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Summary

A s cheme f o r  t he  d e t e c t i o n  and i d e n t i f i c a t i o n  o f  serum 

and u r i n a r y  m o n o c l o n a l  i m m u n o g l o b u l i n s  u s i n g  a g a r o s e  

i s o e l e c t r i c  f o c u s i n g  i s  d e s c r i b e d .  C o n d i t i o n s  r e q u i r e d  

f o r  s a t i s f a c t o r y  i s o e l e c t r i c  f o c u s i n g  o f  a l l  c l a s s e s  o f  

i mmu n o g l o b u l i n  a r e  shown.  •

C o m p a r i s o n s  i n  s e n s i t i v i t y  b e t w e e n  i s o e l e c t r i c  f o c u s i n g  

( l E F )  and imm u n o - i  s o e l e c t r i  c f o c u s i n g  ( I I E F )  w i t h  o t h e r  

t e c h n i q u e s  c o m m o n l y  u s e d  t o  d e t e c t  a n d  i d e n t i f y  

p a r a p r o t e i n s  s h o w e d  t h a t  t h e  t wo  t e c h n i q u e s  w e r e  1 0 - 4 0  

t i m e s  m o r e  s e n s i t i v e  c o m p a r e d  w i t h  r o u t i n e  

imm u n o e l e c  t r o p h o r e s i  s.  The u s e  o f  I I EF i n  a number  o f  

c l i n i c a l  s i t u a t i o n s  i s  d e s c r i b e d .

On o c c a s i o n ,  p a t i e n t s  r e s p o n d  to t herapy  f o r  mye l oma w i t h  

c o m p l e t e  d i s a p p e a r a n c e  of  p a r a p r o t e i n  f rom serum as  j u d g e d  

by imm u n o e l e c t r o p h o r e s i  s.  The u s e  o f  I I EF t o  t h e s e  

' r e m i s s i o n '  p a t i e n t s  s h o w s  t h a t  i n  a g r o u p  o f  2 7  s u c h  

p a t i e n t s ,  16 had p a r a p r c t e i n a e m i a  d e t e c t a b l e ,  by I I EF  

compared w i t h  onl y 7 by z o n a l  e l e c t r o p h o r e s i s  f o l l o w e d  by 

i m m u n o f i  x a t i o n ,  a n o t h e r  t e c h n i q u e  c o mmo n l y  u s e d  i n  t h i s  

r e g a r d .

The f i r s t  d e m o n s t r a t i o n  o f  ' i n  v i v o '  p a r a p r c t e i n a e m i a  i n  a 

c a s e  d i a g n o s e d  a s  ' n o n - s e c r e t o r y '  m y e l o m a  i s  d e s c r i b e d .  

The c o n c e n t r a t i o n  o f  t he  p a r a p r o t e i n  i s  g i v e n  a l o n g  w i t h  

t r e a t m e n t  d a t e s  s h o w i n g  a s t e a d y  p a r a p r o t e i n  c o n c e n t r a t i o n  

b e f o r e  t he  t he  p a t i e n t s  deat h.
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The u s e  o f  I I E F  f o r  t h e  d e t e c t i o n  o f  pa r a pr o t e  i na em i  a i s  

d e s c r i b e d  i n  two c a s e s  o f  m y e l o m a t o s i s  i n v o l v i n g  i n t a c t  

i m m u n o g l o b u l i n  m o l e c u l e s ;  one c a s e  i n v o l v i n g  B e n c e - J o n e s  

myeloma and one c a s e  i n v o l v i n g  a mo n o c l o n a l  gammopathy o f  

u n d e t e r m i n e d  s i g n i f i c a n c e ,  a l o n g  w i t h  t r e a t m e n t  d a t e  whe r e  

a p p r o p r i a t e ,  thus  c h a r t i n g  the p r o g r e s s  o f  the d i s e a s e s .

The i n c i d e n c e  and p o s s i b l e  s i g n i f i c a n c e  o f  s e r u m B e n c e -  

J o n e s  p r o t e i n  wa s  i n v e s t i g a t e d .  The d e t e c t a b l e  i n c i d e n c e  

c f  B e n c e -  J o n e s  p r o t e i n  i n  t h e  s e r a  o f  my e l o m a  p a t i e n t s  

w a s  f o u n d  t o  b e  e q u i v a l e n t  t o  t h e  i n c i d e n c e  i n  

c o n c e n t r a t e d  u r i n e  when t e s t e d  by IIEF.  In a s e r i e s  o f  25 

myeloma p a t i e n t s ,  IIEF showed t he  i n c i d e n c e  o f  B e n c e - J o n e s  

p r o t e i  n a e m i a  t o  be  6 8 % c o m p a r e d  w i t h  a d e t e c t a b l e  

i n c i d e n c e  o f  B e n c e - J o n e s  p r o t e i n u r i a  o f  3 2 - 6 4 %  by 

I m m u n o e l e c t r o p h o r e s i s  a n d  I I E F  d e p e n d i n g  on  t h e  

c o n c e n t r a t i o n  o f  the u r i n e .  The s e  r e s u l t s  s u g g e s t  t h a t  i n  

v i e w  o f  t h e  v a r i a b i l i t y  o f  f a c t o r s  g o v e r n i n g  u r i n a r y  

B e n c e - J o n e s  p r o t e i n  l e v e l s ,  m o n i t o r i n g  o f  s e r u m B e n c e -  

J one s  p r o t e i n  by I IEF s h o u l d  be c a r r i e d  o ut  i n  c o n j u n c t i o n  

w i t h  m e a s u r e m e n t s  o f  u r i n a r y  B e n c e -  J o n e s  p r o t e i n  i n  

myel oma p a t i e n t s .

The d e t e c t i o n  o f  a p a r a p r o t e i n ,  p r e v i o u s l y  u n s u s p e c t e d  

u s i n g  r o u t i n e  t e c h n i q u e s ,  i n  s e v e r a l  c a s e s  o f  s o l i t a r y  

pl a s ma c y t o ma  i s  d e s c r i b e d .  The use  o f  I IEF i n  c a s e s  such  

a s  t h e s e  may o f f e r  an a d d i t i o n a l  m e a n s  o f  a s s e s s i n g  

d i s e a s e  p r o g r e s s  and r e s p o n s e  t o  c he mo t he r a py .

A met hod f o r  q u a n t i f y i n g  p a r a p r o t e i n s  i n  serum and u r i n e  

u s i n g  s c a n n i n g  d e n s i t o m e t r i c  a n a l y s i s  o f  l EF and I I E F
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t r a c k s  i s  d e s c r i b e d ,  t h u s  e n a b l i n g  p a r a p r o t e i n  

c o n c e n t r a t i o n s  to be m o n i t o r e d  f rom l o w l e v e l s  up t o  and 

i n c l u d i n g  t h o s e  q u a n t i f i a b l e  u s i n g  c o n v e n t i o n a l  

te chni q ue s .

1 mm uno - i s o  e l e c t r i c  f o c u s i n g  w a s  a l s o  u s e d  t o  s c r e e n  a 

t o t a l  o f  56 p a t i e n t s  w i t n  c h r o n i c  l y m p h o c y t i c  l e u k a e m i a ,  

f or  t he  p r e s e n c e  o f  serum para p r o t e i  naemi a.  A t o t a l  o f  3 4 

(61%) o f  p a t i e n t s  had p a r a p r o t e i n s .  The s e  w e r e  m o s t l y  o f  

IgM c l a s s ,  b u t  p a r a p r o t e i n s  o f  o t h e r  i s o  t y p e s  w e r e  

d e t e c t e d .  The s erum p a r a p r o t e i n  i s o t y p e s  w e r e  c o m p a r e d  

w i t h  t h e  i s o t y p e s  o f  c y t o p l a s m i c  i m m u n o g l o b u l i n  o f  

p e r i p h e r a l  b l o o d  l y m p h o c y t e s  f r o m t he  same p a t i e n t s .  A 

s t r o n g  c o r r e l a t i o n  e m e r g e d  b e t w e e n  t hem s u g g e s t i n g  t h a t  

the para p r o t e i  ns  o r i g i n a t e d  from t he  n e o p l a s t i c  c l o n e .

D e n s i t y  g r a d i e n t  u l t r a c e n t r i f u g a t i o n  o f  8 s e r a  f r o m CLL 

p a t i e n t s  w i t h  IgM pa ra pr o t  e i  n a eni i  a s h o w e d  t h a t  f o r  t h e  

m o s t  p a r t  t h e  IgM p a r a p r o t e i n s  w e r e  1 9 S i n  s i z e ,  but  one  

p a t i e n t  w a s  f o u n d  t o  h a v e  b o t h  193 and 8S m o n o c l o n a l  IgM.

The c e l l u l a r  o r i g i n  o f  t h e  p a r a p r o t e i n s  ( m o n o c l o n a l  IgM 

l a m b d a  & I gD l a m b d a  ) i n  t h e  s e r um o f  one  p a t i e n t  w a s  

i n v e s t i g a t e d  u s i n g  an a n t i - i d i o t y p e  a n t i b o d y  r a i s e d  

a g a i n s t  t he  IgM p a r a p r o t e i n .  T h i s  w o r k  s h o w e d  t h a t  b o t h  

p a r a p r o t e i n s  s h a r e d  a common i d i c t y p e ,  i . e .  b o t h  w e r e  

s e c r e t e d  f rom t he  same c l o n e  o f  E c e l l s .  T h e s e  r e s u l t s  

w e r e  u s e d  t o  s u p p o r t  t h e  a r g u m e n t  t h a t  t h e r e  i s  an  

i n c o m p l e t e  m a t u r a t i o n  d e f e c t  i n  c h r o n i c  l y m p h o c y t i c  

l e u k a e m i a  l e a d i n g  t o  a l i m i t e d  s e c r e t o r y  c a p a c i t y  i n t h e
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m a j o r i t y  o f  c a s e s .

In a d d i t i o n ,  a t o t a l  o f  200 i n d i v i d u a l s  w i t h o u t  h i s t o r y  o f  

B c e l l  ne o p l a s m w e r e  t e s t e d  f o r  the p r e s e n c e  o f  abnormal  

i m m u n o g l o b u l i n  p r o f i l e s .  A t o t a l  o f  22  p e o p l e  h a a 

mo n o c l o n a l  p a r a p r o t e i n s  w i t h  24 p e o p l e  h a v i n g  IIEF t r a c e s  

w h i c h  c o r r e s p o n a e a  t o  c l i g o c l o n a l  i m m u n o g l o b u l i n s .  The 

r e l e v a n c e  o f  t h e s e  r e s u l t s  i s  d i s c u s s e d .

The p r e s e n c e  o f  s e r u m m o n o c l o n a l  i m m u n o g l o b u l i n  i n  no n -  

H o d g k i n ' s  l y m p h o m a  a n d  a l s o  i n  H o d g k i n s  d i s e a s e  i s  

d e m o n s t r a t e d  by IIEF.  The s i g n i f i c a n c e  o f  p a r a p r o t e i  naemi a  

i n  t he  l a t t e r  d i s e a s e  i s  d i s c u s s e d .



CHAPTER I  
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CHAPTER I INTRODUCTION

l a  Ge n e r a l  I n t r o d u c t i o n

The B l y m p h o c y t e  i s  r e s p o n s i b l e ,  u l t i m a t e l y  f o r  h u mo r a l  

i mmuni t y  w i t h  i t s  s e c r e t o r y  p r o d u c t ,  t he  i mmu n o g l o b u l i n .

F i g u r e  1 s h o w s  how t h e  c e l l s  o f  t h e  3 c e l l  l i n e a g e  a r i s e  

from m u l t i  p o t e n t  s t em c e l l s .  The m a t u r a t i o n  p r o c e s s  was  

f i r s t  worked o u t  i n  mi c e  (Tyan & He r z e n b e r g  1965;  Owen e t  

a l  1 9 7 4 ,  1 9 7 5 ) .  In  h u ma n s  i t  b e g i n s  i n  t h e  l i v e r  o f  8 - 9  

week o I q f o e t u s e s  and c o n t i n u e s  i n  t h e  bone marrow a f t e r  

t h e  s h i f t  o f  h a e m o p o e i  s i  s t o  t h a t  s i t e ,  l a t e r  i n  

d e v e l o p m e n t  ( G a t h i n g s  e t  a l  1 9 7 7 ) .  The p r e c u r s o r s  o f  B 

c e l l s  ( p r e - B  c e l l s )  i n c l u d e  a s e r i e s  o f  c e l l  t y p e s  t h a t  

s h a r e  s u r f a c e  m a r k e r s  s u c h  a s  HLA-DR ( C o o p e r  1 9 8 1 )  and  

E p s t e i n - B a r r  v i r u s  r e c e p t o r s  ( G a t h i n g s  e t  a l  1 9 8 1 )  w i t h  

t h e i r  p r o g e n y .  I t  i s  d u r i n g  t h e s e  p r e - B  c e l l  s t a g e s  i n  

d i f f e r e n t i a t i o n  t h a t  c l o n a l  d i v e r s i t y  i s  g e n e r a t e d ;  a 

p r o c e s s  wh i c h  i n v o l v e s  a s e r i e s  o f  i m m u n o g l o b u l i n  gene r e 

a r r a n g e m e n t s .  A l l  n o r ma l  i n d i v i d u a l s  h a v e  t h e  g e n e t i c  

c a p a c i t y  t o  g e n e r a t e  m i l l i o n s  o f  B c e l l  c l o n e s ,  e a c h  

e x p r e s s i n g  a uni que  s e t  o f  i m m u n o g l o b u l i n  heavy and l i g h t  

c h a i n  g e n e s  whi c h  d e t e r m i n e  a n t i b o d y  s p e c i f i c i t y .

The heavy c ha i n  ge ne  f a m i l y  ( Croce  e t  a l  1 979)  i s  l o c a t e d  

on t h e  l o n g  arm o f  c h r o m o s o m e  14 and c o n s i s t s  o f  s e v e r a l  

h u n d r e d  v a r i a b l e  ( ) r e g i o n  g e n e s ,  mo r e  t h a n  a d o z e n

d i v e r s i t y  (D)  r e g i o n  g e n e s ,  s i x  j o i n i n g  ( J,, ) r e g i o n  g e n e s  

and n i n e  f u n c t i o n a l  c o n s t a n t  (C^) r e g i o n  g e n e s  e a c h  o f  

w h i c h  i s  p r e c e d e d  by a s w i t c h  r e g i o n  c o m p o s e d  o f
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F i g u r e  1. P a t h w a y  o f  
n e o p l a s i  a .
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p r o - l y m p h o c y t i c  l e u k a e m i a  
c h r o n i c  l y m p h o c y t i c  l e u k a e m i a  
h i s t i o c y t i c  lym pho ma  
n o d u l a r  lym ph oma  
h a i r y  c e l l  l e u k a e m i a  
W a l d e n s t r o m s  M a c r o g l o b u l i  n a e m i  a  
h e a v y  c h a i n  d i s e a s e  
m u l t i p l e  m y e l o m a  
B u r k i t t s  lymp hom a

B c e l l  d i f f e r e n t i a t i o n  and a s s o c i a t e d  
A d a p t e d  f r o m  F o o n  e t  a l  1 9 8 2
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r e p e t i t i v e  n u c l e o t i d e  s e q u e n c e s .  The 5 ’ to 3'  s e q u e n c e  i n  

t he  Ch r e g i o n  g e n e  i s  C*<, C , C

and Cûc^CFl ana ga n a Rabbi  t t s  1 9 8 2 ) .  The kappa ana  l am baa  

gene  f a m i l i e s  a r e  l o c a t e d  on c hr o mo s o me s  2 ( Mal c o l m e t  al  

1982) and 22 ( E r i k s o n  e t  a l  1 9 8 1 ) ,  r e s p e c t i v e l y .

In t h e  i n i t i a l  s t a g e s  o f  p r e - B  c e l l  d i f f e r e n t i a t i o n  o ne  

e ach o f  t he  g e n e s  i s  s e l e c t e d  and br o u g h t  i n t o  a p p o s i t i o n  

a n d  t h e n  t r a n s c r i b e d .  ( C o o p e r  1 9 8 1 ,  T o n e g a w a  1 9 8 3 »  

K o r s e m e y e r  e t  a l  1 9 8 1 ) .  The r e - a r r a n g e m e n t s  o c c u r  i n  

l a r g e  i m m u n o g l o b u l i n  n e g a t i v e  c e l l s  w h i c h  d i v i d e  g i v i n g  

r i s e  t o  l a r g e  p r e - B  c e l l s  e x p r e s s i n g  ^  c h a i n s  i n  t h e i r  

c y t o p l a s m .  The l a t t e r  i n  t u r n  d i v i d e  to g i v e  t wo  s m a l l  

p r e - B  c e l l s  w i t h  c y t o p l a s m i c  y c  c h a i n s .  A f t e r  a c h i e v i n g  

f u n c t i o n a l  l i g h t  c h a i n  ge ne  r e - a r r a n g e m e n t  ( Kor s me yer  e t  

al  1 9 8 1 ) w i t h  e i t h e r  t he  kappa or l ambda gene  f a m i l y ,  t he  

c e l l  has  been c o n v e r t e d  i n t o  a s m a l l  i mma t ur e  B c e l l  w i t h  

s u r f a c e  bound IgM m o l e c u l e s .

W i t h i n  e a c h  B c e l l  c l o n e ,  s ome  m e m b e r s  s w i t c h  f r o m t h e  

e x p r e s s i o n  o f  IgM ( a n d  I gD)  t o  t he  e x p r e s s i o n  o f  any o f  

t h e  IgG s u b c l a s s e s ,  e i t h e r  o f  t h e  IgA s u b c l a s s e s  or  IgE.  

Th i s  i s o t y p e  s w i t c h  i s  a c h i e v e d  by s p l i c i n g  c f  the s w i t c h
/A . Wl t L

r e g i o n  ofy  ̂ th e s w i t c h  r e g i o n  i n  f r o n t  o f  t h e  d o w n s t r e a m  

h e a v y  c h a i n  g e n e  t o  be e x p r e s s e d  n e x t  ( Ma r c u  e t  a l  1 9 8 2 ) .  

