketten (M, 25 - 50 kDa) sezerniert werden, die bei noch intak-
ter Nierenfunktion vollstandig im Urin ausgeschieden werden und daher im Serum nicht nach-
gewiesen werden kénnen. Die bei Uber der Hélfte der Patienten mit multiplen Myelomen vor-
handene Bence-Jones-Proteinurie gilt als Abgrenzungskriterium gegenuber der MGUS. Ihr
Nachweis ist daher von prognostischer Bedeutung.

EiweiBelektrophorese: Die SerumeiweiBelekirophorese (Zelluloseacetat- oder Kapillarelek-
trophorese) ist bei jedem Verdacht auf eine Plasmazellerkrankung indiziert. Verdachtige Allge-
meinsymptome sind die Folgen einer Anamie wie Leistungsknick, Abgeschlagenheit, Mudik-
gkeit, seltener finden sich Inappetenz und Gewichtsverlust. Verdachtig sind auch Infektanfallig-
keit, schleichend beginnende Knochenschmerzen (rheumatische Beschwerden) und Laborbe-
funde wie eine stark beschleunigte Blutsenkungsgeschwindigkeit, Anamie, Geldrollenbildung
(Blutausstrich), Hyperproteindmie, Kreatinin- und Calciumerhéhung. Eine Bence-Jones-
Proteinurie 1aBt sich mit den tblichen Streifentests nicht erfassen, da diese zwar Albumin aber
keine Leichtketten nachweisen.
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Monoklonale Immunglobuline wandern in der Eiweielektrophorese wegen des einheitlichen
isoelektrischen Punktes der Molekule gleich schnell und fuhren zu einer lokalisierten scharfbe-
grenzten EiweiBbande, die sich als sog. y-Zacke bzw. als schmalbasiger M-Gradient (M =
monoklonal) darstellt. Monoklonale Proteine unter < 1g/L lassen sich mit dieser Technik aller-
dings nicht mehr eindeutig nachweisen. Der M-Gradient ist meist in der y-Fraktion lokalisiert,
kann aber bei héherer negativer Ladung der Proteine auch in der B-oder o-Fraktion liegen.
Falls sich der M-Gradient von den anderen EiweiBfraktionen gut abgrenzen lasst, kann seine
Konzentration naherungsweise bestimmt werden. In der Regel werden mit diesem Verfahren
bessere Annaherungswerte als mit der nephelometrischen Bestimmung der Immunglobulin-
fraktion erhalten. Die quantitative Bestimmung des M-Gradienten ist flr die individuelle Ver-
laufskontrolle wichtig. Die Korrelation von Tumormasse und Konzentration des monoklonalen
Proteins ist interindividuell wegen des unterschiedlichen Differenzierungsgrades und der unter-
schiedlichen Sekretionsrate der individuellen Tumoren allerdings schlecht. Plasmazellleuka-
mien und plasmoblastische Myelome weisen haufig eine sehr geringe Paraproteinsynthese
auf. Besser geeignet zur Abschéatzung der Tumormasse sind das B,-Mikroglobulin und der his-
tologische Knochenmarksbefund.

Differentialdiagnostisch sind von den M-Gradienten andere schmalbasige Banden abzugren-
zen, die z.B. durch Fibrinogen (By-Bereich), H&moglobin-Haptoglobin-Komplexe (o), hohe
Transferrinkonzentrationen (ap) oder bei nephrotischem Syndrom (o.-B), Akute-Phase-
Reaktionen und Hyperlipoproteindmien (a,) und artefiziellen Blutungen (B) auftreten kdnnen.

Immunfixationselektrophorese: Bei Nachweis einer atypischen Bande in der EiweiBelek-
trophorese oder bei einem anders begriindetem Verdacht auf eine Plasmazellneoplasie sollte
auch bei normaler Eiweielektrophorese (z. B. bei geringer Konzentration des monoklonalen
Proteins, Immunglobulin-Mangel im hohen Lebensalter), eine Immunfixationselekirophorese
durchgefuhrt werden. Als Suchtest genugt in der Regel eine Untersuchung mit polyvalenten
Antiseren, die simultan die Fc-Fragmente von IgG, IgA und IgM sowie k- und A- Ketten erken-
nen. Stellt sich eine monoklonale Bande dar, wird mit monospezifischen Antiseren der Typ des
M-Proteins bestimmt. Finden sich nur monoklonale Leichtketten, muss ein seltenes monoklo-
nales IgD oder IgE ausgeschlossen werden (auch quantitative IgD- und IgE-Bestimmung).

Am haufigsten lassen sich monoklonale Gammopathien vom Isotyp 1gG (60 %), gefolgt von
IgA (18 %) und IgM (14 %) nachweisen. AusschlieBlich Bence-Jones-Proteine finden sich in 5 -
6 % der Félle, biklonale Gammopathien (2 %) und IgD- (0,3 %) oder IgE- (< 0,1 %) sowie
Schwerketten-Gammopathien sind selten.

