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Detectie en kwantificering van M-proteines: vergelijk van verschillende
elektroforetische procedures

A.J. BAKKER', C. ELDERMAN-van der WERF, T. van ABBEMA, J.H. van der BlJ, J. HOEKSTRA en L. KUPPENS

Onderzoek naar de aan- of afwezigheid van een M-
proteine wordt soms bemoeilijkt doordat de monoklo-
nale band in het eiwitspectrum niet te scheiden is van
één van de reguliere banden in het eiwitspectrum. De
detectie wordt met name verstoord bij lagere concen-
traties M-proteine en bij lichte keten M-proteinemie.
De CBO-richtlijn (1) geeft daarom aan om bij een ne-
gatief resultaat van het eiwitspectrum een immuno-
fixatie uit te voeren met een pentavalent antiserum.
Ook de kwantificering van de monoklonale eiwitten is
door het (gedeeltelijk) samenvallen met één van de re-
guliere banden van het eiwitspectrum lastig, waardoor
een betrouwbare uitgangswaarde ontbreekt. Omdat
verschillende soorten gel voor agarose-elektroforese
gebruikt kunnen worden, is in deze studie onderzocht
of het soort agarosegel verschil maakt voor enerzijds
de detectie en anderzijds voor de kwantificering van
monoklonale banden.

Methoden

Van patiénten met de aanvraag ‘eiwitspectrum’ werd
het serum op het moment van binnenkomst gesplitst.
Eén deel werd gebruikt voor de routine analyse en
een tweede deel werd ingevroren bij -30 °C. Na de
routineanalyse werden de monsters van de patiénten
met een M-proteine geselecteerd voor nadere analyse.
Op deze manier werden van 466 patiénten monsters
geselecteerd voor deze studie. De patiéntenmonsters
werden vlak voor analyse ontdooid; alle elektrofore-
ses werden op dezelfde dag kort na elkaar uitgevoerd.
Tevens werden 105 monsters zonder aantoonbaar M-
proteine geselecteerd voor analyse ten behoeve van
een vergelijk van de eiwitfracties tussen de verschil-
lende methoden. Routinematig werd de eiwitelektro-
forese uitgevoerd met de SAS-3-SP-60SB kit (Helena,
art. no.: 300200) op de SPIFE 2000 (Helena Biosci-
ences, Sysmex Nederland BV, Etten-Leur). Immuno-
fixatie werd uitgevoerd met de SPIFE 2000 met de
SAS-IFE-9 kit (Helena, art. no.: 300300 en 300301)
voor de specifieke immunofixaties. Deze kombina-
tie van eiwitelektroforese en immunofixatie werd als
‘gouden standaard’ voor dit onderzoek beschouwd
(verder aangeduid als H6). Ten behoeve van dit on-
derzoek werd de eiwitelektroforese uitgevoerd met de
Hydrasys 2 van Sebia (Sebia Benelux s.a., Brussel,
Belgi€). Voor dit onderzoek werd bij de eiwitelektro-
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foreses gebruikt gemaakt van de Hydragel 30 proteine
kit (Sebia, art. no.: 4140; S5, 5-banden patroon), de
Hydragel B1-B2 (Sebia, art. no.: 4141; S6, split-p pa-
troon) en de Hydragel HR (Sebia, art. no.: 4122; SHR,
hoge resolutie eiwitelektroforese). Alle elektroforeses
werden uitgevoerd conform de instructies van de leve-
rancier. Voor detectie van een M-proteine werden de
gels visueel geinspecteerd. Voor de kwantificering en
de mogelijkheid tot afgrenzen van de reguliere banden
werd gebruik gemaakt van de Phoresis software van
Sebia, na inscannen van het eiwitpatroon. Standaard
werd gecorrigeerd voor de achtergrond; soms werd
deze correctie niet uitgevoerd om zo toch een schei-
ding met een reguliere eiwitband mogelijk te maken.
Voor de regressieanalyse werd gebruik gemaakt van
de methode van Passing-Bablok met de Analyse-It
software voor Excel 2003.