For e x a m p l e ,  t o  s w i t c h  f r o m IgM t o  IgG^,  t h e  i n t e r v e n i n g  

DMA ( i n c l u d i n g  C ,̂ Ĉ , C*/ )  w o u l d  be d e l e t e d ,  t h u s

b r i n g i n g  t h e  C gene ne x t  i n  l i n e  f o r  t r a n s c r i p t i o n  w i t h  

t h e  V-D-J g e n e  c o m p l e x .  ( F i g u r e  2 ) .  S o m e t i m e s  mo r e  t h a n  

one i s o  t ype  can be e x p r e s s e d  s i m u l t a n e o u s l y  e.g.  IgM, IgD 

a n d  I g G , s i n c e  ^  a n d  j  e x p r e s s i o n  do n o t  c e a s e
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F-'iqure 2 : Illustration of isotype switch mechanism.
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i n i m e c i a t e l y  ( G a t h i n g s  1 9 8 1 ).

Soon a f t e r  B c e l l s  a r e  f o r m e d  i n  e i t h e r  t h e  f o e t a l  l i v e r  

or the bone  marrow,  they e n t e r  the c i r c u l a t i o n  and move to  

t h e  l y m p h o i d  r e g i o n s  o f  t he  s p l e e n ,  Pe y e r s  p a t c h e s ,  lymph 

n o d e s  and o t h e r  l y m p h o i a  t i s s u e s  w h e r e  t h e y  b e c o me  

f u n c t i o n a l l y  mat ure  (Osmond 1980) .
#

B l y m p h o c y t e s  c a r r y  an  a s s o r t m e n t  c f  c e l l  s u r f a c e

c o mpone nt s ,  t he  e x p r e s s i o n  o f  wh i c h  can,  i n  some c a s e s ,  be

a g u i d e  t o  t h e i r  s t a g e  o f  d i f f e r e n t i a t i o n .  The s e  i n c l u d e  

s u r f a c e  b o u n d  i m m u n o g l o b u l i n ,  Fc  r e c e p t o r s  f o r  

i m m u n o g l o b u l i n  i s o t y p e s ,  HLA-DR d e t e r m i n a n t s ,  r e c e p t o r s  

f o r  E - B  v i r u s ,  m i t o g e n  r e c e p t o r s  ( e . g .  

l i p o p o l y  s a c c h a r i d e s ) ,  r e c e p t o r s  f o r  g r o w t h  a n d  

d i f f e r e n t i a t i o n  f a c t o r s  pr oduced by T c e l l s  and r e c e p t o r s  

f o r  c o m p l e m e n t  c o m p o n e n t s  Cj b and Cj d.  Some o f  t h e s e

c o m p o n e n t s  a r e  p r e s e n t  f o r  l i m i t e d  p e r i o d s  i n  t h e  

d i f f e r e n t i a t i o n  cont i nuum.  For e x a mp l e ,  Fc r e c e p t o r s  and 

r e c e p t o r s  f o r  C^d a r e  f o u n d  o n l y  a t  t h e  i m m a t u r e

l y m p h o c y t e  s t a g e .  O t h e r s  s u c h  a s  HLA-DR a r e  p r e s e n t  

t h r o u g h o u t  t h e  B c e l l  l i n e a g e  (Cooper 1981) .  These- HLA-DR 

m o l e c u l e s  s e r v e  a s  r e c o g n i t i o n  e l e m e n t s  i n  the  i n t e r a c t i o n  

w i t h  T c e l l s  -  a b a s i c  r e q u i r e m e n t  f o r  a n t i g e n  a c t i v a t i o n  

( J u l i u s  1 9 8 2 ).  A f t e r  a u t o l o g o u s  h e l p e r  T c e l l  i n t e r a c t i o n  

wi t h  HLA-DR and a n t i g e n  i n t e r a c t i o n  w i t h  s u r f a c e  a n t i b o d y  

m o l e c u l e s ,  t he  r e s t i n g  B c e l l  i s  i n d u c e d  t o  e n l a r g e  and to  

e x p r e s s  r e c e p t o r s  f o r  n o n - a n t i g e n - s p e c i f i c  T c e l l  f a c t o r s  

t ha t  d e l i v e r  s i g n a l s  f o r  p r o l i f e r a t i o n  and d i f f e r e n t i a t i o n  

i n t o  t h e  f i n a l  c e l l  i n  t h e  £ c e l l  l i n e a g e ,  t h e  p l a s m a
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c e l l .  Some m e m b e r s  o f  t h e  a c t i v a t e d  B c e l l  c l o n e  do n o t  

u n d e r g o  t e r m i n a l  pi  a sm a c e l l  d i f f e r e n t i a t i o n ,  b u t  f o r m  

memory B c e l l s .  T h e s e  c e l l s  a r e  l o n g  l i v e d  and a r e  

t r i g g e r e d  r e l a t i v e l y  e a s i l y  by f u r t h e r  c o n t a c t  w i t h  t h e  

r e a c t i v e  a n t i g e n .  I t  i s  t h e s e  c e l l s  w h i c h  are  r e s p o n s i b l e  

f o r  t he  h e i g h t e n e d  a n t i b o d y  r e s p o n s e s  f o l l o w i n g  a s econd  

e x p o s u r e  t o  a n t i g e n .  D i f f e r e n t i a t i o n  t o  pl as ma c e l l  from 

a c t i v a t e d  3 l y m p h o c y t e  i s  ma r ke d  by a c o n v e r s i o n  f r o m  

s y n t h e s i s  o f  membrane t ype  i m m u n o g l o b u l i n  t o  s e c r e t i o n  o f  

i m m u n o g l o b u l i n  m o l e c u l e s .  T h i s  c a p a c i t y  to p r o d u c e  and  

s e c r e t e  t h o u s a n d s  o f  i d e n t i c a l  i m m u n o g l o b u l i n  m o l e c u l e s  

per s e c o n d  c o m e s  a t  t h e  e x p e n s e  o f  l o n g e v i t y ,  f o r  p l a s ma  

c e l l s  r a r e l y  d i v i d e ,  unde r  n o r ma l  c i r c u m s t a n c e s  and

u s u a l l y  onl y  l i v e  f o r  a f ew days .

F i g u r e  1 a l s o  s hows  t h e  n e o p l a s i a  wh i c h  can be a s s o c i a t e d  

w i t h  t h i s  m a t u r a t i o n  p a t h w a y .  The p a t h w a y  i n v o l v e s  a 

c o n t i n u o u s  p r o c e s s  o f  m a t u r a t i o n  and t h e  di agram do e s  not  

i m p l y  t h a t  t h e r e  a r e  a l i m i t e d  number  o f  d e v e l o p m e n t a l  

s t a g e s .  As a c o n s e q u e n c e  o f  t h i s ,  t h e  d i s e a s e  s t a t e s  

i n d i c a t e d  a l o n g s i d e  t he  c e l l s  w i l l  o n l y  be a p p r o x i m a t e  

p o s i t i o n s  e s p e c i a l l y  i n  c a s e s  l i k e  c h r o n i c  l y m p h o c y t i c  

l e u k a e m i a .  Th i s  t h e s i s  w i l l  show t h a t  CLL pr obabl y  spans  

a much w i d e r  c o n t i n u u m  o f  d e v e l o p m e n t a l  s t a g e s  t h a n  i s  

i n d i c a t e d  on F i g u r e  1.

C e r t a i n  n e o p l a s i a  whi c h  a f f e c t  c e l l s  o f  t he  B l y mp h o c y t e  

l i n e a g e  a r e  a s s o c i a t e d  w i t h  t he  p r e s e n c e  o f  m o n o c l o n a l  

i m m u n o g l o b u l i n  i n  b o t h  t h e  s er um and u r i n e  o f  a f f e c t e d  

p a t i e n t s .  L a b o r a t o r y  invest igat ion o f  such p a t i e n t s  i n v o l v e s
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s e v e r a l  a s p e c t s  r e g a r d i n g  t h e  p r e s e n c e  o f  m o n o c l o n a l  

i mmu n o g l o b u l i n .  As a tumour pr o d u c t ,  i t  has  an i m p o r t a n t  

r o l e  i n  t h e  d i a g n o s i s  and m o n i t o r i n g  o f  t h e s e  d i s e a s e s  and 

l a b o r a t o r y  management  has  c o n c e n t r a t e d  t o  a g r e a t  e x t e n t  

on t h e  m o n i t o r i n g  a s p e c t .  D i a g n o s i s  i s  a t o p i c  t o  w h i c h  

t h e  l a b o r a t o r y  h a s  c o n t r i b u t e d  t o  a l e s s e r  e x t e n t ,  w i t h  

c o n f i r m a t i o n  o f  n e o p l a s m  b e i n g  made  e a s i e r  f o l l o w i n g  

d e m o n s t r a t i o n  o f  p a r a p r o t e i  n a e m i a  or p a r a p r o t e i n u r i a  by 

l a b o r a t o r y  t e c h n i q u e s ;  t h e  . a c t u a l  d i a g n o s i s  b e i n g  made by 

t h e  c l i n i c i a n  p r i o r  t o  l a b o r a t o r y  t e s t i n g  i n  many c a s e s .  

The n e o p l a s i a  c o n c e r n e d  a r e  m u l t i p l e  m y e l o m a  i n v o l v i n g  

bot h  i n t a c t  and f r a g m e n t e d  i m m u n o g l o b u l i n  m o l e c u l e s  ( i . e  

h e a v y  c h a i n  and l i g h t  c h a i n  d i s e a s e s ) ,  W a l d e n s t r o m s  

m a c r o g l o  b u l l n a e m i a  a n d  t o  a l e s s e r  e x t e n t ,  c h r o n i c  

l y m p h o c y t i c  l e u k a e m i a  ( S t e v e n s o n  e t  a l  1 9 8 O) and Non 

Hodgki n’s lymphoma ( A l e x a n i a n  1 97 5).  In m u l t i p l e  myeloma,  

very o f t e n  t h e  c o n f i r m a t i o n  o f  t h e  p r e s e n c e  o f  mo n o c l o n a l  

i m m u n o g l o b u l i n  i s  a s t r a i g h t f o r w  ard p r o c e d u r e  u s i n g  w i d e l y  

a v a i l a b l e  s c r e e n i n g  t e c h n i q u e s ,  w h e r e a s  i n  c h r o n i c  

l y m p h o c y t i c  l e u k a e m i a  and non Hodgki n' s '  l y mpho ma ,  t he  

s i t u a t i o n  i s  l e s s  c l e a r .  On o c c a s i o n ,  an i n i t i a l  

d i a g n o s i s  o f  m u l t i p l e  myeloma can be s u g g e s t e d  on c l i n i c a l  

g r o u n d s  but  whe n  s e r um f r om t h e  p a t i e n t  i s  t e s t e d  f o r  

mo n o c l o n a l  i mmu n o g l o b u l i n ,  t h i s  p r o v e s  to bê u n d e t e c t a b l e  

or t h e  t e s t  p r o c e d u r e  y i e l d s  e q u i v o c a l  r e s u l t s .  T h i s  

s i t u a t i o n  happens  w i t h  much g r e a t e r  f r e q u e n c y  i n  c h r o n i c  

l y m p h o c y t i c  l e u k a e m i a  and non H o d g k i n ^  l y mp h o ma .  T h i s  

h i g h e r  f r e q u e n c y  i s  u n d e r s t a n d a b l e ,  howe ve r ,  a s  t h e s e  two 

d i s e a s e s  a r e  n o r m a l l y  a s s o c i a t e d  w i t h  much l o w e r
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c o n c e n t r a t i o n s  o f  m o n o c l o n a l  i mmu n o g l o b u l i n ,

I b M u l t i p l e  My e l  om a

M u l t i p l e  my e l o ma  r e s u l t s  f r om t he  c l o n a l  e x p a n s i o n  o f  a 

s i n g l e  n e o p l a s t i c  p l a s ma  c e l l .  In mos t  c a s e s ,  t he  pl asma  

c e l l s  p r o d u c e  a s p e c i f i c  m o n o c l o n a l  i m m u n o g l o b u l i n  a s  i f  

under c o n s t a n t  a n t i g e n i c  s t i m u l a t i o n .  The f i r s t  r e c o r d e d  

c a s e  o f  my e l o ma  o c c u r r e d  i n  Lo n d o n  i n  1845  whe n  Thomas  

A l e x a n d e r  McBean,  a w e a l t h y  London g r o c e r ,  c o mp l a i n e d  o f  

e x c r u t i a t i n g  b o n e  p a i n  a n d  w a s  s e e n  by a g e n e r a l  

p r a c t i t i o n e r .  Dr Thomas  Wa t s o n  ( C l a mp  1 9 6 7 ) .  Dr Wa t s o n  

c a l l e d  i n  a Ha r l e y  S t r e e t  C o n s u l t a n t ,  Dr W i l l i a m  Mc I nt y r e ,  

who e x a m i n e d  t h e  p a t i e n t ' s  u r i n e  and n o t e d  i t s  s p e c i a l  

p r o p e r t i e s .  Dr Wat s on a l s o  w r o t e  to Dr Henry B e n c e  J o n e s ,  

a n o t e d  c l i n i c a l  p a t h o l o g i s t  o f  t h e  t i m e ,  and i t  wa s  t o  

t h i s  man t h a t  c r e d i t  w e n t  i n  h i s  d e s c r i p t i o n  o f  t he  

u n u s u a l  p r o p e r t i e s  o f  t h e  u r i n e .  He n o t e d  t h a t  t h e  

u r i n a r y  p r o t e i n  p r e c i p i t a t e d  on a d d i t i o n  o f  n i t r i c  a c i d  

and b e c a m e  s o l u b l e  whe n  b o i l e d .  On c o o l i n g  t h e  p r o t e i n  

w a s  f o u n d  t o  p r e c i p i t a t e  o n c e  m o r e .  T h e s e  u r i n a r y  

p r o t e i n s  t h a t  w e r e  o f  such i n t e r e s t  t o  Mc I nt yre  and Bence  

J o n e s  w e r e  d i s c o v e r e d  o v e r  a c e n t u r y  l a t e r  to be t h e  l i g h t  

c h a i n  c ompo n e n t s  o f  t he  i m m u n o g l o b u l i n  m o l e c u l e .

The term " m u l t i p l e  myeloma" was  i n t r o d u c e d  by R u s t i z k y  i n  

1 873.  The p l as ma  c e l l  was  n o t e d  i n  1 890 by Caj al  a l t h o u g h  

t h e  t erm " p l a s m a  c e l l "  w a s  f i r s t  u s e d  a y e a r  l a t e r  by 

Unna.  I n t e r e s t i n g l y ,  t h e s e  c e l l s  had v e r y  p r o b a b l y  be e n  

seen by John Da l r y mp l e  who p e r f o r me d  p a r t  o f  t he  a u t o p s y
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on Thomas McBean.  He n o t e d  t h a t  t he  bones  w e r e  i n f i l t r a t e d  

w i t h  p e c u l i a r  o f t e n  b i n u c l e a t e d  c e l l s  w h i c h  o f t e n  

c o n t a i n e d  a n u c l e o l u s .  The i l l u s t r a t i o n s  he  made show 

t h e s e  c e l l s  to r e s e m b l e  the c e l l s  known today a s  m a l i g n a n t  

pl as ma c e l l s .

I t  w a s  t h e  s t u d i e s  on  t h i s  u n f o r t u n a t e  g r o c e r  t h a t  

provoked the c o n t i n u i n g  i n t e r e s t  i n  m u l t i p l e  myeloma.  The 

d i s e a s e  was  t h o u g h t  to be e x t r e m e l y  rare .  G e s c h i k t e r  and 

Cope l and i n  1 928 r e p o r t e d  i t s  f r e q u e n c y  a t  l e s s  than 0.1% 

o f  a l l  m a l i g n a n c i e s .  I t  i s  c l e a r  now t h a t  t h e  e a r l y  

e p i d e m i o l o g i c a l  s t u d i e s  showed f r e q u e n c i e s  t h a t  w e r e  much 

t o o  l o w .  T h i s  w a s  du e  i n  p a r t  t o  d i f f i c u l t i e s  i n  

d i a g n o s i  s .

T r a d i t i o n a l l y  c l a s s e d  a s  a bone tumour,  m u l t i p l e  myel oma  

was  p l a c e d  under the c a t e g o r y  o f  "ne o p l a s ms  o f  l y m p h a t i c  

and h a e m o p o i e t i c  t i s s u e s "  i n  t h e  S i x t h  E d i t i o n  o f  t h e  

Manual  o f  I n t e r n a t i o n a l  S t a t i s t i c a l  C l a s s i f i c a t i o n  o f  

D i s e a s e s ,  I n j u r i e s  and C a u s e s  o f  De a t h  ( I C D - 6 ) p u b l i s h e d  

i n  1949 .

The a p p l i c a t i o n  o f  e l e c t r o p h o r e t i c  t e c h n i q u e s  p r o v i d e d  a 

g r e a t e r  a c c u r a c y  and e a s e  o f  d i a g n o s i s  t h a n  had h i t h e r t o  

been t h e  c a s e .  Longs wort h and a s s o c i a t e s  w e r e  t h e  f i r s t  to  

appl y  e l e c t r o p h o r e s i s  i n  1939.. I m m u n o e l e c t r o p h o r e s i s  was  

i n t r o d u c e d  by Gr a b a r  & W i l l i a m s  i n  1 9 5 3 .  F o l l o w i n g  t h e  

use o f  t h e s e  t e c h n i q u e s ,  i t  soon became a p p a r e n t  t h a t  the  

i n c i d e n c e  o f  m y e l o m a t o s i s  w a s  h i g n e r  t h a n  p r e v i o u s l y  

t hought .  The t r u e  i n c i d e n c e  wo u l d  appear  to vary b e t we e n  

b l a c k  and w h i t e  p o p u l a t i o n s .  A c c o r d i n g  t o  The T h i r d
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N a t i o n a l  Cancer Survey 1 969-1 971 whi ch q u o t e s  f i g u r e s  f or  

the  U n i t e d  S t a t e s ,  m u l t i p l e  myel oma i n  w h i t e s  a c c o u n t s  f o r  

1 . 1% o f  a l l  m a l i g n a n c i e s  w h i l s t  i n  b l a c k  p e o p l e ,  i t  f o r ms  

7.2% o f  m a l i g n a n c i e s .  The d i s e a s e  p r e d o m i n a t e s  i n  men,  

and a l t h o u g h  t h e  b a s i s  f o r  t h i s  o b s e r v a t i o n  i s  unknown,  

a n i ma l  s t u d i e s  i m p l i c a t e  a r o l e  f o r  ma l e  hormones  i n  t he  

i n d u c t i o n  o f  mouse p l a s ma c y t o ma  ( B l a t t n e r  19o0;  Ho l l a n d e r  

e t  a l  196 8 ).  M y e l o m a t o s i s ,  a l o n g  w i t h  c h r o n i c  l y m p h o c y t i c  

l e u k a e m i a ,  s h o w s  a s t r o n g  a g e  d e p e n d e n c e  w i t h  t h e  pe a k  

i n c i d e n c e ,  i n bot h b l a c k  and w hi  t e  p o p ul a t i o n^ ,  o c c u r r i n g  

b e t we e n  t h e  a g e s  o f  7 5 - 80  y e a r s .  (MacMahon & Cl a r k  1956) .