Monoklonale Immunglobuline in héherer Konzentration sind zwar richtungsweisend, jedoch
nicht beweisend fur eine Plasmazellneoplasie. Abhangig vom Lebensalter werden in steigen-
dem Prozentsatz auch monoklonale Gammopathien, die als MGUS einzuordnen sind, gefun-
den. Die MGUS ist durch eine niedrige Konzentration des monoklonalen Immunglobulins,
durch niedriges B,-Mikroglobulin, niedrigen Plasmazell-labelling-Index, ein fehlendes Antikor-
per-Mangel-Syndrom und eine nur minimale Bence-Jones-Proteinurie (< 0,2 - 0,4 g/L) ge-
kennzeichnet. Da die Immunfixationselektrophorese 10-fach empfindlicher ist als die friher ge-
brauchliche Immunelektrophorese (Nachweisgrenze monoklonaler Proteine 0,05 g/L), werden
heute mehr Gammopathien, haufiger auch bi- und triklonale Gammopathien mit unterschiedli-
chen Schwer- und Leichtkettentypen nachgewiesen, von denen differentialdiagnostisch oligok-
lonale Gammopathien abgegrenzt werden muassen.

Zum Nachweis einer Schwerkettengammopathie wird ebenfalls die Immunfixationselektropho-
rese eingesetzt. Hier fehlt beim Nachweis einer monoklonalen Schwerkette das Signal einer
monoklonalen Leichtkette mit gleichem elektrophoretischem Laufverhalten. Bei der Schwerket-
ten-Krankheit, einer Variante des multiplen Myeloms werden ausschlieBlich Immunglobulin-
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Schwerketten vom a-, y- oder u-Typ synthetisiert. Der a-Typ (Eidelman-Seligmann-Syndrom)
stellt die haufigste Form der Schwerketten-Krankheit vor allem im Mittelmeerraum dar (Befall
des Dunndarms, Durchfalle, Malabsorptionssyndrome). Weniger haufig ist die y-Schwerketten-
Krankheit (Franklin-Syndrom; generalisierte Erkrankung éalterer Menschen, Lymphknoten-
schwellungen, Splenomegalie, Knochenmarkinfiltration mit lymphoplasmozytischen Zellen,
autoimmunhamolytische Anédmie, rheumatoide Arthritis), am seltensten der u-Typ (lymphoproli-
ferative Neoplasie, auch Manifestation als ALL).

Quantitative Bestimmung der Immunglobuline und freien Leichtketten: Die quanti-
tative Bestimmung der Immunglobuline (IgG, IgA, IgM, gegebenenfalls auch von IgD und IgE)
dient der Abschatzung der Konzentrationen des monoklonalen Proteins (siehe oben) und der
Beurteilung der Konzentration der restlichen polyklonalen Immunglobuline. Die monoklonalen
Immunglobuline werden mit den konventionellen Methoden oft zu hoch gemessen. Schwieriger
ist die genaue Bestimmung der Konzentration freier Leichtketten, da hierzu Antiseren notwen-
dig werden, die nicht mit den an Schwerketten gebundenen Leichtketten normaler Immunglo-
buline kreuzreagieren durfen. Auch bei den nichtsekretorischen Plasmazellneoplasien (multip-
les Myelom, Leichtkettenamyloidose) sind mit empfindlichen Methoden vielfach im Serum noch
Spuren monoklonaler Leichtketten nachzuweisen, die sich mit der Immunfixationselektrophore-
se nicht darstellen lassen.

Plasmazell-Labeling-Index: Mit dem Plasmazell-Labeling-Index (PCLI) wird die Prolifera-
tionsrate monoklonaler Plasmazellen im Knochenmark oder auch im peripheren Blut angege-
ben. Er dient der differentialdiagnostischen Abgrenzung eines aktiven multiplen Myeloms von
der MGUS oder dem smouldering multiplen Myelom, dem Nachweis des Ubergangs aus einer
stationdren Phase in eine Phase der Progression und der Abschatzung der Krankheitsprogno-
se. Das Testprinzip beruht darauf, dass Zellen in der S-Phase das Thymidinanalogon Brom-
desoxyuridin (BrdU) einbauen, das mit markierten monoklonalen Antikérpern nachgewiesen
werden kann. Die monoklonalen Plasmazellen selbst werden mit Antikdrpern gegen «- oder A-
Ketten (/A > 5 oder < 0,5), den Antikérpern gegen CD38 und CD138 sowie anhand ihrer
Morphologie identifiziert. Der Anteil der in der S-Phase befindlichen (proliferierenden) Zellen
wird in % angegeben. Die Referenzbereiche des PCLI liegen bei < 0,8 %, deutlich erhdhte
Werte bei progredientem Verlauf betragen > 2 %. Auch bei Werten im Referenzbereich kann
ein aktives multiples Myelom bestehen.