Resultaten

Voor de niet-M-proteine monsters (n = 106) is de
overeenstemming tussen de eiwitfracties van de ver-
schillende agarosegels weergegeven in tabel 1. In
het algemeen is de overeenstemming van de 5-bands
gel en de split-3 gel goed, waarbij de B-band van de
split-B gel in het algemeen wat hoger is dan die van
de 5-bands gel. De HR gel geeft in de vergelijking met
de beide andere gels bij alle fracties meer spreiding,
terwijl de beide o-banden met de HR gel structureel
hogere resultaten geven. De patiéntengroep (n = 466)
bleek na analyse te bestaan uit: 441 patiénten met een
M-proteine, waarvan 99 eerder niet als zodanig be-
kend waren, 11 patiénten waarbij het M-proteine niet
meer aantoonbaar was en 10 patiénten met oligoklo-
nale banden, terwijl bij 4 patiénten geen afwijkingen
werden gevonden (monsterverwisseling bij selectie?).
Bij de interpretatie van de eiwitpatronen van de M-
proteine monsters werden geen afwijkingen gevonden
bij 25/90/82/129 van de sera voor respectievelijk de
H6/S5/S6/SHR procedure. Een M-proteine werd ge-
vonden bij 441/376/384/337 van de monsters, waar-
bij het M-proteine kwantificeerbaar (>1,0 g/l) was bij
215/221/192/209 van de monsters. Het M-proteine was
niet te scheiden van één van de reguliere eiwitbanden
in 77/41/81/44 van de gevallen. Van de monsters met
een meetbaar M-proteine werden de concentraties van
het M-proteine (>1,0 g/l) van de verschillende gel-
systemen onderling vergeleken; deze resultaten staan
ook vermeld in tabel 1. Een vergelijking van de resul-
taten ten opzichte van de routinemethode wordt in de
figuur 1 getoond.
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Figuur 1. Vergelijking van de concentraties M-proteine uit het
eiwitspectrum (in g/1) verkregen via de Hydrasys proteine (5-
band), split B en HR (hoge resolutie) procedure met de routine
Helena split B procedure.
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Conclusies

Detectie van een M-proteine in de eiwitelektroforese
wordt soms bemoeilijkt doordat de monoklonale band
samenvalt met één van de reguliere eiwitbanden. De
mate waarin dit optreedt verschilt met de gebruikte
agarosegel zoals uit ons onderzoek blijkt. Uit de resul-
taten blijkt dat de detectie van het M-proteine beter lukt
met een betere elektroforetische resolutie zoals het ge-
val is bij de Hydragel B1-2. Het gebruik van een hoge
resolutie gel geeft een minder goede detectie van het
M-proteine, waarschijnlijk omdat kleine bandjes min-
der goed te herkennen zijn. Hoewel in dit verband niet
valt uit te sluiten dat er een zekere mate van selectie-

Tabel 1. Statische analyse van de resultaten verkregen in mon-
sters zonder M-proteine met 5-bandsagarose electroforese van
Sebia (S5), de split-B agarose elektroforese van Sebia (S6)
en de hoge resolutie agaroseelektroforese van Sebia (SHR).
Tevens staan de resultaten vermeld van de vergelijking van de
kwantitatieve M-proteine-waarden verkregen met de verschil-
lende methodes.