These  g e n e r a l  o b s e r v a t i o n s  are  p o s s i b l y  more u s e f u l  than  

many o f  t h e  o t h e r  e p i d e m i o l o g i c a l  s t u d i e s  w h i c h  r e p o r t  

d i f f e r i n g  i n c i d e n c e s  on a w o r l d w i d e  b a s i s  or d i f f e r e n c e s  

i n  i n c i d e n c e  a c c o r d i n g  t o  s o c i o e c o n o m i c  c l a s s .  S t u d i e s  o f  

t h i s  t y p e  may n o t  r e f l e c t  t r u e  d i f f e r e n c e s ,  b u t  m e r e l y  

d i f f e r e n c e s  i n  t h e  u s e  o f  m e d i c a l  f a c i l i t i e s ,  d i f f e r i n g  

d i a g n o s t i c  p r a c t i c e s ,  d i f f e r i n g  a g e  p r o f i l e s ,  e t c .  T h i s  

i s  w e l l  i l l u s t r a t e d  by McMahon and Kohl er  ( 1957) in t h e i r  

s tudy wh i c h  s howed t h a t  t he  i n c i d e n c e  o f  " l e ukaemi a" was  

t w i c e  as  h i g h  i n  J e w s  a s  i n  G e n t i l e s  i n  t h e  p o p u l a t i o n  o f  

B r o o k l y n ,  New York.  E i t h e r  t h e r e  i s  a s t r o n g  e t h n i c  

d i f f e r e n c e  b e t w e e n  t h e  t w o  g r o u p s ,  or a s  s e e m s  mo r e  

l i k e l y ,  t h e  J e w i s h  p o p u l a t i o n  t a k e s  b e t t e r  c a r e  o f  i t s  

h e a l t h  and s e e k s  m e d i c a l  c a r e  more o f t e n .

IgG i s  the mos t  common mo n o c l o n a l  i mmu n o g l o b u l i n  c l a s s  i n  

m y e l o m a t o s i s  w i t h  an i n c i d e n c e  o f  a r o u n d  60%. IgA i s  

s e c o nd  w i t h  r e p o r t e d  i n c i d e n c e s  s h o wi n g  a w i d e r  range  o f
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13- 20%.  IgD' my e l  orna t o s i  s c o m e s  a d i s t a n t  t h i r d  w i t h  IgE 

m y e l o m a t o s i s  a f f e c t i n g  o n l y  a h a n d f u l  o f  i n d i v i d u a l s  

( A1 exa ni  on 1 976) .

The p r e c i s e  a e t i o l o g y  o f  m u l t i p l e  myel oma r e ma i n s  e l u s i v e .

Sal mon & S e l i g m a n n  pr o p o s e d  a " t w o - h i t "  h y p o t h e s i s  w h i c h

s e e m s  t o  f i n d  s o me  a c c e p t a n c e  ( S a l m o n  & Se l i grnan- n 1 9 7 4 ) .

Tne  f i r s t  " h i t "  i n v o l v e s  w n a t  t h e y  d e s c r i b e d  a s  an

' a n t i g e n i c  s t i m u l a t i o n '  r e s u l t i n g  i n  m o n o c l o n a l  B c e l l

p r o l i f e r a t i o n .  T h i s  s t i m u l a t i o n  h a s  o b s c u r e  o r i g i n s

d e s p i t e  r e p o r t s  t h a t  i n  a f ew c a s e s ,  myeloma p r o t e i n s  ha v e

b e e n  s h o wn  t o  r e a c t  s p e c i f i c a l l y  to c e r t a i n  a n t i g e n i c
et til

d e t e r m i n a n t s  e . g .  s t r e p t o l y s i n  ( Se l  igm ann /  1 96 8) and h o r s e  

o t 2  m a c r o g l o b u l i n  ( S e l i g m a n n  e t  a l  1 973XA c l o n e  s u c h  a s  

t h i s  may b e c o m e  n e o p l a s t i c  u n d e r  t h e  i n f l u e n c e  o f  a 

m u t a g e n i c  s t i m u l u s  e . g .  on co-RN A-v i r  us ( Rowan 1 9 8 2 )  or  

i o n i s i n g  r a d i a t i o n  ( Cuz i c k  I 9 8 I ) .  The b e h a v i o u r  o f  some of  

t h e  so c a l l e d  mor^oclonal  g a m r n o p a t h i e s  o f  u n d e t e r m i n e d  

s i g n i f i c a n c e  may t e n d  t o  s u p p o r t  t h i s  v i e w .  In s ome  

c a s e s ,  m o n o c l o n a l  gamrnopathy o f  u n d e t e r mi n e d  s i g n i f i c a n c e ,  

or t o  use i t s  o l o e r  term "beni gn mo n o c l o n a l  gammopathy",  

c a n  t e r m i n a t e  i n  m u l t i p l e  my e l o ma  ( K y l e  1 9 8 2 ) .  I t  i s  

p o s s i b l e  t h a t  t h e  ' b e n i g n *  p h a s e  r e p r e s e n t s  t h e  " f i r s t  

h i t "  s t a g e  and t h e  m u t a g e n i c  e v e n t  r e p r e s e n t i n g  the s econd  

" h i t "  w h i c h  c a u s e s  n e o p l a s t i c  g r o w t h  o f  t h e  c l o n e .  T h i s  

h y p o t h e s i s  i l l u s t r a t e s  the drawback i n  u s i n g  the o l d  term,  

"beni gn m o n o c l o n a l  gammopathy".  Th i s  term i s  m i s l e a d i n g  

i n  t h a t  b e n i g n  mo n o c l o n a l  gammopathy may not  remai n beni gn  

t h r o u g h o u t  t h e  p a t i e n t s  l i f e .  The"two h i t "  t h e o r y  has  i t s  

c r i t i c i s m s  h o w e v e r ;  a n t i g e n i c  s t i m u l a t i o n  r e s u l t s  i n



26

a l m o s t  e v e r y  c a s e  i n  a p o l y c l o n a l  r e s p o n s e  w i t h  e v e n  

h a p t e n s  such a s  NIP (3 ni  t r o - 4 - h y  d r o x - 5 - i o d o p h  e n y l a c e t y l )  

e v o k i n g  a n  i m m u n e  r e s p o n s e  i n v o l v i n g  SOOO c l o n e s  

( W i l l  i  am s on  e t  a l  1 9 7 3 ) .  I t  i s  d i f f i c u l t  to c o n c e i v e  o f  

a n  a n t i g e n  w h i c h  r e s u l t s  i n  m o n o c l o n a l .  B c e l l  

p r o l i f e r a t i o n ,  and t ni  s t o p i c  w i l l  be d i s c u s s e d  i n  g r e a t e r  

o e t a i l  l a t e r .

The d i f f e r e n t i a t i o n  b e t w e e n  m o n o c l o n a l  g a mmo p a t h y  o f  

u n d e t e r m i n e d  s i g n i f i c a n c e  and e a r l y  m u l t i p l e  my e l o ma  

r e m a i n s  o n e  o f  t h e  m o s t  i m p o r t a n t  a s p e c t s  y e t  t o  be 

r e s o l v e d  s a t i s f a c t o r i l y .  Many me t h o d s  have  been r e p o r t e d  

a t t e m p t i n g  t o  make t h i s  d i s t i n c t i o n ,  a l t h o u g h  none  h a s  

f o u nd  u n i v e r s a l  f a v o u r  ( Gr e i pp & Kyl e  1 979;  N o r f o l k  e t  al  

1 980 ;  S c h i m u z u  e t  a l  1 9 8 0 ,  1 9 8 2 ) .  The m o s t  r e l i a b l e  

m e t h o d  s o  f a r  d e s c r i b e d  i s  a s t e a d y  i n c r e a s e  i n  

p a r a p r o t e i n  c o n c e n t r a t i o n ,  a f e a t u r e  wh i c n  u s u a l l y  h e r a l d s  

m a l i g n a n c y .  ( Ky l e  1 982) .  U n f o r t u n a t e l y ,  t h i s  met hod w i l l  

not  p i c k  out  t h e  ma l i g n a n c y  in a s i n g l e  s a mp l e  but  r e l i e s  

on f o l l o w  up s a m p l e s  o v e r  a pe r i o d .

In r e c e n t  y e a r s ,  t h e r e  h a s  b e e n  a t r e n d  t o w a r d s  e a r l i e r  

d i a g n o s i s  o f  a l l  t he  imm unopr ol  i f  era t  iv e d i s e a s e s .  Thi s  

has  been due l a r g e l y  to i n c r e a s e d  a w a r e n e s s  o f  s u b t l e  c lues  

r e g a r d i n g  t h e  n a t u r a l  h i s t o r y  o f  t he  d i s e a s e .  T h e s e  may 

p o i n t  t o w a r d s  i m m u n o p r o l i f e r a t i v e  d i s e a s e s  b e i n g  f o u n d  

a c c i d e n t a l l y  w h i l e  the p a t i e n t  i s  managed f o r  an u n r e l a t e d  

d i s o r d e r .  S i n c e  m u l t i p l e  m y e l o m a  o c c u r s  i n  a p a t i e n t  

p o p u l a t i o n  t h a t  a l r e a d y  h a s  a h i g h  p r e v a l e n c e  o f  o t h e r  

d i s e a s e s ,  t h e  o c c u r r e n c e  o f  c l u e s  p o i n t i n g  t o  m u l t i p l e
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my e l o ma  i s  n o t  s u r p r i s i n g .  D i a g n o s i s  o f  t h e  d i s e a s e  

i n v o l v e s  t h e  f u l f i l m e n t  o f  a number  o f  c r i t e r i a .  ( 1 )  

i n c r e a s e d  n u m b e r s  o f  a b n o r m a l  p l a s m a  c e l l s  i n  t h e  bone  

m a r r o w ,  ( 2 )  a m o n o c l o n a l  imm u n g l o b u l i n  be  i t  e i t h e r  i n  

s erum or u r i n e  ( c o m p l e t e  m o l e c u l e  or f r a g m e n t ) ,  ( 3 )  bone  

l e s i o n s  t h a t  are  c o n s i s t e n t  w i t h  m u l t i p l e  myel oma.  Wi t h i n  

e a c h . c a t e g o r y ,  o t h e r  p a r a m e t e r s  h a v e  t o  be s a t i s f i e d  

( D u r i e  & S a l m o n  1 9 7 5 ) .  A s p i r a t e s  o f  b o n e  marrow f r o m an 

a f f e c t e d  s i t e  a r e  d i a g n o s t i c  i n  90-95% o f  c a s e s  w i t h  85% 

o f  p a t i e n t s  h a v i n g  a bone  marrow p l a s m a c y t o s i s  o f  g r e a t e r  

t h a n  10%.

W i t h  r e g a r d  t o  t h e  m o n o c l o n a l  i m m u n o g l o b u l i n ,  

c o n c e n t r a t i o n s  o f  g r e a t e r  than 20 mg/  ml f o r  IgA or 3 0 mg/ ml  

f o r  IgG ar e  i n d i c a t i v e  of  m a l i g n a n t  d i s e a s e .  Bone l e s i o n s  

a r e  t he  p r e s e n t i n g  s y m p t o m s  i n  60- 70% o f  p a t i e n t s  w i t h  

m u l t i p l e  mye l oma ( Ky l e  1 975) .  These  a r e  mos t  o f t e n  f ound  

i n  s i t e s  o f  a c t i v e  ha em a t o  p o i  e s i  s e . g .  s k u l l ,  v e r t e b r a e ,  

s t e r n u m ,  r i b s  and p r o x i m a l  l o n g  b o n e s .  T h e s e  l y t i c  

l e s i o n s  are  not ,  howe v e r ,  pa t h o g n o mi c  o f  m u l t i p l e  myeloma,  

as  t h e y  c a n n o t  a l w a y s  be d i s t i n g u i s h e d  f r o m t h e  l y t i c  

l e s i o n s  produced by some m e t a s t a t i c  c a r c i n o ma s .

A c ur e  f o r  m u l t i p l e  mye l oma has  no t  y e t  been o b t a i n e d  and 

the p r o s p e c t s  f o r  one wo u l d  seem,  a t  p r e s e n t  to be remot e .  

One o f  t he  c o n t r i b u t o r y  f a c t o r s  t o  t h i s ,  i s  t h e  f a c t  t h a t  

when the d i s e a s e  p r e s e n t s  c l i n i c a l l y ,  i t  i s  a l r e a d y  a t  an 

a d v a n c e d  s t a g e ,  and much o f  t h e  p a t h o l o g i c a l  c h a n g e  i s  

i r r e v  er s i b l  e.

Therapy o f  m u l t i p l e  myel oma,  t h e r e f o r e ,  has  s e v e r a l  b a s i c
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a i m s .  F i r s t  and m o s t  i m p o r t a n t ,  r e d u c t i o n  o f  t h e  t umour  

c e l l  b u r d e n  or ,  f a i l i n g  t h a t  s u p p r e s s i o n  o f  i t s  g r o w t h .  

Fu r t he r  a i m s  o f  t r e a t m e n t  wo u l d  be r e l i e f  of  p a i n  so t h a t  

the p a t i e n t  may r e ma i n  a mb u l a t o r y ,  s t i m u l a t i o n  o f  s k e l e t a l  

r e m i n e r a l i s a t i o n  and m a i n t e n a n c e  o f  a d e q u a t e  h y d r a t i o n .  

P r i o r  t o  t h e  i n t r o d u c t i o n  o f  c y t o t o x i c  c h e m o t h e r a p y ,  

medi an s u r v i v a l  was  7 - 9  mont hs  from t he  t i me  o f  d i a g n o s i s  

and a r o u n d  1 7 - 1 9  m o n t h s  f r o m t he  o n s e t  o f  s y m p t o m s .  

(Osgood I 960)

A l w a l l  r e p o r t e d  i n  1947,  a s i g n i f i c a n t  i mp r ove me nt  i n  one 

p a t i e n t  t r e a t e d  w i t h  u r e t h a n e  and s t i l b a m i d i n e  ( t h e  

u r e t ha n e  h a v i n g  t h e  t h e r a p e u t i c  e f f e c t ) .  A decade  l a t e r ,  

D L - p h e n y l a l a n i n e  m u s t a r d  w a s  n o t e d  t o  p r o d u c e  a 

s i g n i f i c a n t  i mp r o v e me n t  i n  some p a t i e n t s  ( s e e  Ca l l  i han e t  

a l  1 9 8 3 ).  The maj or  a d v a n c e  i n  the  t r e a t m e n t  o f  m u l t i p l e  

myel oma was  t h e  i n t r o d u c t i o n  by B l o k h i n  i n  1 958 o f  t he  L-  

i s o m e r  o f  p h e n y l a l a n i n e  mu s t a r d  "rnelphalan".

T r e a t m e n t  w i t h  m e l p h a l a n  s i g n i f i c a n t l y  i n c r e a s e d  t h e  

m e d i a n  s u r v i v a l  t o  1 9 - 2 8  m o n t h s  f r o m d i a g n o s i s .  S i n c e  

then,  c o m b i n a t i o n  t h e r a p e u t i c  r e g i m e n s  p a r t i c u l a r l y  wi t h  

m e l p n a l a n  a n d  p r e d n i s o n e  h a v e  r e s u l t e d  i n  f u r t h e r  

i n c r e a s e s  i n  s u r v i v a l  w h i l s t  p r o v i d i n g  p a l l i a t i v e  but not  

c u r a t i v e  e f f e c t s  (Vrana^Bunn- 1980) .

I t  s e e m s  t h e n  t h a t  a p e r i o d  o f  r e m i s s i o n ,  a s  d e f i n e d  by 

c u r r e n t  s t a n d a r d s ,  i n v o l v e s  t h e  k i l l i n g  o f  a c e r t a i n  

p r o p o r t i o n  o f  t he  n e o p l a s t i c  c l o n e  l e a v i n g  t h e  r e ma i n d e r  

t o  c o n t r i b u t e  t o  w h a t  i s  k n o w n  a s  " p l a t e a u  s t a t e "
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( S u l l i v a n  & S a l m o n  1 9 7 2 ) .  T h i s  s t a t e  i m p l i e s  t h a t  t h e  

number  o f  c e l l s  e n t e r i n g  t he  c l o n e  and l e a v i n g  i t  ( i . e .  

b e i n g  d e s t r o y e d )  i s  e q u a l  i n number and t h e  tumour r e ma i n s  

c o n s t a n t  i n  s i z e .  C u r r e n t  t h e r a p e u t i c  r e g i m e s  i f  t h e y  

c a n n o t  a c h i e v e  cure ,  must  c o n c e n t r a t e  on r e d u c i n g  t h e  s i z e  

o f  tumour whi c n  c o n s t i t u t e s  the p l a t e a u  s t a t e .  T h i s  w i l l  

h a v e  t h e  e f f e c t  o f  l e n g t h i n g  t h e  p e r i o d  o f  r e m i s s i o n  and  

c a u s i n g  an e v e n  g r e a t e r  f a l l  i n  t he  s erum p a r a p r o t e i n  

c o n c e n t r a t i o n .  At  p r e s e n t ,  o n l y  a s m a l l  p r o p o r t i o n  o f  

p a t i e n t s  u n d e r g o i n g  t h e r a p y  r e s p o n d  w i t h  a d e c r e a s e  i n  

serum p a r a p r o t e i n  c o n c e n t r a t i o n  wh i c h  b r i n g s  i t s  l e v e l  to 

b e l o w  t h e  d e t e c t i o n  l i m i t  f o r  z o n a l  a n d  

i  mm un o e l  e c  t r  oph or e s i  s.  As t h e r a p e u t i c  r e g i m e s  i m p r o v e  

then t h i s  p r o p o r t i o n  w i l l  a l m o s t  c e r t a i n l y  r i s e  ( McEl wai n,  

P o w i e s  1 9 8 3 ) .  T h i s  s i t u a t i o n  w i l l  l e a v e  l a b o r a t o r i e s  

r e l y i n g  on c o n v e n t i o n a l  e l e c t r o p h o r e t i c  t e c h n i q u e s  i n  a 

p o s i t i o n  w h e r e  t h e y  c a n n o t  c o n t r i b u t e  t o  m o n i t o r i n g  t h e  

d i s e a s e  i n  the same way a s  they c o u l d  p r e v i o u s l y .