B,-Mikroglobulin ist die Leichtkette der HLA-Klasse I-Antigene, die zwar auf nahezu allen
Zelltypen, in besonderer Dichte aber auf Lymphozyten exprimiert werden. Die Plasmakonzen-
tration des 11,8 kDa groBen Proteins hangt von dem Umsatz der Lymphozyten und von seiner
renalen Elimination ab. Falls interkurrierende Infektionen ausgeschlossen werden, ist es als
Tumormarker (Tumormasse, Prognose) flr das multiple Myelom geeignet. Bei Konzentrationen
von Uber 3,0 mg/L ist die Uberlebenszeit bereits erheblich reduziert. Die aktuelle Nierenfunktion
muss in solche Uberlegungen mit einbezogen werden, da bei gestérter Eliminationsrate die
Konzentration im Serum Uberproportional ansteigt und eine gréBere Tumormasse vortauscht.

Blutbild: Das Blutbild gibt Hinweise auf den Knochenmarkstatus. Eine schwere Anamie ist ein
prognostisch ungunstiges Zeichen. Leukopenie und Antikérpermangel erhdhen die Infektanfal-
ligkeit. Thrombopenien verursachen Blutungen. Bei Ubergang in eine Plasmazellleukéamie
steigt die Zahl der Plasmazellen im peripheren Blut auf > 2.000 Plasmazellen/uL. Bei morpho-
logischer Entdifferenzierung der Zellen empfiehlt sich die immunzytologische Charakterisierung
der lymphatischen Zellen (CD138*/CD38*). Die Monoklonalitat l&sst sich durch den Afk-
Ketten-Quotienten nachweisen.

Urinproteinanalyse: Sie dient dem Nachweis einer Tubulusschadigung. Bei fortgeschritte-
nem Nierenschaden findet sich auch eine glomerulare Proteinurie. Bei abnehmender glomeru-
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larer Filtration geht auch die Ausscheidung von Bence-Jones-Proteinen zuruck, ihre Konzentra-
tion im Blut steigt an. Bei Amyloidosen besteht oft ein Missverhaltnis zwischen der ausgeprag-
ten Proteinurie und einer nur geringen Bence-Jones-Proteinurie.

Viskositat: Die Bestimmung der Plasmaviskositét dient dem Nachweis und der Verlaufsbe-
urteilung eines Hyperviskositats-Syndroms (Morbus Waldenstrom, selten bei multiplem Mye-
lom), das auch durch eine gleichzeitige Zytopenie kompensiert werden kann.

Kryoglobuline: Kalteabhangige Hautlasionen und Durchblutungsstérungen kénnen bei mul-
tiplem Myelom und Makroglobulinamie Waldenstrom auf eine Kryoglobulinamie Typ | (mono-
klonale Immunglobuline) oder Typ Il (gemischte monoklonale und polyklonale Kryoglobulina-
mie) hinweisen (siehe Kryoglobuline).

Calcium: Eine Hypercalcamie manifestiert sich im Gefolge von Osteolysen. Zu berUcksichti-
gen ist die erhdhte Konzentration des Gesamtproteins, da 50 % des Ca?* bei normalem pH an
Proteine gebunden werden. Gegebenenfalls Bestimmung des ionisierten Calcium oder rechne-
rische Korrektur.

Autoantikorper. Bei paraproteindmischen peripheren Polyneuropathien kénnen Antikdrper
gegen myelinassoziiertes Glykoprotein (MAG), peripheres Nervenmyelin oder Ganglioside auf-
treten. Die Untergruppe der MAG-assoziierten IgM-Gammopathie geht mit schweren Neuro-
pathien einher (siehe: Myelin assoziiertes Glykoprotein-Autoantikérper, Gangliosid-Autoantikérper).

Immunzytologie: Untersuchungen des peripheren Blutes oder von Knochenmarksaspiraten
zur differentialdiagnostischen Abgrenzung von multiplem Myelom und anderen mit einer
monoklonalen Gammopathie assoziierten Non-Hodgkin-Lymphomen und reaktiven polyklona-
len Plasmozytosen (Infektionen, Entzindungen, maligne epitheliale Tumoren, Morbus Hod-
gkin).

Zytogenetik: Nachweis von Chromosomenaberrationen im Rahmen von klinischen Studien.
FUr den Einzelfall noch wenig aussagekraftig. Die technischen Schwierigkeiten bei konventio-
neller Zytogenetik (langsame Plasmazellproliferation) kénnen mit der FISH-Technik kompen-
siert werden. Mit chromosomspezifischen Zentromer-Sonden und locusspezifischen Sonden
lassen sich bei bis zu 97 % der Patienten Chromosomenaberration nachweisen. Allgemein ha-
ben Patienten mit aberrantem Karyotyp eine kiirzere Uberlebenszeit. Die haufigsten Aberratio-
nen betreffen das Chromosom 13 (Monosomie-Deletion des langen Arms oder dem Bereich
13g14), das Chromosom 14 und 11 (Bereich 14g32 und 11g13-g23).

H.-P. Seelig
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