Regressielijn Aantal R? Bias

AlbumineS6 =

1,01 x AlbumineS5 - 0,57 106 098 -0,29

Alfa-1g, =

0,91 x Alfa-1¢ + 0,03 106 094 -0,16

Alfa-24 =

0,96 x Alfa-2 - 0,38 106 0,86 -0,38

Beta i =

1,12 x Beta g + 0,08 106 0,87 1,12

Gammag, =

1,03 x Gamma g — 0,44 106 094 -0,30

M-eiwit ¢, =

0,95 x M-eiwit g + 0,12 183 098 -0,36

Albuminegy,, =

1,05 x Albuminegs — 4,57 106 090 -2,23

Alfa-1g, =

1,27 x Alfa-13 + 0,44 102 0,47 1,14

Alfa-24,; =

1,01 x Alfa-2 + 0,98 106 0,78 0,91

Betag,z =

1,15 x Betags — 0,59 106 0,64 0,45

Gammag, =

1,08 x Gammag, — 0,85 100 0,77  -0,20

M-eiwit gp =

0,790 x M-eiwitgs + 0,08 104 093 -1,88

Albumineg, =

1,02 x Albumineg, — 3,40 106 092 -2,00

Alfa-lge =

1,41 x Alfa-14 + 0,32 102 0,44 1,30

Alfa-2g,, =

1,04 x Alfa-2¢ + 1,14 106 0,81 1,28

Betagy; =

1,01 x Betag, — 0,59 106 0,66 —-0,68

Gammag,, =

1,08 x Gammag, — 0,59 100 0,79 0,06

M-eiwitg, =

0,82 x M-eiwitg, + 0,13 183 091 -1,57
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bias is opgetreden door alleen monsters te selecteren
met een M-proteine op basis van de routineprocedure
(Helena split-B procedure). Hierdoor zou de vergelijk-
bare Hydrasys B1-B2 procedure bevoordeeld kunnen
zijn. Kwantificering van M-proteines is belangrijk als
uitgangswaarde voor de behandeling. Voor follow-up is
het van groot belang dat de monoklonale banden goed
zijn te kwantificeren en van de reguliere banden zijn af
te grenzen. In dit onderzoek blijken bij de Hydragel B1-
2 de gevonden M-proteines frequenter samen te val-
len met de B-banden, vooral met de 32-band. Dienten-
gevolge lukt het beter een M-proteine te kwantificeren
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met de Hydragel proteine en de Hydragel HR. De con-
centraties van het M-proteine gemeten van de Hydragel
HR zijn echter circa 20% lager dan die gemeten met de
beide andere gels. Samengevat is een split-f§ procedure
beter voor de detectie van M-proteine, terwijl voor de
kwantificering een 5-bands gel of eventueel een hoge
resolutiegel de voorkeur verdient.
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Online publieksinformatie van de NVKC: volwassen, betrouwbaar en erkend

D.L. BAKKEREN en C. RUITER*

Sinds 2003 beantwoordt de NVKC-werkgroep Pu-
blieksvragen vragen van patiénten, hun familieleden
en andere geinteresseerden. Het doel van deze open-
baar toegankelijke en gratis dienstverlening is om de
patiént beter toe te rusten in kwesties rond laborato-
riumdiagnostiek. Indirect wordt hiermee meer be-
kendheid gegeven aan het vakgebied van de klinische
chemie en wordt de klinische chemicus geprofileerd
met zijn consultfunctie richting de patiént. Bij de eva-
luatie van deze service in 2005 bleek er al een redelijk
belangstelling voor te zijn, maar met gemiddeld 4 tot
6 vragen per week moet dit toch bescheiden genoemd
worden.

In 2006 kreeg het RIVM van het ministerie van VWS
de opdracht om burgers breed te informeren over alle
zaken rondom de gezondheidszorg - van zorgverzeke-
ringen tot en met ziektebeelden en diagnostiek - opdat
zij in deze tot betere keuzes komen: www.kiesbeter.nl.
De beschrijving van laboratoriumonderzoek op deze
site was inhoudelijk onvolledig en zeer beperkt. Hierop
heeft de Commissie PR en Communicatie het RIVM
voorgesteld dat klinisch chemici een groot aantal
testbeschrijvingen zouden maken. Uit de werkgroep
Publieksvragen is daarop de werkgroep Kiesbeter
voortgekomen. Ruim 30 klinisch chemici en artsen kli-
nische chemie hebben een eerste set van de 200 meest
voorkomende klinisch chemische testen beschreven.
De grootste uitdaging daarbij was het zoeken naar de
aansluiting bij het publiek: het RIVM stelt als eis dat
teksten het VMBO-niveau niet mogen overstijgen. In
periode september/oktober 2008 zijn deze testbeschrij-
vingen geplaatst op www.kiesbeter.nl en één op één
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ook op de NVKC-Publiekswebsite www.uwbloedseri-
eus.nl. Bij elk van de testbeschrijvingen is vermeld dat
de mogelijkheid bestaat om aanvullend een vraag te
stellen aan een klinisch chemicus. Wij onderzochten
het gebruik van de publiekswebsite. www.uwbloed-
serieus.nl. De uitgebreide informatievoorziening via
beide websites gecombineerd met de mogelijkheid om
laagdrempelig een (publieks)vraag te stellen aan een
klinisch chemicus heeft invloed gehad op het aantal
en de aard van de Publieksvragen. De kwaliteit van
de beantwoording van de Publieksvragen borgt de
werkgroep via het leveren van ’peer comment’. Ook
dit commentaar wordt binnen de volledige werkgroep
gedeeld. Elke beantwoorde publieksvraag wordt ook
naar elk werkgroeplid gemaild. Zij hebben de gelegen-
heid om via een soort Post-It commentaar te geven bij
het gegeven antwoord; commentaar dat overigens ook
weer naar alle deelnemers (maar uiteraard niet naar
de vragensteller) wordt gestuurd. Uiteraard verloopt
alles elektronisch via een applicatie van eigen ont-
werp. Het eerder genoemde kwaliteitsinstrument bij
de beantwoording van de Publieksvragen is het ‘peer
comment’. Met dit onderzoek willen we aantonen dat
het breed beschikbaar maken van klinisch chemische
informatie in combinatie met de mogelijkheid om di-
rect een deskundige te raadplegen, voorziet in een be-
hoefte.

Methode

Sinds de start van de publieksvragenservice wordt
statistiek van het aantal vragen en de onderwerpen bij-
gehouden. Sinds de start van www.uwbloedserieus.nl
in maart 2008 worden de bezoekersaantallen, o.a. op
herkomst en zoekgedrag, gevolgd via Google Analytics.
Google Analytics (GA) registreert de geografische
herkomst van bezoekers van website op basis van het
[P-adres van de internet-serviceprovider in combinatie
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