I t  w a s  f o r  t h i s  r e a s o n ,  a l o n g  w i t h  o t h e r s  o u t l i n e d  

e a r l i e r ,  t h a t  a n  a l t e r n a t i v e  t o  c o n v e n t i o n a l  

e l e c t r o p h o r e t i c  t e c h n i q u e s  was  s o ught .

T h i s  t h e s i s ,  wh e n  i t  a d d r e s s e s  t he  p r o b l e m  o f  e a r l y  

d e t e c t i o n  o f  r e l a p s e ,  w i l l  show t h a t  i s o e l e c t r i c  f o c u s i n g  

of  serum from myeloma p a t i e n t s  can d e t e c t  r e l a p s e  o f  the  

d i s e a s e  a s  j u d g e d  by i n c r e a s i n g  p a r a p r o t e i n  l e v e l s  when  

t h e  t u m o u r  l o a d  i s  s m a l l e r .  As  w e l l  a s  t h i s ,  i t  w i l l  show 

t h a t  i s o e l e c t r i c  f o c u s i n g  c a n  f u l f i l  a l l  t h e  f u n c t i o n s  

t h a t  r o u t i n e  e l e c t r o p h o r e t i c  t e c h n i q u e s  are  c u r r e n t l y  used  

f  or.
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l e  Wa l d e n s t r o ms  MacroRl  dbul  i naemi  a and 
Chr o ni c  Ly mphocyt i c  Leukaemi a

Wa l d e n s t r o m’ s Macr o g l c b u l  i n a e mi a  and c h r o n i c  l y m p h o c y t i c

l e u k a e m i a  a r e  t wo  o t h e r  B c e l l  n e o p l a s i a  w h i c h  can be

a s s o c i a  t e a  w i t h  s e r u m pa ra pr o t e i  na em i  a. I n d e e d ,  t h e

p a t h o l o g y  o f  t h e  f o r m e r  d i s e a s e ,  a s  i t s  name i m p l i e s ,  i s

c o n c e r n e d  t o  a g r e a t  e x t e n t  w i t h  t he  p r e s e n c e  of  s o m e t i m e s

v e r y  l a r g e  c o n c e n t r a t i o n s  o f  I g M.  W a l d e n s t r o m s

M a c r o g l o b u l i n a e r n i a  (V/M) i s  a d i s e a s e  i n  w h i c h  t h e

c y t o l o g i c  f e a t u r e s  i n f l u e n c e  t h e  c l i n i c a l  a s p e c t s .

N e o p l a s t i c  c e l l s  r a n g i n g  i n  m a t u r i t y  f rom s m a l l ,  w e l l

d i f f e r e n t i a t e d  l y m p h o c y t e s  through to pl asma c e l l s  can be

o b s e r v e d  i n  W M. W a l d e n s t r o m  ( 1 9 4 4 )  u s e d  t h e  t e r m

" m a c r o g l o b u l i  n a e m i a "  to d e s c r i b e  t he  s y m p t o m s  o f  t h r e e

p a t i e n t s  who e x h i b i t e d  h y p e r g l c b u l  i n a e m i a ,  bone  marrow

l y m p h o c y t o s i s ,  f a t i g u e  and mu c o s a l  haem or rage  s.

As w i t h  many o f  t h e  o t h e r  ' l y m p h o m a t a * ,  t h e  a e t i o l o g y  o f  

W M i s  un c l  ea r. T h e r e  i s  o c c a s i o n a l  f a m i l i a l  c l u s t e r i n g  

h o w e v e r ,  and a g e n e t i c  p r e d i s p o s i t i o n  t o  t h e  d i s e a s e  h a s  

been s u g g e s t e d  ( S e l i g m a n n  e t  a 1 j  9 6 7 ) a l t h o u g h  t h i s  r e m a i n s  

u n s u b s t a n t i a t e d .  A l s o  i n  c o mmo n  w i t h  o t h e r  B c e l l  

n e o p l a s i a ,  WM i s  a d i s e a s e  o f  t h e  e l d e r l y  w i t h  peak  

p r e v a l e n c e  i n  t h e  5 0 - 7 0  y e a r s  a g e  b r a c k e t .  The m a j o r  

c l i n i c a l  f e a t u r e  o f  t h e  d i s e a s e  i s  h y p e r v i s c o s i t y  

s y n d r o m e ,  a r i s i n g  a s  a d i r e c t  r e s u l t  o f  l a r g e  

c o n c e n t r a t i o n s  o f  IgM i n  t h e  b l o o d .  Pen tarn e r i c  and  

3 & s r e g a t e d  I gM h a v e  h i g h  m o l e c u l a r  w e i g h t s  ( v i z  9 0 0 , 0 0 0  

f o r  p e n t a m e r i c  I gM ),  t h e r e f o r e  when a hi gh c o n c e n t r a t i o n  

i s  p r e s e n t  i n  b l o o d ,  t h e r e  i s  an i n c r e a s e  i n  s e r u m
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v i s c o s i t y .  T h i s  l e a d s  t o  i m p a i r m e n t  o f  b l o o d  f l o w ,  

p a r t i c u l a r l y  t h r o u g h  s m a l l  v e s s e l s  s u c h  a s  t h e  r e t i n a l  

v e s s e l s .  A t o t a l  l o s s  o f  v i s u a l  a c u i t y  c a n . r e s u l t  f rom  

t ni  s.  S i m i l a r  m a n i f e s t a t i o n s  can r e s u l t  when b l o o d  v e s s e l s  

o f  t he  i n n e r  ear  a r e  o c c l u d e d ,  d e a f n e s s  b e i n g  t h e  out come,  

i n  some c a s e s .  The c e n t r a l  and p e r i p h e r a l  n e r v o u s  s y s t e m s  

can be a f f e c t e d  w i t h  s y m p t o m s  b e i n g  v a r i e d  "and w i d e  

r a n g i n g ,  i n c l u d i n g  h e a d a c h e s ,  s e i z u r e s ,  s t u p o r  a n d  

p a r e s i s .  Ca r d i a c  p r o b l e m s  can r e s u l t  from s l ow b l o o d  f l o w  

a n d  i n c r e a s e d  p l a s m a  v o l u m e  i n  e l d e r l y  p a t i e n t s  

( Wal dens t rom 1 968)

D i a g n o s i s  o f  t h e  d i s e a s e  i s  u s u a l l y  made  by n o t i n g  

a b n o r m a l i t i e s  o f  t h e  s erum p r o t e i n s  and b o n e  mar r ow or 

l y mp h  node  b i o p s y .  T i s s u e  s e c t i o n s  f r o m a r o u n d  80% o f  

p a t i e n t s  w i t h  ' c l a s s i c '  W K s ho w a m i x t u r e  o f  s m a l l  

l y m p h o c y t e s ,  p l a s m a c y t o i d  l y m p h o c y t e s  and o c c a s i o n a l  

pl asma c e l l s  and imm u n o b l a s t s  , thus  t he  range o f  c e l l s  i s  

v a r i e d .  P a n g a l i s  ( 1 977)  r e v i e w e d  108 c a s e s  o f  w e l l  

d i f f e r e n t i a t e d  l y m p h o c y t i c  m a l i g n a n c i e s  and d i v i d e d  them 

i n t o  3 c a t e g o r i e s ,  each w i t h  c h a r a c t e r i s t i c  c l i n i c a l  and 

l a b o r a t o r y  f e a t u r e s .  In  c a t e g o r y  1, t h e  p a t i e n t s  w e r e  

d e s i g n a t e d  a s  h a v i n g  w e l l - d i f f  e r e n t i a t e d  l y m p h o c y t i c  

l y m p h o m a .  Of t h e s e ,  a r o u n d  h a l f  h a d  b o n e  m a r r o w  

i n v o l v e m e n t  b u t .  no b l o o d  l y m p h o c y t o s i s  o r  s e r u m  

p a r a p r o t e i n .  Th e  s e c o n d  g r o u p  a l l  h a d  s e r u m  

p a r a p r o t e i n a e m i a  but onl y  h a l f  had bone marrow i n v o l v e m e n t  

w i t h  n o n e  h a v i n g  b l o o d  l y m p h o c y t o s i s .  T h e s e  w e r e  

de s i g n a  t e a  a s  h a v i n g  WM w i t h  a p p r e c i a b l e  pi  asm a c e l l  ul ar 

d i f f e r e n t i a t i o n  and " d e t e c t a b l e "  s erum p a ra pr c t  e i  n a em i a.



32

Group 3 c o n s i s t e d  o f  p a t i e n t s  w i t h  a b s o l u t e  l y m p h o c y t o s i s  

but w i t h o u t  mo n o c l o n a l  gammopathy and we r e  c o n s i d e r e d  to 

h a v e  c h r o n i c  l y m p h o c y t i c  l e u k a e m i a .  In a l l  g r o u p s ,  a 

common theme wa s  s e e n  to be p r o l i f e r a t i o n  o f  s m a l l  w e l l -  

d i f f e r e n t i a t e d  l y m p h o c y t e s  but t h e  e x t e n t  t o  wh i c h  t h e r e  

w a s  m a t u r a t i o n  o f  t h e s e  c e l l s  v a r i e d  w i t h  p l a s m a  c e l l s  

and/ or  pi  asmacy t o i  d , l y  rnphocy t e s  b e i n g  p r e s e n t  i n  9 . 7 ,  90

ana 7% o f  p a t i e n t s  i n  G r o u p s  1,  2 and 3 r e s p e c t i v e l y .

P a n g a l i s  u s e d  t h e  d a t a  t o  s u p p o r t  t h e  c o n c e p t  t h a t  

h i s t o l o g i c a l l y  s i m i l a r  d i s o r d e r s  may e x h i b i t  s e p a r a t e  

c l i n i c a l  and h a e m a t o l o g i c  f e a t u r e s .  What  i s  a l s o  c l e a r  

from dat a  o f  t h i s  n a t u r e  i s  t h a t  i t  i s  e x t r e m e l y  d i f f i c u l t  

t o  p l a c e  t h e s e  d i s o r d e r s  i n t o  f i n i t e  c a t e g o r i e s  a s  t h e r e  

i s  so much o v e r l a p p i n g  b e t w e e n  the groups  and W K i s  me r e l y  

s t a g e  i n  a number  o f  d i s e a s e s  w h i c h  m i r r o r  t h e  B c e l l  

dev e l opme  ntol cont i nuum.

Therapy f or  WM i s  not  a l w a y s  i n d i c a t e d  a f t e r  d i a g n o s i s ,  as  

t h e  d i s e a s e  ma y  r e m a i n  s t a b l e  f o r  m a n y  y e a r s .  

P l a s m a p h e r e s i s  i s  s o m e t i m e s  r e q u i r e d  t o  a l l e v i a t e  t h e  

sympt oms  o f  h y p e r v i s c o s i t y  syndrome (Schwab & Fahey I 960) ,  

a l t h o u g h  t h i s  me a s u r e  do e s  n o t h i n g  t o  t r e a t  t he  u n d e r l y i n g  

n e o p l a s m  a n d  c o n s e q u e n t l y  may h a v e  t o  be  r e p e a t e d .  

Chemotherapy when i n d i c a t e d ,  c o n s i s t s  on many o c c a s i o n s  o f  

t h e  a l k y l a t i n g  d r u g s  C h l o r a m b u c i l ,  c y c l o p h o s p h a m i d e  and  

m e l p h a l a n  a l t h o u g h  t h e  f i v e  dr ug  M2 r e g i m e n  h a s  a h i g h  

r a t e  o f  r e m i s s i o n  i n d u c t i o n  a n d  t h e  n e e d  f o r  

p l a s m a p h e r e s i s  h a s  b e e n  o b v i a t e d  u s i n g  t h i s  c o m b i n a t i o n  

( C a s e  1 9 8 1 ) .
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v; i th r e g a r d  t o  l a b o r a t o r y  m a n a g e m e n t  o f  W a l  d e n s t r  om' s 

M a c r o g l o b u l i n a e r n i a ,  t h e  p i c t u r e  i s  c o n f u s e c  w h e n  

p l a s m a p h e r e s i s  t h e r a p y  i s  u s e d .  I f  t h i s  i s  t a k e n  i n t o  

a c c o u n t  ho we v e r ,  t he  me a s u r e me n t  o f  IgM c o n c e n t r a t i o n s  i s  

h e l p f u l  i n  t h e  r o u t i n e  m o n i t o r i n g  o f  t h e  d i s e a s e .  T h e r e  

i s  v a r i a b i l i t y  i n  p a t i e n t s  r e s p o n s e s  t o  t h e r a p y ,  and t h e  

n a t u r a l  c o u r s e  o f  t h e  d i s e a s e ,  b o t h  o f  w h i c h  i n f l u e n c e  

p a r a p r o t e i n  l e v e l s .  For  e x a m p l e ,  i t  i s  known t h a t  t he  

t u mo u r  t r a n s f o r m s ,  i n  s o me  c a s e s ,  t o  mo r e  l y m p h o m a t o u s  

d e v e l o p m e n t  and a s  a c o n s e q u e n c e ,  t h e  s erum p a r a p r o t e i n  

c o n c e n t r a t i o n  can f a l l  f r e e  f rom c h e m o t h e r a p e u t i c  e f f e c t s  

( Leonard e t  a l  1980) .
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C h r o n i c  l y n i p h o c y t i c  l e u k a e m i a  (CLL)  i s  a l s o  w i d e l y  

a c k n o w l e d g e c  t o  be  a B c e l l  n e o p l a s m ,  and i s  t h e  m o s t  

common o f  t he  c h r o n i c  l e uka r n i a s  i n  Ca u c a s i a n  p o p u l a t i o n s ,  

w n e r e  i t  f o r m s  25 % o f  l e u k a e m i a s  ( S w e e t  e t  a l  1 9 7 7 ) .  

D i a g n o s i s  o f  t he  d i s e a s e  i s  not  u s u a l l y  d i f f i c u l t  w i t h  a 

p e r i p h e r a l  b l o o d  l y m p h o c y t o s i s  o f  5 0 -  1 5 0 0 , 0 0 0  X 10^

c e l v L s / l i t r e  b e i n g  a maj or  d i a g n o s t i c  f e a t u r e .  The f i r s t  

c o m p r e h e n s i v e  r e v i e w  o f  CLL was  t h a t  o f  Turk ( 1 903) ,  t h i s  

be i ng ,  f o l l o w e d  by t h e  work o f  Mi not  & I s a a c s  ( 1924)  whi ch  

d e s c r i b e d  t h e  c l i n i c a l  f e a t u r e s  o f  t h e  d i s e a s e .  

D i s c u s s i o n s  o f  t h e  n a t u r a l  h i s t o r y  o f  t h e  d i s e a s e  w e r e  

p r o v i d e d  i n  t h e  1 960 s m o s t  n o t a b l y  by Gal  t on ( 1 9 6 6 )  and  

Dameshek ( 1 9 6 7 ) .  I t w a s  t h i s  l a t t e r  work by Dameshek whi c h  

foi i i i ed the b a s i s  f o r  the  now u n i v e r s a l l y  a c c e p t e d  c l i n i c a l  

s t a g i n g  s y s t e m  f o r m u l a t e d  by Rai  ( 1 9 7 5 ) ,  i n  w h i c h  t h e  

l y m p h o c y t o s i s  i s  a l i g n e d  w i t h  o t h e r  p a r a m e t e r s  s u c h  a s  

e n l a r g e d  l y m p h  n o d e s , s p l e e n  or l i v e r  t o  g i v e  a s t a g i n g  

s y s t e m wh i c h  g i v e s  an i d e a  o f  the p r o g n o s i s  of  the d i s e a s e  

a t  d i a g n o s i s .

Wi th r e g a r d  t o  t r e a t m e n t  o f  CLL, t h i s  l i k e  m y e l o m a ,  has  

p a l l i a t i v e  r a t h e r  than c u r a t i v e  ai ms .  Many p a t i e n t s  are  

a s y m p t o m a t i c  f o r  l o n g  p e r i o d s  o f  t h e i r  d i s e a s e ,  

p a r t i c u l a r l y  t h o s e  i n  Rai  S t a g e s  0,  , I -and I I  and many  

c e n t r e s  do n o t  t r e a t  t h e i r  a s y m p t o m a t i c  p a t i e n t s .  • 

T r e a t m e n t  f o r  s y m p t o m a t i c  S t a g e  I I I  ana  IV p a t i e n t s  i s  

v a r i a b l e  and d e p e n d s  on t h e  m e d i c a l  s t a t u s ,  t h e  bone  

marrow r e s e r v e  and any p r e v i o u s  t h e r a p e u t i c  r e s p o n s e s  from 

i n d i v i d u a l  p a t i e n t s .  The p r o g n o s i s  o f  p a t i e n t s  f a l l i n g  

i n t o  Rai  s t a g e s  I I I  and IV i s  g e n e r a l l y  p o o r  w i t h  a m e d i a n
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s u r v i v a l  o f  1 . 5  y e a r s  ( Ra i  e t  a l  1 9 8 4 ) .  P r e d n i s o n e  and 

c h l o r a m b u c i l  a r e  t h e  t w o  c o m m o n l y  u s e d  d r u g s  b u t  

c y c l o p h o s p h a m i d e ,  v i n c r i s t i n e  and p r e d n i s o n e  (COP) h a v e  

be e n  u s e d  i n  t r e a t m e n t .  The a d d i t i o n  t o  t h i s  r e g i m e  o f  

a d r i a m y c i r .  (CHOP) i s  s o m e t i m e s  b e n e f i c i a l .  R a d i a t i o n  

t herapy  i s  s o m e t i m e s  used p a r t i c u l a r l y  when p a t i e n t s  are  

r e f r a c t o r y  t o  drug t h e r a p y .  (Rai  e t  a l  1 984)

The a e t i o l o g y  o f  t he  d i s e a s e  r e m a i n s  o b s c u r e .  W h er  ea s 

i r r a d i a t i o n  p l a y s  a d e f i n i t e  r o l e  i n  t h e  c a u s e  o f  a c u t e  

l e u k a e m i a ,  no s u c h  r e l a t i o n s h i p  i s  c l e a r  i n  CLL. The mal e  

p r e d o m i n a n c e  i n  CLL may s u g g e s t  a h o r m o n a l  i n f l u e n c e  

( S w e e t  e t  a l  1 9 7 7 ) .  T h e r e  h a v e  b e e n  many r e p o r t s  o f  a 

fam i l a l  t e n d e n c y  f o r  CLL ( B l a t t n e r  e t  a l  1 976 , V i d e b a e k  

1 947) ,  but  t h e r e  i s  no c l e a r  p a t t e r n  o f  i n h e r i t a n c e  whi c h  

may s u g g e s t  t h a t  e n v i r o n m e n t a l  f a c t o r s  i n f l u e n c e  a g e n e t i c  

p r e d i  p o s i t i o n  t o  t h e  d i s e a s e .  Immune d e f i c i e n c y  s t a t e s  

such as  a ta xi  a - t e l  angi  e c t a  s i  a, W i s k o t t - A l d r i c h  syndrome as  

w e l l  a s  a g am ma g l  0 bul  i n a e m i a  a r e  a s s o c i a t e d  w i t h  an 

i n c r e a s e  i n  l y m p h o i d  n e o p l a s i a  ( D e n t ,  P e t e r s o n  & Good  

1968,  S c h w a r t z  U Andre-Schw ar t z  1966) ,  and s uch s t a t e s  may 

make t he  p a t i e n t  more s u s c e p t i b l e  t o  unknown 1 eukaernogeni  c 

f a c t o r s  i . e .  w i t h  d e f e c t i v e  i mmune  s u r v e i l l a n c e  i t  i s  

p o s s i b l e  t h a t  S a l m o n  & S e l  igm a n n ' s  ( 1 974)  " t wo  h i t "  

h y p o t h e s i s  may pl ay a p a r t  w i t h  s t i m u l a t i o n  o f  an o r i g i n a l  

m o n o c l o n a l  p o p u l a t i o n  by f o r  e x a m p l e  an o n c o g e n i c  v i r u s  

i n t o  a n e o p l a s t i c  c l o n e .

The d i s e a s e  i s  c h a r a c t e r i s e d  by an a c c u m u l a t i o n  o f  c e l l s  

r e s e m b l i n g  m o r p h o l o g i c a l l y  m a t u r e  l y m p h o c y t e s  w h i c h
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g r a d u a l l y  r e p l a c e  t h e  l y  mphor e t i  cul  ar ne t wor k ,  i n c l u d i n g  

p e r i p h e r a l  b l o o d ,  b o n e  ma r r o w,  l ymph n o d e s  and s p l e e n .  

The c e l l s  ha v e  a h i g h  n u c l e u s  t o  c y t o p l a s m  r a t i o  w i t h  t he  

c y t o p l a s m  o f t e n  f o r m i n g  o n l y  a t h i n  r i m a r o u n d  t h e  

n u c l e u s .  The m a t u r i t y  o f  t h e  n e o p l a s t i c  l y m p h o c y t e s  

i n v o l v e d  r e m a i n s  c o n t r o v e r s i a l .  The  s u r f a c e  

i m m u n o g l o b u l i n s ,  d e t e c t  a" b l  e by i m m u n o f l u o r e s c e n c e ,  

c o n s t i t u t e  t h e  m o s t  r e l i a b l e  m a r k e r  f o r  B c e l l s  

( P r e u d ' h o mm e  & S e l i g m a n n  1 9 7 2 b ) .  In t h e  m a j o r i t y  o f  CLL 

c a s e s ,  the s u r f a c e  i mmu n o g l o b u l i n  c o n s i s t s  o f  bot h  I g M and 

IgD,  but  t h e r e  i s  a r a n g e  o f  i s o  t y p e s  w h i c h  can o c c u r  a s  

s u r f a c e  i m m u n o g l o b u l i n  ( B r o u e t  d S e l i g m a n n  1 9 7 7 )  

i n d i c a t i n g  t h a t  t h e  p r e c i s e  s t a g e  i n  t h e  B c e l l  m a t u r a t i o n  

pathway a t  wh i c h  CLL E c e l l s  are  a r r e s t e d  i s  v a r i a b l e  and 

p o o r l y  d e f i n e d .

I t  was  t h o u g h t  t h a t  t he  i n c i d e n c e  of  p a r a p r o t e i n a e m i a  was  

l e s s  t h a n  10% b u t  t h i s  f i g u r e  w a s  a r r i v e d  a t  u s i n g  

c o n v e n t i o n a l  t e c h n i q u e s  ( M o o r e  e t  a l  1 9 7 0 ) .  

C o n s e q e u e n t l y ,  CLL was  c o n s i d e r e d  f o r  the  mos t  pa r t ,  to be  

"non- se  or e t o r y  " i n  n a t ur e .  Those p a t i e n t s  who we r e  known to  

s e c r e t e  m o n o c l o n a l  i m m u n o g l o b u l i n ,  d e t e c t a b l e  by 

c o n v e n t i o n a l  i mmuno e l e c t r o p h o r e s i s ,  w e r e  c o n s i d e r e d  t o  

form a s p e c i a l  c a s e ,  i n t e r m e d i a t e  b e t w e e n  the common form 

o f  CLL c h a r a c t e r i s e d  by t h e  a b s e n c e  o f  p a r a p r o t e i n a e m i a  

w i t h  a c o m p l e t e  b l o c k  i n  t h e  m a t u r a t i o n  p r o c e s s  and  

Wa l d e n s t r o ms  ma c r o g l o b u l i n a e r n i a .  Thi s  s i t u a t i o n  o c c u r s  t o  

s u c n  an e x t e n t  i n  some c a s e s ,  t h a t  i t  i s  d i f f i c u l t  t o  

d i s t i n g u i s h  CLL f rom W a l d e n s t r o m s  m a c r o g l o b u l i n a e r n i a  

( Z l o t n i c k  d Ro b i n s o n  1970) w i t h  p e r s i s t e n t  m a t u r a t i o n  of
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the p r o l i f e r a t i n g  c l o n e .

E x p e r i m e n t a l  s t u d i e s  i n  t h e  l a s t  decade  ha v e  f o r c e d  a r e 

a p p r a i s a l  o f  t h i s  v i e w ,  h o w e v e r .  E v i d e n c e  h a s  b e e n  

a c c u m u l a t i n g ,  mo s t l y  from "in v i t r o "  s t u d i e s ,  t h a t  t h e r e  

i s  a c i r c u l a t i n g  p a r a p r o t e i n  i n  t he  m a j o r i t y  o f  CLL c a s e s ,  

d e s p i t e  t he  f a i l u r e  o f  c o n v e n t i o n a l  t e c h n i q u e s  t o  show i t .  

Fu e t  a l  ( 1 974)  r a i s e d  an a n t i - i d i o t y p e  a n t i  serum a g a i n s t  

t h e  c i r c u l a t i n g  p a r a p r o t e i n  i n  2 CLL c a s e s  and f ound t h a t  

t h e r e  w a s  i d i o t y p i c  i d e n t i t y  b e t w e e n  t h e s e  p a r a p r o t e i n s  

and t h e  s u r f a c e  and c y t o p l a s m i c  i m m u n o g l o b u l i n s  o f  t he  2 

l e u k a e m i c  c l o n e s  i . e .  t h e  c i r c u l a t i n g  p a r a p r o t e i n s  had 

o r i g i n a t e d  f rom t he  l e u k a e m i c  c l o n e s .  The p a t i e n t s  us e d  i n  

t h e s e  s t u d i e s  we r e  s t i l l  c o n s i d e r e d  t o  form a s p e c i a l  c a s e  

and w e r e  t h o u g h t  s o m e w h a t  a t y p i c a l .  I t  w a s  n o t  u n t i l  

g r o u p s  l i k e  Hough e t  a l  ( 1 9 7 6 )  and S t e v e n s o n  e t  a l  (19&0)  

r a i s e d  a n t i - i d i o t y p e  a n t i s e r a  a g a i n s t  t h e  s u r f a c e  

i m m u n o g l o b u l i n  and n o t  a c i r c u l a t i n g  p a r a p r o t e i n  and  

showed t h a t  t he  e x p o r t  o f  IgM from t he  l e u k a e m i c  c e l l s  was  

a common e v e n t ,  t h a t  t he  r e - a p p r a i s a l  o f  tne "bl ock" s t a g e  

t ook p l a c e .  The i n f e r e n c e  from work l i k e  t h a t  o f  Fu e t  a l  

1 974 w a s  t h a t  t h e r e  i s  a s p e c t r u m  o f  t r a n s i t i o n  f o r m s  o f  

CLL c e l l s ,  but t h a t  t h i s  s pe c t r u m o f  c e l l  t y p e s  was  s t i l l  

r a t h e r  l i m i t e d .  H o w e v e r ,  t h e  m a j o r  i n f e r e n c e  f r o m t h e  

• a n t i - i d i o t y p e  s t u d i e s  by w o r k e r s  who r a i  s e  d "a nt  i  s e r  um 

a g a i n s t  s u r f a c e  i m m u n o g l o b u l i n  i s  t h a t  t h e  s p e c t r u m  o f  

m a t u r i t y  o f  CLL B c e l l s  i s  much w i d e r  and t h e  c e l l s  mor e  

h e t e r o g e n e o u s  i n  t ype  than had been s u p p o s e d  p r e v i o u s l y  i n  

CLL c a s e s  a s  a w h o l e .  N o t w i t h s t a n d i n g  t h e  o b s e r v a t i o n  

t n a t  s e r u m imm uno 0o bul  i  n r e a c t i v e  a g a i n s t  an a n t i -
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l y mp h o c y t e  s u r f a c e  i m m u n o g l o b u l i n  i c i o t y p e  a n t i  serum i s  a 

common o c c u r r e n c e  i n  CLL, i t  s t i l l  p r o v e d  i m p o s s i b l e  t o  

d e m o n s t r a t e  t h e  m o n o c l o n a l  n a t u r e  o f  t h e s e  p r o t e i n s ,  i n  

v i v o ,  u s i n g  c o n v e n t i o n a l  t e c h n i q u e s .  As t h i s  t h e s i s  w i l l  

s how,  i s o e l e c t r i c  f o c u s i n g  i s  v e r y  s e n s i t i v e  i n  t h e  

d e t e c t i o n  o f  s m a l l  q u a n t i t i e s  o f  mo n o c l o n a l  i mmu n o g l o b u l i n .  

I gH i s  t h e  m o s t  common c l a s s  o f  i mm un o g l  o-bul i n t o  be 

e x p o r t e d  by t h e  l e u k a e m i c  l y m p h o c y t e s  ( S t e v e n s o n  e t  a l  

1 9 8 0 ) ,  an i m m u n o g l o b u l i n  n o t o r i o u s l y  d i f f i c u l t  t o  d e a l  

w i t h  i n  t e r m s  o f  d e t e c t i o n  u s i n g  c o n v e n t i o n a l  

e l e c t r o p h o r e t i c  t e c h n i q u e s ,  b u t  o n e  w h i c h  i m m u n o -  

i s o e l e c t r i c  f o c u s i n g  d e t e c t s  mo r e  e a s i l y  wh e n  a t  l o w  

c o n c e n t r a t i o n s .  S t e v e n s o n  e t  a l  ( 1980)  s u g g e s t e d  t h a t  t he  

c o n c e n t r a t i o n / i d i o t y p i c  IgH wa s  r e l a t e d  to the s i z e  o f  t he  

c l o n e  and,  t h e r e f o r e ,  m o n i t o r i n g  o f  t he  c o n c e n t r a t i o n  o f  

I gM c o u l d  be u s e d  to c h a r t  t h e  p r o g r e s s  o f  t he  d i s e a s e .  

T h i s  i d e a  s e e m s  p l a u s i b l e  irj t h e  l i g h t  o f  f u r t h e r  

s u g g e s t i o n s  from P i e r s o n  e t  a l  ( I 9 8 O) and S t e v e n s o n  e t  al  

1983  i n  d i s c u s s i n g  a n o t h e r  tumour r e l a t e d  p r o d u c t  namel y  

B e n c e - J  o n e s  p r o t e i n  w h e n  t h e y  b o t h  s u g g e s t e d  t h a t  

m o n i t o r i n g  o f  u r i n a r y  B e n c e - J  o n e s  p r o t e i n  l e v e l s  may be 

u s e f u l  i n  m o n i t o r i n g  t her apy .

I d  The use o f  l a b o r a t o r y  t e c h n i q u e s  i n  B c e l l  n e o p l a s i a

One o f  the common f a c t o r s  l i n k i n g  tjpe n e o p l a s i a  d i s c u s s e d  

i n  t h i s  t h e s i s ,  i s  t h a t  t h e y  a r e  a s s o c i a t e d  t o  a g r e a t e r  

o r  l e s s e r  e x t e n t  w i t h  t h e  p r e s e n c e  o f  m o n o c l o n a l  

immunogl obul  i n .
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At p r e s e n t ,  t wo  o f  t h e  m o s t  w i d e l y  u s e d  m e t h o d s  f o r  

s c r e e n i n g  s e r a  f o r  m o n o c l o n a l  i m m u n o g l o b u l i n s  a r e  z o n a l  

and I m m u n o e l e c t r o p h o r e s i s  ( C a l l i h a n  e t  a l  1 9 8 3 ) ,  Zona l  

e l e c t r o p h o r e s i s  i s  v e r y  o f t e n  c a r r i e d  o u t  a s  a p r e l i m i n a r y  

p r o c e d u r e  on c e l l u l o s e  a c e t a t e  membranes  ( Ky l e  1 975)  and 

the medium o f  c h o i c e  f o r  imm unoel  e c tr ophore  s i  s i s  a g a r o s e  

( Smi t h  e t  a l  1930) .  I t  i s  w i d e l y  a c k n o wl e d g e d  t h a t  t h e s e  

m e t h o d s  a r e  s u f f i c i e n t l y  s e n s i t i v e  f o r  d e t e c t i o n  and  

c o r r e c t  i d e n t i f i c a t i o n  o f  p a r a p r o t e i n s  w h e n  t h e  

p a r a p r o t e i n  c o n c e n t r a t i o n  i s  h i g h  ( > 1 0 m g / m l ) .  H o w e v e r  

when t h e  p a r a p r o t e i n  l e v e l  i s  l o w  ( < 5 - 1 0  mg/  ml ) t h e n  

d i f f i c u l t i e s  a r i s e  when t h e s e  t e c h n i q u e s  are  used.  Wi th  

r e g a r d  t o  z o n a l  e l e c t r o p h o r e s i s  i n  e i t h e r  a g a r o s e  or 

c e l l u l o s e  a c e t a t e  membrane,  t he  mai n i n t e r f e r i n g  f a c t o r  i s  

p o l y c l o n a l  i m m u n o g l o b u l i n s  a l t h o u g h  o t h e r  serum p r o t e i n s  

c a n  a l s o  i n t e r f e r e .  When p a r a p r o t e i n  c o n c e n t r a t i o n  i s  

l o w ,  i t  b e c o m e s  i n c r e a s i n g l y  d i f f i c u l t  t o  d i s t i n g u i s h  a 

p a r a p r o t e i n  ban a f r o m  t h e  b a c k g r o u n d  s t a i n i n g  o f  

p o l y c l o n a l  i m m u n o g l o b u l i n .  I m m u n o e l e c t r o p h o r e s i s  r e l i e s  

on the use o f  a n t i - h e a v y  and a n t i - l i g h t  c h a i n  a n t i s e r a  to 

d e v e l o p  l i n e s  o f  p r e c i p i t a t i o n  wh i c h  can show wh e t h e r  t he  

serum c o n t a i n s  mo n o c l o n a l  i mm u n o g l o b u l i n  when compared t o  

t h e  s h a p e  o f  t h e  a r c s  f r o m a n o r ma l  s e r um ( Tho mps o n  & 

• S t o k e s  1 97 7) .  I t  i s  t-hi s q u a l i t a t i v e  i n t e r p r e t a t i o n  o f  

t h e  i  mm u n o e l  e c t r  o p h o r  e t i  c a r c  t h a t  p o s e s  many o f  t h e  

p r o b l e m s  a s s o c i a t e d  w i t h  t h e  t e c h n i q u e .  When t h e  

c o n c e n t r a t i o n  o f  a p u t a t i v e  mo n o c l o n a l  i mmu n o g l o b u l i n  i s  

l o w ,  t h e n  t h e  d e t e c t i o n  and  c o r r e c t  a s s e s s m e n t  o f  

l o c a l i s e d  d e v i a t i o n s  i n  t h e  a r c s  can be d i f f i c u l t .  T h i s  

s i t u a t i o n ,  when i t  a r i s e s ,  i s  u n a c c e p t a b l e  and i t  i s  i n
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t h e  b e s t  i n t e r e s t  o f  a l l  c o n c e r n e d  f o r  t h e  l a b o r a t o r y  t o  

i s s u e  u n e q u i v o c a l  r e p o r t s  wh e n e v e r  p o s s i b l e .  The p r a c t i c e  

i n  o u r  l a b o r a t o r y  wa s  t o  r e c o m m e n d  a r e v i e w  o f  t h e  

p a t i e n t s  s er um e v e r y  t h r e e  m o n t h s  u n t i l  t h e  a b n o r m a l i t y  

e i t h e r  r e s o l v e d  or  b e c a m e  u n e q u i v o c a l l y  m o n o c l o n a l  i n  

n a t u r e .

To o v e r c o me  d e l a y s  o f  t h i s  n a t u r e ,  an a l t e r n a t i v e  to t h e s e  

t e c h n i q u e s  w a s  s o u g h t .  S u c h  a t e c h n i q u e  had to be a s  

t e c h n i c a l l y  s i m p l e ,  a s  r e l i a b l e ,  a s  q u i c k  a n d  m o s t  

i m p o r t a n t l y ,  much mo r e  s e n s i t i v e  t h a n  t h e  m e t h o d s  u s e d  

prev i o u s l y .

l e  I s o e l e c t r i c  F o c u s i n g

I s o e l e c t r i c  f o c u s i n g  c o m b i n e s  s e n s i t i v i t y  and r e s o l u t i o n  

t o  make  i t  one  o f  t h e  b e s t  m e t h o d s  a v a i l a b l e  f o r  t he  

d e m o n s t r a t i o n  o f  t he  m i c r o h e t e r o g e n e i t y  or h o mo g e n e i t y  o f  

p r o t e i n s  ( R i g h e t t i  oc D r y s d a l e  1 9 7 4 ,  R o s e n  e t  a l  1 9 7 9 ) .  

T h i s  t h e s i s  w i l l  d e s c r i b e  t h e  d e v e l o p me n t  o f  a s cheme  f o r  

t h e  r o u t i n e  s c r e e n i n g  o f  p a t i e n t s ’ s e r a  f o r  m o n o c l o n a l  

i m m u n o g l o b u l i n s  by i s o e l e c t r i c  f o c u s i n g  i n  a g a r o s e  g e l s .  

I t  w i l l  s e t  o u t  t he  i d e a l  c o n d i t i o n s  n e c e s s a r y  t o  a c h i e v e  

s a t i s f a c t o r y  i d e n t i f i c a t i o n  o f  mo n o c l o n a l  i mmu n o g l o b u l i n s  

c o u p l e d  w i t h  t h e  f a c t o r s  o f  s e n s i t i v i t y ,  s p e e d ,  

r e l i a b i l i t y  and t e c h n i c a l  s i m p l i c i t y  m e n t i o n e d  a b o v e .  

T h e s e  f a c t o r s  w o u l d  h a v e  t o  be s u c h  t h a t  i s o e l e c t r i c  

f o c u s i n g  o f f e r e d  p o s i t i v e  a d v a n t a g e s  ove r  more r o u t i n e l y  

u s e d  t e c h n i q u e s  i n  s c r e e n i n g  f o r  p a r a p r o t e i n a e m i a .  The  

most  i m p o r t a n t  o f  t h e s e  f a c t o r s  a r e  probabl y  s e n s i t i v i t y  

a n Ü r e l i a b i l i t y .  I s o e l e c t r i c  f o c u s i n g ,  i f  i t  i s  to g a i n
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c r e d e n c e  a s  a r o u t i n e  t e c h n i q u e  mu s t  be s e n s i t i v e  and 

r e l i a b l y  so b o t h  i n  t e r m s  o f  c o r r e c t  i d e n t i f i c a t i o n  o f  

p a r a p r o t e i n s  and a l s o  t h e  p a r a p r o t e i n  c o n c e n t r a t i o n  r ange  

o v e r  whi c h  the t e c h n i q u e  can be used.  There  s h o u l d  not  be 

an o c c a s i o n  i n  w h i c h  a p a r a p r o t e i n  i s  d e t e c t a b l e  by 

imm u n o e l e  c t r  ophore  s i  s w h i l s t  r e m a i n i n g  u n d e t e c t a b l e  u s i n g  

imm u n o - i  s o e l  e c t r  i  c f o c u s i n g .  I ndeed,  t he  c o n v e r s e  must  be 

s h o wn  to be t r u e  i . e .  t h e r e  m u s t  be o c c a s i o n s  i n  w h i c h  

p a r a p r o t e i n a e m i a  i s  u n d e t e c t a b l e  by r o u t i n e  

imm u n o e l e  c t r o p h o r e s i  s and c l e a r l y  d e t e c t a b l e  by i mmu n o -  

i s o e l e c t r i c  f o c u s i n g .

T e c h n i c a l  s i m p l i c i t y  i s  a l s o  o f  i mp o r t a n c e .  A met hod f o r  

i s o e l e c t r i c  f o c u s i n g  m u s t  be a r r i v e d  a t  w h i c h  i s  n o t  

t e c h n i c a l l y  d e m a n d i n g  and  w h i c h  o f f e r s  g r e a t e r  e a s e  o f  

i n t e r p r e t a t i o n  than imm u n o e l e c  t r o p h o r e s i  s. Th i s  e a s e  o f  

i n t e r p r e t a t i o n  i s  r e l a t e d  c l o s e l y  to t h e  r e l i a b i l i t y  and 

s e n s i t i v i t y  m e n t i o n e d  above .

T h i s  t h e s i s  t h e n  w i l l  d e s c r i b e  c o n d i t i o n s  n e c e s s a r y  t o  

a c h i e v e  s a t i s f a c t o r y  r e s u l t s  w h i l s t  p e r f o r m i n g  up t o  the  

s t a n d a r d s  o u t l i n e d  above .  I t  w i l l  d e s c r i b e  t h e  p o s s i b l e  

r o l e  t h a t  i s o e l e c t r i c  f o c u s i n g  ( l EF)  and i t s  i mm u n o l o g i c a l  

c o u n t e r p a r t ,  i m m u n o - i s o e l  e c t r  i c f o c u s i n g  ( I I EF) ,  can pl ay  

i n  t he .  l a b o r a t o r y  management  o f  B c e l l  n e o p l a s i a .  I t  w i l l  

show how i s o e l e c t r i c  f o c u s i n g  c a n  be u s e d  t o  d e t e c t  

m o n o c l o n a l  i m m u n o g l o b u l i n s  and h a v i n g  d e t e c t e d  them t o  

i d e n t i f y  them w i t h  s u i t a b l e  r e l i a b i l i t y .  T h i s  w i l l  be 

s h o w n  t o  be  t h e  c a s e  b o t h  on o c c a s i o n s  w h e n  t h e  

p a r a p r o t e i n  i s  c l e a r l y  d e t e c t a b l e  u s i n g  r o u t i n e  t e c h n i q u e s
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and a l s o  on o c c a s i o n s  wh e n  i t  i s  n o t .  I t  w i l l  a l s o  show 

c o m p a r i s o n s  i n  s e n s i t i v i t y  b e t w e e n  i s o e l e c t r i c  f o c u s i n g ,  

immuno- i s o e l e c t r i c  f o c u s i n g ,  i m m un o e l e c t r  oph or e s i  s and  

z o n a l  e l e c t r o p h o r e s i s  f o l l o w e d  by imm u n o f i  x a t i o n ,  t he  

l a t t e r  b e i n g  a t e c h n i q u e  w h i c h  i s  g a i n i n g  i n  p o p u l a r i t y  

and,  i n  some l a b o r a t o r i e s ,  r e p l a c i n g  imm u n o e l e c  t r o p h o r e s i  s 

( Johnson 1 9 8 2 , Sun e t  a l  1 979 ,  Re i chert :  e t  a l  1 982) .

As w e l l  as  d e f i n i t e  i d e n t i f i c a t i o n  of  p a r a p r o t e i n s ,  a v e r y  

n e c e s s a r y  a s p e c t  o f  l a b o r a t o r y  m a n a g e m e n t  o f  

p a r a p r o t e i  n a e m i a  s i s  t h a t  t e c h n i q u e s  u s e e  s h o u l d  be  

q u a n t i t a t i v e  a s  w e l l  a s  q u a l  i  t i  ta  t i  v e i n  n a t u r e .  The  

t h e s i s  w i l l  d e s c r i b e  a m e t h o d  o f  q u a n t i f y i n g  m o n o c l o n a l  

i m m u n o g l o b u l i n s  w i t h  t he  use o f  I IEF wh i c h  i s  a p p l i c a b l e  

bo t h  to s erum and u r i n a r y  p a r a p r o t e i n s .  T h i s  w i l l  e n a b l e  

t h e  c o n c e n t r a t i o n s  o f  p a r a p r o t e i n s  t o  be m e a s u r e d  

t h r o u g h o u t  the c o u r s e  o f  d i s e a s e .  D e t e c t i o n  o f  r e l a p s e  o f  

t h e  d i s e a s e  may be p o s s i b l e  a t  an e a r l i e r  s t a g e  and t h e  

t e c h n i q u e  may a l s o  h e l p  i n  i n i t i a l  d i a g n o s i s  o f  

m y e l o m a t o s i s  w h i c h  c an  o f t e n  be a c c o p a n i e d  by a s t e a d y  

r i s e  i n  p a r a p r o t e i n  c o n c e n t r a t i o n  ( Ky l e  1982) .  These  two  

■poi nt s  s t e m f rom t h e  f a c t  t h a t ,  a s  t h i s  w or k w i l l  s ho w,  i t  

i s  p o s s i b l e  to d e t e c t  mo n o c l o n a l  i m m u n o g l o b u l i n s  when the  

p a r a p r o t e i n  c o n c e n t r a t i o n  i s  l o w  and t h e  t umour  l o a d  i s  

t h e r e f o r e  s m a l l e r ,  and c a n ,  t h e r e f o r e ,  be u s e d  o v e r  a 

l a r g e r  r a n g e  o f  t u mo u r  s i z e s  t h a n  w a s  p o s s i b l e  u s i n g  

imm u n o e l e  c t ro  phore s i  s .

T h e r e  a r e  o t h e r  a s p e c t s  r e g a r d i n g  t h e  u s e  o f  i s o e l e c t r i c  

f o c u s i n g  w h i c h  m a y  b e  o f '  s o m e  v a l u e  i n  m o n i t o r i n g
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m y e l o m a t o s i s .  B e n c e - J o n e s  p r o t e i n ,  or f r e e  m o n o c l o n a l  

l i g h t  c h a i n  i s  o f t e n  produce d  i n  e x c e s s  by the n e o p l a s t i c  

c e l l s  i n  mye l oma.  The c o n c e n t r a t i o n  o f  t h e s e  p r o t e i n s  may 

h a v e  a b e a r i n g  b o t h  on d i a g n o s i s  (Dam m a c o a U ' a l d e n s t r o m  

1 96 8) and m o n i t o r i n g  o f  m y e l o m a t o s i s .  The t h e s i s  w i l l  

d e s c r i b e  the use o f  i s o e l e c t r i c  f o c u s i n g  i n  m o n i t o r i n g  the  

serum c o n c e n t r a t i o n  o f  t h e s e  p r o t e i n s  i n  m y e l o m a t o s i s .  I t  

w i l l  a l s o  d e s c r i b e  t h e  d e t e c t i o n  o f  m o n o c l o n a l  

i m m u n o g l o b u l i n  i n  a c a s e  o f  "n o n - se  or e t o r  y " m y e l  om a and 

the i m p l i c a t i o n  of  t h i s  w i l l  be d i s c u s s e d .

In m y e l o m a t o s i s  t h e  v a s t  m a j o r i t y  o f  c a s e s  a r e  a s s o c i a t e d  

w i t h  t he  p r e s e n c e  o f  s er um or u r i n a r y  p a r a p r o t e i n a e m i a  

(Oken 1984)  but  t h e r e  a r e  o t h e r  B c e l l  n e o p l a s i a  wh i c h  are  

on o c c a s i o n  a s s o c i a t e d  w i t h  the p r e s e n c e  o f  p a r a p r o t e i n s .  

One o f  t h e s e  d i s e a s e s  i s  c h r o n i c  l y m p h o c y t i c  l e u k a e m i a .  

T h i s  d i s e a s e  a r i s e s  f r o m t he  p r o l i f e r a t i o n  o f  a c l o n e  o f  B 

c e l l s ,  but  u n l i k e  t h e  n e o p l a s t i c  c e l l s  i n  m y e l  om a, t h e r e  

i s  c o n t r o v e r s y  o v e r  t he  s t a g e  o f  m a t u r a t i o n  o f  CLL B 

c e l l s .  N e v e r t h e l e s s ,  t h e  r e p o r t e d  i n c i d e n c e  of  a s s o c i a t e d  

serum p a r a p r o t e i n a e m i a  i s  l e s s  than 10% and u s u a l l y  o f  I gH 

i s o  t y p e  ( Mo o r e  e t  a l  1 9 7 0 ,  A l e x a  ni  a n 1 9 7 5 ) .  T h i s  f i g u r e  

has been a r r i v e d  a t  u s i n g  c o n v e n t i o n a l  t e c h n i q u e s  such as  

i m m u n o e l  e c t r  o p h o r  e s i  s,  a t e c h n i q u e  w h i c h ,  a s  i s  s h o wn  

h e r e ,  i s  n o t  s e n s i t i v e  eno.ugh to d e t e c t  l o w  l e v e l s  o f  

s erum p a r a p r o t e i n s ,  e s p e c i a l l y  o f  t h e  IgM i s o t y p e .  The  

a p p l i c a t i o n  o f  i m m u n o - i s o  e l e c t r i c  f o c u s i n g  i n  t e s t i n g  a 

n u mb e r  o f  s e r a  f r o m  CLL p a t i e n t s  i s  s h o w n .  The  

c o r r e l a t i o n  b e t we e n  t he  i s o t y p e  o f  the serum p a r a p r o t e i n  

and t h e  i s o  t ype  o f  t he  i m m u n o g l o b u l i n  i n  t h e  c y t o p l a s m of
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t h e  p a t i e n t s  l e u k a e m i c  c e l l s  i s  d i s c u s s e d .  D e t a i l s  a r e  

a l s o  g i v e n  o n  t h e  m o l e c u l a r  s i z e  o f  t h e  p a r a p r o t e i n s .  By 

u s i n g  a n t i - i d i o t y p e  a n t i b o d i e s ,  i t  h a s  b e e n  s h o w n  t h a t  

t h e r e  i s  i d i o t y p i c  i d e n t i t y  b e t w e e n  s u r f a c e  

i m m u n o g l o b u l i n ,  c y t o p l a s m i c  i m m u n o g l o b u l i n  a n d  s e r u m  

p a r a p r o t e i n  ( H o u g h  e t  a l  1 9 7 6 ;  S t e v e n s o n  e t  a l  1 9 & 0 ;  F u  e t  

a l  1 9 7 9 ) .  T h i s  t h e s i s  w i l l  r e p o r t  o n  t h i s  a s p e c t  i n  o n e  

p a t i e n t  w i t h  CLL.

In a z o n a l  e l e c t r o p h o r e s i s  o f  normal  human serum t he  gamma 

r e g i o n  i s  s m o o t h  and f r e e  o f  b a n a s .  T h i s  i s  b e c a u s e  t h e  

m u l t i p l e  c l  o n ^ f  . s e c r e t i n g  i m m u n o g l o b u l i n  c o n t r i b u t e  

e q u a l l y  t o  t h i s  r e g i o n  ( W i l l i a m s o n  e t  a l  1 9 7 3 ) .  The 

i s o e l e c t r i c  f o c u s i n g  p a t t e r n s  o f  200 i n d i v i d u a l s  ov e r  t he  

a g e  o f  45 i s  d e s c r i b e d  i n  an a t t e m p t  t o  e s t a b l i s h  an 

i n c i d e n c e  o f  abnormal  i mm u n o g l o b u l i n  p r o f i l e s  i n  t h i s  age  

group.  In a d d i t i o n ,  abncrmial  i mmu n o g l o b u l i n  p r o f i l e s  i n  

Non Hodgki ns  l ymphoma and Hodgki n’ s D i s e a s e  ar e  d e s c r i b e d  

i n  a s m a l l  numbe r  o f  p a t i e n t s  w h o s e  s e r u m w a s  s e p a r a t e d  

u s i n g  i s o e l e c t r i c  f o c u s i n g .

I t  i s  c l e a r  t h a t  a m a j o r  p a r t  o f  t h i s  w o r k  i s  c o n c e r n e d  

w i t h  t h e  u s e  o f  i s o e l e c t r i c  f o c u s i n g  a s  e i t h e r  a 

s u p p l e m e n t  or  an a l t e r n a t i v e  t o  r o u t i n e  e l  e c t r  oph or e t  i  c 

t e c h n i q u e s .

T h e  h i s t o r y  o f  t h e  t e c h n i q u e  i s  r e l a t i v e l y  s h o r t ,  d a t i n g  

b a c k  t o  t h e  e a r l y  1 9 6 0  s  w h e n  S v  e  n s  s o n  d e v e l o p e d  t h e  

t e c h n i q u e  a s  i t  i s  k n o w n  t o d a y  ( S v e n s s o n  ( 1 9 6 1 a ,  b )  ; 

S v e n s s o n  1 9 6 2 )  w i t h  b a c k g r o u n d  i n f o r m a t i o n  w h i c h  h a d  b e e n  

p r e v i o u s l y  s u p p l i e d  by  K o l i n  ( K o l i n  1 9 5 4 ;  K o l i n  1 9 5 5  a ,  b )
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and,  e a r l i e r  I ke da and S u z u k i  ( I k e d a  u S u z u k i  1 9 1 2 ) .  

S i n c e  t he  1 96 0 s ,  i s o e l e c t r i c  f o c u s i n g  has  befti<ipre-emi nent  

e l e c t r o p h o r e t i c  t e c h n i q u e  c o m b i n i n g  h i g h  r e s o l u t i o n  o f  

p r o t e i n s  w i t n  t e c h n i c a l  s i m p l i c i t y .

The f i e l d s  o f  ' a p p l i c a t i o n  i n  whi c h  t he  t e c h n i q u e  has  found  

u s e  h a v e  b e c o m e  v e r y  w i d e  and v a r i e d .  A.s w e l l  a s  a 

• r e s e a r c h  t o o l  w h i c h  can show he t e r  o^o ne i ty i n a p r o t e i n  

m i x t u r e  w h i c h  h a d  a p p e a r e a  ho [no g e n o  us  u s i n g  o t h e r  

t e c h n i q u e s ,  v a r i o u s  a p p l i c a t i o n s  hav e  been d e v e l o p e d  whi c h  

have a d i r e c t  c l i n i c a l  a p p l i c a t i o n .

X 1 a n t i t r y p s i n ,  t h e  m a j o r  p r o t e a s e  i n h i b i t o r  i n  human  

serum h a s  p h e n o t y p e s  w h i c h  can be  r e s o l v e d  by IE F i n t o  

f i v e  m a j o r  f r a c t i o n s  ( J e p p s o n  1 9 7 7 ) .  A d e f i c i e n c y  i n  

p h e n o t y p e  P i - Z  i s  a s s o c i a t e d  w i t h  p u l m o n a r y  e mp h y s e ma .  

T h i s  d e f i c i e n c y  ha s  b e e n  f o u n d  t o  be d i a g n o s e d  w i t h  much  

g r e a t e r  e a s e  than wa s  f o r m e r l y  p o s s i b l e  u s i n g  s t a r c h  g e l  

e l e c t r o p h o r e s i s  f o l l o w e d  by c r o s s e d  i mmunoel  e c t r  ophor e s i  s. 

H a e mo g l o b i n s  and t h e i r  v a r i a n t s  are  pr obab l y  the group o f  

p r o t e i n s  mo s t  s t u d i e d  by lEF.  More than 200 h a e mo g l o b i n  

v a r i a n t s  have  so f a r  been d e s c r i b e d  (Bunn 1977)  and IE F i s  

p r o b a b l y  now t h e  m e t h o d  o f  c h o i c e  i n  d e s c r i  bi  n'g t h e s e  

v a r i a n t s .  F o r t u n a t e l y ,  m o s t  h a e m o g l o b i n  v a r i a n t s  are o f  

g e n e t i c  i n t e r e s t  o n l y , but an i n c r e a s i n g  number have  been  

a s so c i  a t e  d ■ w i  th d i s e a s e s .  Only a very  minor change  i n  the  

a m i n o  a c i d  s e q u e n c e  can c a u s e  a ma r k e d  a l t e r a t i o n  i n  t h e  

f u n c t i o n  o f  t h e  m o l e c u l e .  Thus ,  v e r y  s e n s i t i v e  m e t h o d s  

a r e  r e q u i r e d  t o  d e t e c t  t h e s e  v a r i a n t s .  As w e l l  a s  

d e t e c t i n g  t he  many h a e m o g l o b i n  v a r i a n t s ,  IE F can a l s o  be 

u s e d  t o  m o n i t o r  t h e  a v e r a g e  b l o o d  g l u c o s e  l e v e l  i n
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p a t i e n t s  w i t h  d i a b e t e s  m e l l  i  t u s  (Dunn e t  a l  1 97 8 ) .  T h i s  

i s  a c h i e v e d  by s t u d y  o f  a g r o u p  o f  g l y c o s y l a t e d  

h a e m o g l o b i n s  o f  w h i c h  t h e  b e s t  known i s  HbAj^  ̂ and a r e  

d e r i v e d  f r o m a p o s t  s y n t h e t i c  m o d i f i c a t i o n  o f  K bA ( *<.,p ).

accum ul a t e s  g l u c o s e  t h r o u g h o u t  t h e  l i f e s p a n  o f  t he  red  

c e l l  a t  a r a t e  d e p e n d a n t  upon t h e  a v e r a g e  b l o o d  s u g a r  

l e v e l .  Thus,  t h i s  p r o v i d e s  an i n d e x  o f  a d i a b e t i c s  b l o o d  

g l u c o s e  c o n e n t r a t i o n  o v e r  a l o n g  p e r i o d  o f  t i m e ,  a 

me a s ur e me nt  wh i c h  g i v e s  more i n f o r m a t i o n  t han i s  a v a i l a b l e  

froia t e s t s  w n i c h  m e a s u r e  g l u c o s e  l e v e l s  d i r e c t l y  f r o m a 

s i n g l e  b l o o d  s a mpl e .

As w e l l  a s  w o r k  on w h o l e  b l o o d  and s e r u m ,  i s o e l e c t r i c  

f o c u s i n g  h a s  be e n  u s e d  e x t e n s i v e l y  i n  t h e  a n a l y s i s  o f  

e x t r a c e l l u l a r  body f l u i d s  s u c h  as  c e r e b r o s p i n a l  f l u i d ,  

s a l i v a  and u r i n e .  W i t h  re  gar  o t o  t h e  f i r s t  o f  t h e s e ,  

c e r e b r o s p i n a l  f l u i d ,  m u l t i p l e  s c l e r o s i s  i s  one c o n d i t i o n  

whose  d i a g n o s i s  nas  been h e l p e d  m o s t  f o l l o w i n g  the use of  

i s o e l e c t r i c  f o c u s i n g .  D e l m c t t e  and G o u s e t t e  ( 1 9 7 7 )  

c o m p a r e d  t he  u s e f u l n e s s  o f  lEF w i t h  o t h e r  c e r e b r o s p i n a l  

f l u i d  e x a m i n a t i o n s  i n  262  m u l t i p l e  s c l e r o s i s  p a t i e n t s  and 

f o u n d  t h a t  t h e  o l i  go c l o n a l  i m m u n o g l o b u l i n s  f o u n d  i n  t he  

d i s e a s e  w e r e  d e t e c t a b l e  i n  91% o f  t h e s e  s u b j e c t s  when  

t e s t e d  by i s o e l e c t r i c  f o c u s i n g .  Th i s  f i g u r e  was  compared  

w i t h  an a p p a r e n t  i n c i d e n c e  o f  o n l y  6 5% o f  t h e  s ame  g r o u p  

When t e s t e d  by agar  g e l  e l e c t r o p h o r e s i s .

Abraham e t  a l  ( 1 9 7  4) u s e d  i  s e l  e c t r  i  c f o c u s i r i g  t o  p r o v i d e  

d a t a  whi c h  s u p p o r t e d  the c o n c e p t  t h a t  serum and s a l i v a r y  

IgA have  a common s y n t h e t i c  o r i g i n .  The s t udy of  s a l i v a r y  

e n z y m e s  h a s  b e n e f i t t e d  f r o m  t h e  u s e  o f  i s o e l e c t r i c
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I c c u s i r i g ,  p a r t i c u l a r l y  t h e  s t u d y  o f  ^ a m y l a s e  ( B e e l e y  

1975)

Renal  d i s o r d e r s  a r e  o f t e n  a c c o mp a n i e d  by marked i n c r e a s e s  

i n  t he  c o n c e n t r a t i o n  o f  c e r t a i n  p r o t e i n s ,  many o f  w h i c h  

a r e  r e a d i l y  d e t e c t a b l e  u s i n g  i s o e l e c t r i c  f o c u s i n g .  

V e s t e r b ' e r g  ( 1 9 7 4 ) u s e d  i s o e l e c t r i c  f o c u s i n g  t o  

d i f f e r e n t i a t e  b e t we e n  g l o m e r u l a r  and t u b u l a r  m a l f u n c t i o n s .  

G l o m e r u l a r  m a l f u n c t i o n s  a r e  o f t e n  c n a r a c t e r i  s e a  by 

i n c r e a s e d  a l b u m i n  ba n ds  and t u b u l a r  m a l f u n c t i o n s  by a 

c o n s p i c u o u s  p z  m i c r o g l o b u l i n  band.

U r i n a r y  f r e e  l i g h t  c h a i n s  a r i s i n g  m o s t l y  f rom B c e l l  

n e o p l a s i a  a r e  w e l l  known and h a v e  b e e n  w i d e l y  s t u d i e d .  

I s o e l e c t r i c  f o c u s i n g  c a n  be u s e d ,  a s  t h i s  t h e s i s  w i l l  

s h o w ,  t o  d e t e c t  a n d  m o n i t o r  B e n c e - J  o n e s  p r o t e i n  

c o n c e n t r a t i o n s .  A r e p o r t  by Coward e t  a l  ( 1 9 8 4 )  has  

s u g g e s t e d  t h a t  t h e  i s o e l e c t r i c  p o i n t  o f  B e n c e -  J o n e s  

p r o t e i n  m ay i n d i c a t e  t h e  d e g r e e  o f  ne p h r o t o x i c i t y ,  i n  

tna t  B e n c e - J  o n e s  p r o t e i n  w i t h  a h i g h  i s o e l e c t r i c  p o i n t  i s  

t h o u g h t  to c a u s e  more r e n a l  damage,  a maj or  c o m p l i c a t i o n  

i n  m u l t i p l e  myel oma f o r  e xampl e .

In a c e l e b r a t e d  l e g a l  c a s e  i n  A u s t r a l i a ,  i s o e l e c t r i c  

f o c u s i n g  was  used by t he  Go v e r n me n t - F o o d  I n s p e c t o r a t e  to 

show t h a t  a company  had b e e n  s u b s t i t u t i n g  a c h e a p e r  

s p e c i e s  o f  f i s h  f o r  a much more  e x p e n s i v e  s p e c i e s  i n  i t s  

pr o d u c t s .  T h i s  was  done by f o c u s i n g  t h i n  l a y e r s  o f  mu s c l e  

f rom t he  e x p e n s i v e  f i s h  and c o m p a r i n g  t h e  r e s u l t s  w i t h  

t e s t s  done on t h e  company' s  " s u b s t i t u t e  product".  P r o t e i n
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p a t t e r n s  b e t we e n  f i s h  s p e c i e s  vary c o n s i d e r a b l y  and so t he  

f r a u d  wa s  d e t e c t e d  and p r o s e c u t i o n s  e n s u e d  (LKB S c i e n c e  

T o o l s  1 9 8 4 ) ,  T h i s  t y p e  o f  w o r k  h a s  be e n  c a r r i e d  o u t  on 

o t her  s p e c i e s  e.g.  d i s t i n g u i s h i n g  be t we e n  c e r t a i n  s p e c i e s  

o f  t a p e w o r m and a l s o  d i f f e r e n t  s t r a i n s  o f  E c h i n o  co e c u s  

g r a n u l e s  u s , a p a r a s i t e  o f  m a j o r  e c o n o m i c  i m p o r t a n c e  i n  

some p a r t s  o f  t he  w o r l d  (Kum ar a t i l  ake and Thomson 1 979) .

Th e  t e c h n i q u e  o f  i s o e l e c t r i c  f o c u s i n g  i s  a n  

e l e c t r o p h o r e t i c  s e p a r a t i o n  but  i n s t e a d  o f  b e i n g  c a r r i e d  

o u t  a t  c o n s t a n t  pH, i t  i s  c a r r i e d  o u t  i n  a pH g r a d i e n t .  

T h i s  g r a d i e n t  i s  e s t a b l i s h e d  b e t w e e n  t w o  e l e c t r o d e s  and  

s t a b i l i s e d  by s u b s t a n c e s  known a s  c a r r i e r  a m p h o l y t e s .  

P r o t e i n s  p l a c e d  i n  t h i s  g r a d i e n t  w i l l  m i g r a t e  u n t i l  they  

a l i g n  t h e m s e l v e s  a t  a p o i n t  a t  w n i c h  t n e y  p o s s e s s  no n e t  

c h a n g e .  I s o e l e c t r i c  f o c u s i n g ,  t h e r e f o r e ,  i s  an  

e q u i l i b r i u m  t e c h n i q u e  wh i c h  c o n c e n t r a t e s  p r o t e i n s  a t  t h i s  

i s o e l e c t r i c  p o i n t  ( p i ) .

S v e n s s o ^ f  r e c o g n i s e d  t h e  i mp o r t a n c e  o f  t he  e l e c t r o c h e m i c a l  

r e a c t i o n s  t a k i n g  p l a c e  a t  the anode  and c a t ho d e .

Anode R e a c t i o n  6H-  0 —► 0 t  i+a

Cat hode  R e a c t i o n  4H%0 + 4 e  2 + W-off

The e s s e n t i a l  f e a t u r e  o f  t h e s e  r e a c t i o n s  i s  t h a t  t he  anode  

b e c o m e s  a c i d i c  and c a t h o d e  be c o m e s  a l k a l i n e  un d e r  an 

e l e c t r i c  c u r r e n t .

I f  a s i m p l e  ami no a c i d  i s  c o n s i d e r e d  e . g.  g l y c i n e ;  a t  h i g h  

pH g l y c i n e  i s  n e g a t i v e l y  c h a r g e d  and a t  l o w  pH i t  i s
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p o s i t i v e l y  c h a r g e e  i . e .

COOH coo^
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A m o l e c u l e  l i k e  t h i s  i s  t h e r e f o r e  s a i d  t o  nave  a m p h o t e r i c  

p r o p e r t i e s  a s  i t s  c h a r g e  i s  d e p e n d e n t  on pH. A pH e x i s t s ,  

t h e r e f o r e  a t  w h i c h  g l y c i n e  h a s  no n e t  c h a r g e ;  t h i s  p o i n t  

i s  d e f i n e d  a s  t h e  i s o e l e c t r i c  p o i n t .  T h i s  c o n s t i t u t e s  an  

i m p o r t a n t  b i o c h e m i c a l  pa r a me t e r  d e s c r i b i n g  e ach  p r o t e i n .  

Under  t h e  i n f l u e n c e  o f  a f i e l d  s t r e n g t h ,  a l l  a m p h o t e r i c  

m o l e c u l e s  w i l l  m i g r a t e  t o w a r d s  t h e i r  pi  w h e r e  t h e y  w i l l  

t e n d  to c o n c e n t r a t e .  I f  an a m p h o t e r i c  m o l e c u l e  h a s  any 

b u f f e r i n g  c a p a c i t y  a t i t s  p i ,  t h e n  a s m a l l  pH p l a t e a u  w i l l  

d e v e l o p  around t he  maximum c o n c e n t r a t i o n .  I f  s u f f i c i e n t  

d i f f e r e n t  a m p h o t e r i c  s p e c i e s  a r e  i n t r o d u c e d  i n t o  t h e  f i e l d  

e a c h  w i t h  d i f f e r e n t  p i  and s u i t a b l e  b u f f e r i n g  c a p a c i t y  

t hen a c o n t i n u o u s  pH g r a d i e n t  w i l l  form.  T h e r e f o r e ,  i n  an 

e s t a b l i s h e d  pH g r a d i e n t ,  i f  g l y c i n e  i s  a p p l i e d  a t  t he  

anode,  i t  i s  p o s i t i v e l y  c har ge d  and w i l l  m i g r a t e  t hrough  

the g r a d i e n t  to t hat  p o i n t  whe r e  i t  c a r r i e s  no ne t  c har ge ,  

i t s  i s o e l e c t r i c  p o i n t .  S i m i l a r l y ,  a l l  g l y c i n e  m o l e c u l e s  

r e g a r d l e s s  o f  t h e i r  p o i n t s  o f  a p p l i c a t i o n ,  w i l l  m i g r a t e  to 

t h e i r  i s o e l e c t r i c  p o i n t  and w i l l  c o n c e n t r a t e ,  or f o c u s  i n  

t h a t  r e g i o n .  T h i s  a b i l i t y  t o  f o c u s  p r o t e i n s  i n  a d e f i n e d  

a r e a  o f  a pH g r a d i e n t  i s  t h e  b a s i s  o f  t h e  e x t r a o r d i n a r y  

r e s o l v i n g  power o f  i s o e l e c t r i c  f o c u s i n g .
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I k e  da and S u z u k i  i n  19 1 2  made  t e n t a t i v e  s t e p s  t o w a r d s  

g e n e r a t i n g  a n a t u r a l  pH g r a c i e n t .  They t r i e d  t o s e p a r a t e  

a mi n o  a c i d s  i n  a t h r e e  chambered a p p a r a t u s ,  t he  chambers  

b e i n g  s e p a r a t e d  by membranes .  Under t h e s e  c o n d i t i o n s ,  the  

most  b a s i c  ami no  a c i d s  c o n c e n t r a t e d  near  the  c a t h o d e  and 

a c i d i c  a mi n o  a c i d s  a t  t h e  a n o d e .  The c o n s t i t u e n t  ami no  

a c i d s  c o n g r e g a t e d  a t  t h e i r  i s o e l e c t r i c  p o i n t s ,  but b e c a u s e  

o f  t h e  f a c t  t h a t  d i f f e r e n t  a mi n o  a c i d s  hav e  d i f f e r e n t  

c o n d u c t i v i t i e s  and b u f f e r i n g  c a p a c i t i e s ,  t he  pH g r a d i e n t  

f o r m e d  wa s  u n s t a b l e  and i l l - d e f i n e d .  Tne n e x t  s t e p  i n  

t h e  p r o c e s s  c a m e  w h e n  K o l i n ,  i n  1 9 5 4 ,  a t t e m p t e d  t o  

c o n s t r u c t  an a r t i f i c i a l  pH g r a d i e n t  i  n a s u c r o s e  d e n s i t y  

g r a d i e n t  i . e .

0

acidic buffer U  bas.l buffer

The drawback w i t h  t h i s  a p p a r a t u s  was  t h a t  t he  pH g r a d i e n t  

was  . u n s t a b l e  o v e r  l o n g  p e r i o d s .  S v e n s s o n s  work f o l l o w e d  

on f rom t h i s  i n  i t s  a t t e m p t s  t o  m a n u f a c t u r e  a s t a b l e  

a r t i f i c i a l  pH g r a d i e n t .  Al t hough he d e f i n e d  v i r t u a l l y  a l l  

o f  t h e  i m p o r t a n t  r e q u i r e m e n t s  o f  c a r r i e r  a m p h o l y t e s ,  he  

c o u l d  f i n d  no s u i t a b l e  compounds.  Ca r r i e r  a mp h o l y t e s  had 

t o  h a v e  a h i g h  b u f f e r i n g  c a p a c i t y  a t  t h e i r  p i .  T n i s  

r e q u i r e m e n t  m e a n t  t h a t , a m i  no a c i d s  c o u l d  n o t  be u s e d  

s u c c e s s f u l l y ,  thus  e x p l a i n i n g  t h e  u n s u c c e s s f u l  r e s u l t s  o f  

I k e  da & S u z u k i .  The o t h e r  i m p o r t a n t  f e a t u r e  o f  t h e  

a m p h o l y t e s  b u f f e r i n g  c a p a c i t y  i s  t h a t  i t  mu s t  be e v e n  

a c r o s s  t h e  w h o l e  o f  t h e  pH g r a d i e n t .  I f  t h i s  i s  n o t  so  

t h e n  t h e  s t a b i l i t y  o f  t h e  g r a d i e n t  w i l l  be a d v e r s e l y
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a f f e c t e d .

The c o n d u c t i v i t y  o f  t he  a mp h o l y t e  must  a l s o  be c o n s i d e r e d .  

I f  a p a r t i c u l a r  c a r r i e r  a m p h o l y t e  h a s  an e x t r e m e l y  l o w  

c o n d u c t i v i t y  a t  one  p o i n t  t h e n  t h i s  p a r t  o f  a g e l  f o r  

e x a mp l e ,  w i l l  have  a ni^h p o t e n t i a l  d i f f e r e n c e  a c r o s s  i t .  

Th i s  f a c t o r  has  t wo  i m p o r t a n t  c o n s e q u e n c e s .  F i r s t l y ,  the  

t e m p e r a t u r e  i s  v e r y  mu c h  h i g h e r  l o c a l l y ,  w i t h  t h e  

p o s s i b l i t y  o f  t h e  s a m p l e  b e i n g  d e n a t u r e d  or  t h e  g e l  

s u f f e r i n g  e x c e s s i v e  e v a p o r a t i o n  o f  w a t e r .  S e c o n a l y ,  an 

a r e a  l i k e  t h i s  c a u s e s  t h e  r e s t  o f  t h e  g e l  t o  h a v e  a l o w e r  

f i e l d  s t r e n g t h ,  t h u s  g i v i n g  p o o r e r  r e s o l u t i o n .  The  

n u m b e r s  o f  c a r r i e r  a m p h o l y t e s  p r e s e n t  a f f e c t  t h e  

s m o o t h n e s s  o f  t he  pH g r a d i e n t ,  w i t h  a s  h i g h  a number  o f  

i n d i v i d u a l  c a r r i e r  a m p h o l y t e s  a s  p o s s i b l e  b e i n g  d e s i r a b l e .  

At the same t i m e  howe ve r ,  t h e s e  mus t  no t  i n t e r a c t  w i t h  t he  

s a m p l e  p r o t e i n s  and m u s t  a l s o  be n o n - t o x i c  and n o n 

car ci  n o g e n i c .

The f i r s t  s u c c e s s f u l  s y n t h e s i s  o f  a r t i f i c i a l  a m p h o l y t e s  

was  a c h i e v e d  by V e s t e r b e r g  and Sv e ns s on  ( 1966) who c o u p l e d  

c a r b o x y l i c  a c i d  r e s i d u e s  t o  p o l y e t h y l e n e  p o l y  a m i n e s .  

R e c e n t  a d v a n c e s  by c o mme r c i a l  c o mp a n i e s  have  i mproved on 

t h e s e  f i r s t  a r t i f i c i a l  a mp h o l y t e s  g i v i n g  a modern produc t  

w h i c h  g i v e s  more  u n i f o r i u  and r e l i a b l e  r e s u l t s  u s i n g  an 

e x t r e m e l y  l ar , ge  number o f  d i f f e r e n t  a m p h o l y t e s  a l l  w i t h  

s l i g h t l y  d i f f e r e n t  i s o e l e c t r i c  p o i n t s .

O r i g i n a l l y ,  i s o e l e c t r i c  f o c u s i n g  was  d e v e l o p e d  f o r  use i n  

v e r t i c a l  c o l u mn s  w i t h  s t a b i l i s a t i o n  by d e n s i t y  g r a d i e n t s
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of  s u c r o s e  or g l y c e r o l .  F l a t  bed i s o e l e c t r i c  f o c u s i n g  was  

i n t r o d u c e d  and f o r  a n a l y t i c a l  w o r k  f o u n d  to be e v e r m o r e  

u s e f u l  (Awdeh e t  a l  1 96 8) .  P o l y a c r y l a m i d e  was  used as  t he  

s u p p o r t  medium f o r  i s o e l e c t r i c  f o c u s i n g  and,  i n d e e d ,  u n t i l  

r e c e n t l y ,  has  been t h e  medium of  c h o i c e .  Other medi a  we r e  

t r i e d ,  n o t a b l y  a g a r o s e ,  bu t  t h e  m a i n  a d v a n t a g e  t h a t  

p o l y a c r y l a m i d e  had ove r  a l t e r n a t i v e  medi a  was  t h a t  be c a us e  

i t  i s  a v i r t u a l l y  u n c h a r g e d  p o l y m e r ,  i t  na s an e x t r e m e l y  

l o w  e l  e c t r  o - e n d o o s m  o t i  c e f f e c t .  A l m o s t  a l l  t h e  s e v e r e  

p r o b l e ms  e n c o u n t e r e d  i n  a g a r o s e  i s o e l e c t r i c  f o c u s i n g  are  

r e l a t e d  i n  s o m e  wa y  t o  t h i s  p h e n o m e n o n .  El  e c t r  o -  

e n d o o s m o s i s  o c c u r s  wh e n  t h e  f i x e d  c h a r g e s  on t h e  g e l  

m a t r i x  a t t r a c t  c o u n t e r  i o n s ,  thus  maki ng  t h e  l i q u i d  l a y e r  

c l o s e  the s u r f a c e  carry  a ne t  c h a r g e  wh i c h  i s  o p p o s i t e  t o  

t h a t  o f  t h e  s u r f a c e .  Then,  when a c u r r e n t  i s  a p p l i e d ,  

t h i s  l i q u i d  m i g r a t e s  c a u s i n g  e l e c t r  o - e n d o o s m  o t i c  f l o w .  

T h i s  p h e n o me n o n  i s  o ne  o f  t h e  m a j o r  c a u s e s  o f  g r a d i e n t  

d r i f t  i . e .  u n s t a b l e  pH g r a d i e n t .  C l a s s i c a l l y ,  i t  i s  s e e n  

a s  a d e c r e a s e  i n  c a t h o d i c  pH and f l a t t e n i n g  o f  t he  a n o d i c  

pH g r a d i e n t ,  h e n c e  i t s  o t h e r  name c a t n o d i c  d r i f t .  I t  was  

t h e  o c c u r r e n c e  of  u n ma na g e a b l e  e l  e c t r  o - e ndoo  sm o s i  s and i t s  

a t t e n d a n t  e f f e c t s  t h a t  h i n d e r e d  t h e  d e v e l o p m e n t  o f  

i s o e l e c t r i c  f o c u s i n g  i n  a g a r o s e .  An a g a r o s e  c o u l d  n o t  be 

p r o d u c e d  w h i c h  w a s  f r e e  o f  e l e c t r o - e n d o o s m o t i c  e f f e c t s .  

D i f f e r e n t  a g a r o s e s  w e r e  p u r i f i e d ;  a t t e m p t s  w e r e  made t o  

r e d u c e  EEO by a d d i n g  s u b s t a n c e s  s u c h  a s  s o r b i t o l ,  

g l y c e n o l ,  d e x t r a n  and o t h e r s  but  i t  b e c a me  a p p a r e n t  t h a t  

the p r e p a r a t i o n  o f  a c o m p l e t e l y  c h a r g e  f r e e  a g a r o s e  by the  

above  means  o f  c h e m i c a l  m o d i f i c a t i o n  was  u n l i k e l y  to me e t  

w i t h  much s u c c e s s ,  a s  even t i n y  amounts  o f  r e s i d u a l  c ha r g e
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on t h e  a g a r o s e  c a u s e d  c o n s i d e r a b l e  g r a d i e n t  d r i f t .  

E v e n t u a l l y ,  h o w e v e r ,  s t a b l e  p o s i t i v e  c h a r g e s  w e r e  

i n t r o d u c e d  and bound t o  t h e  a g a r o s e  p o l y m e r  by s t a b l e  

l i n k a g e s .  T h i s  na c t h e  e f f e c t  o f  m i n i m i s i n g  t h e  e f f e c t s  

o f  e l e c t r  o - e n d o o s m  o s i  s.  I t  t h e n  b e c a m e  p o s s i b l e  t o  

p e r f o r m  i s o e l e c t r i c  s e p a r a t i o n . c f  p r o t e i n s  i n  a g a r o s e .  

P o l y a c r y l a m i d e  d o e s  n o t .  s u f f e r  t h e  s ame  p r o b l e m s  a s  

a g a r o s e  d i d  when u s e d  a s  a s u p p o r t  me di u m.  H o w e v e r ,  

a e r y  1 a mi d e  i s  a known n e u r o t o x i n ;  e f f e c t i v e  i f  i n h a l e d ,  

a b s o r b e d  t h r o u g h  t h e  s k i n  or s w a l l o w e d .  W i t h  r e g a r d  t o  

i m m u n o g l o b u l i n  work,  a g a r o s e  a f f o r d s  b e t t e r  c o n d i t i o n s  f o r  

i m m u n o l o g i c a l  i d e n t i f i c a t i o n  and i s o l a t i o n  o f  l a r g e  

p r o t e i n s  i n c l u d i n g  I g A a nd  I g M.  The  s t a i n i n g  a n d  

de s t a i n i n g  t i m e s  a r e  much s h o r t e r  f o r  a g a r o s e  c o m p a r e d  

w i t h  p o l y a c r y l a m i d e .

I s o e l e c t r i c  f o c u s i n g  was  f i r s t  a p p l i e d  t o  t he  s t udy o f  t he  

i m m u n o g l o b u l i n s  by Awdeh and c o - w o r k e r s  i n  i 9 6 0 .  T h e i r  

1 9 7 0  paper on t h e  s u b j e c t  showed t h e  f o c u s i n g  p a t t e r n s  o f  

a r a b b i t  IgG myeloma p r o t e i n  s h o wi n g  f o u r  c l o s e l y  spaced  

bands d e c r e a s i n g  i n  i n t e n s i t y  and s i z e  t owar ds  t h e  anode  

(Awdeh e t  a l  1970) .  Thi s ,  and s u b s e q u e n t  s t u d i e s ,  prompted  

much w o r k  i n  t h e  e a r l y  1 9 7 0 ' s  and by 1973  i s o l e c t r i c  

f o c u s i n g  i n  p o l y a c r y l a m i d e  and l i q u i d  s u c r o s e  d e n s i t y  

g r a d i e n t  c o l umns  had w i d e  usage  i n  t h e  s tudy o f  a n t i b o d i e s  

o f  r e s t r i c t e d  h e t e r o g e n e i t y .  W i t h  r e g a r d  t o  s c r e e n i n g  

p u r p o s e s ,  a g a r o s e  i s o e l e c t r i c  f o c u s i n g  i s  p r o b a b l y  t h e  

m e t h o d  o f  c h o i c e  f o r  t n e  r e a s o n s  g i v e n  a b o v e .  Mos t  

i m p o r t a n t  o f  t h e s e  i s  t h e  f a c t  t h a t  i n . m u n o f i x a t i o n  o f  

p r o t e i n s  i s  much mor e  d i f f i c u l t  u s i n g  p o l y a c r y l a m i d e .



54

P o l y a c r y l a m i d e  h a s  no r e p o r t e d  a d v a n t a g e s  o v e r  a g a r o s e  

w h e n  s c r e e n i n g  f o r  m o n o c l o n a l  i m m u n o g l o b u l i n s  and  

c o n s e q u e n t l y  t h i s  s t u d y  w i l l  r e s t r i c t  i t s e l f  t o  a g a r o s e  

i s o e l e c t r i c  f o c u s i n g .

Awdeh and h i s  c o - w o r k e r s  w e r e  t he  f i r s t  group t o  show t h a t  

the b i o s y  n t h e t i  c a l l y  homogeneous  i mmu n o g l o b u l i n  p r o d u c t  o f  

a n e o p l a s t i c  p l a s m a  c e l l  d i s p l a y e d  a m i c r o h e t e r o g e n e o u s  

i s o e l e c r i c  s p e c t r u m  ( Awd e h y i g y O) .  T h i s  " s p e c t r o t y p e "  i s  

c h a r a c t e r i s t i c  o f  mo n o c l o n a l  i m m u n o g l o b u l i n  and i s  r e a d i l y  

i d e n t i f i a b l e  as  s u c h .  The r e a s o n s  f o r  t h e  a p p e a r a n c e  o f  

up t o  11 s e p a r a t e  bands  f rom one i m m u n o g l o b u l i n  w i l l  be 

d i s c u s s e d  l a t e r .

H o w e v e r ,  when an i mmune  r e s p o n s e  i s  m o u n t e d  t h e n  t h i s  

r e s p o n s e  i s  n o r m a l l y  p o l y  c l  o n a l  i n  n a t u r e .  I f  a l l  

i m m u n o g l o b u l i n  p r o d u c t s  s e p a r a t e  a s  s ho wn by Awdeh i n t o  

s p e c t r o t y p e s  c o n s i s t i n g  o f  a number  o f  b a n d s ,  t h e n  i f  a s  

f e w a s  10 c l o n e  p r o d u c t s  a r e  f o c u s e d  t o g e t h e r  on a pH 

g r a d i e n t  o f  pH 5 - 8 ,  W i l l i a m s o n  e t  a l  ( 1 9 7 3 )  s h o w e d  t h a t  

t h e s e  merge  t o g e t h e r  to g i v e  a bandi ng  p a t t e r n  i n  wh i c h  i t  

i s  not  p o s s i b l e  to d i s t i n g u i s h  the e x a c t  number o f  c l o n e s  

s e c r e t i n g  i mmu n o g l o b u l i n .  C i r c u l a t i n g  i mmu n o g l o b u l i n  i n  

no r ma l  i n d i v i d u a l s  w i l l  c o n s i s t  o f  p r o d u c t s  o f  many 

c l o n e s ,  h e n c e  w h e n  t h e s e  a r e  s e p a r a t e d  

e l e c  t r o p h o r e t i  c a l l y ,  then the g a mma g l o b u l i n  r e g i o n  shows  

no bandi ng.  S i m i l a r l y ,  t h e  number o f  c l o n e s  r e s p o n s i b l e  

fcr-  c i r c u l a t i n g  i m m u n o g l o b u l i n  i n  no r mal  i n d i v i d u a l s  i s  

l a r g e  enough t o  p r e c l u d e  t he  f o r m a t i o n  o f  c i s c r e t e  bandi ng
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p a t t e r n s  a n d  t h e r e f o r e  c a u s e s  a d i f f u s e  b l u r  on 

i s o e l e c t r i c  f o c u s i n g  o f  serum.  Al t h o u g h  f o c u s i n g  of  a l l  

c l a s s e s  o f  m o n o c l o n a l  i m m u n o g l o b u l i n s  h a s  b e e n  s h o wn  

p r e v i o u s l y  ( e . g .  McLachl en u C o r n e l l  197Ô),  i t s  a d a p t a t i o n  

a s  a r o u t i n e  t e c h n i q u e  i s  no t  w e l l  e s t a b l i s h e d .

I f  Scope  o f  T h e s i s  
*

T h i s  t h e s i s  t h e n ,  i s  a r e a p p r a i s a l  o f  c e r t a i n  a s p e c t s  

r e g a r d i n g  B c e l l  n e o p l a s i a  s u c h  a s  m u l t i p l e  my e l o ma  and  

c h r o n i c  l y m p h o c y t i c  l e u k a e m i a .  I n  t h e  c a s e  o f  m u l t i p l e  

m y e l o ma ,  an i m p r o v e d  m e t h o d  f o r  d e t e c t i o n  o f  m o n o c l o n a l  

i m m u n o g l o b u l i n s  i s  d e s c r i b e d  a l o n g  w i t h  i mp r o v e me n t s  on 

e x i s t i n g  t e c h n i q u e s  used t o  m o n i t o r  the c o n c e n t r a t i o n  o f  

t h e s e  p a r a p r o t e i n s  both i n  serum and i n  ur i ne .

W i t h  r e g a r d  to c h r o n i c  l y m p h o c y t i c  l e u k a e m i a  t h i s  wo r k  

w i l l  a d d r e s s  i t s e l f  t o  t h e  c o n t r o v e r s y  s u r r o u n d i n g  t h e  

s t a g e  o f  m a t u r a t i o n  o f  the n e o p l a s t i c  l y m p h o c y t e s  a s  w e l l  

a s  a d d i n g  w e i g h t  t o  t h e  t h e o r y  t h a t  me a s ur eme nt  o f  serum 

i d i o t y p i c  i mm u n o g l o b u l i n  may be an e f f e c t i v e  m o n i t o r i n g  

t e c h n i q  ue.
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MATERIALS AND METHODS 

l i a  Ra d i a l  Iiiin uno d i f  f  us i  on .

Radi a l  i m m u n o d i f f u s i o n  was  c a r r i e d  out  on p l a t e s  s u p p l i e d  

by 3 oe h  ri  n g e r - Ma nnh e i rn. A m e a s u r e d  a l i q u o t  o f  5^ul o f  

s e r u m  w a s  a d d e d  t o  w e l l s  p u n c h e d  i n  an a g a r o s e  g e l  

c o n t a i n i n g  s p e c i f i c  a n t i  serum.  On . a i f f u s i o n ,  a p r e c i p i t i n  

r i n g  i s  f o r m e d  c f  w h i c h  t h e  s q u a r e  o f  t h e  d i a m e t e r  i s  

p r o p o r t i o n a l  t o  t he  c o n c e n t r a t i o n  o f  t n e  a n t i g e n  i n  t he  

s a mp l e  ( M a n d  ni e t  a l  1 965) .  A f t e r  a 24 hour d i f f u s i o n  a t  

r oom t e m p e r a t u r e ,  t h e  d i a m e t e r s  w e r e  r e a d  a n d  t h e  

c o n c e n t r a t i o n s  o f  i m m u n o g l o b u l i n s  w e r e  o b t a i n e d  f r o m a 

c n a r t  s u p p l i e d  w i t h  each r a d i a l  i m m u n o d i f f u s i o n  k i t ,  wh i c h  

gave  t he  c o n c e n t r a t i o n s  a p p l i c a b l e  t o  d i f f e r e n t  p r e c i p i t i n  

a n t i  s er urn.

I I b  Zonal  and I m m u n o e l e c t r o p h o r e s i s  and 
Ou c h t e r l o n y  Doubl e  d i f f u s i o n

I m m u n o e l e c t r o p h o r e s i s  w a s  c a r r i e d  o u t  cn c o m m e r c i a l l y  

p r e p a r e d  p l a t e s  s u p p l i e d  by C o r n i n g  ( C o r n i n g  U n i v e r s a l  

A g a r o s e  E l e c t r o p h o r e s i s  f i l m s )  i . e .  a g a r o s e ,  b a r b i t a l  

b u f f e r ,  pH 3 . 6 .  E i g h t  w e l l s  i n  t h e  a g a r o s e  w e r e  f i l l e d  

a l t e r n a t i v e l y  w i t h  p a t i e n t s  s a m p l e  and n o r m a l  human 

pl asma.  Ele c tr ophore  s i  s was  c a r r i e d  o u t  a t  20 m A c o n s t a n t  

c u r r e n t  f o r  one hour,  a f t e r  whi c h  a p p r o p r i a t e  a n t i s e r a  i n  

20^1 a l i q u o t s  w e r e  a d d e d  t o  t he  t r o u g h s .  F o l l o w i n g  a 24 

hour i n c u b a t i o n  i n  a m o i s t  c ha mb e r  a t  room t e m p e r a t u r e ,  

the f i l m  w a s  wa s h e d  i n  0.35% NaCl f o r  24 nours ,  to remove  

the  non- pr  e c i  pi  ta t e d  p r o t e i n .  A f t e r  wa s h i n g ,  t he  f i l m  was
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d r i e d  and s t a i n e d  i n  0.2% PAGE B l u e  G 90 (BDH Ch eivi i ca 1 s ).  

T h i s  s t a i n  w a s  made up i n  a s o l u t i o n  c o n t a i  n i n ^  35% 

e t h a n o l ,  10% A c e t i c  a c i d  i n  d i s t i l l e d  w a t e r .  T n i s  

s o l u t i o n ,  w i t h o u t  s t a i n ,  s e r v e d  as  a d e s t a i n i n g  s o l u t i o n .

As  a r e s u l t  o f  t h e  many c e l l u l a r  a s s a y s  c a r r i e d  o u t  i n  t h e  

l a b o r a t o r y ,  a c o p i o u s  s u p p l y  o f  n o r ma l  n urn an p l a s m a  w a s  

a v a i l a b l e  f r o m many d o n o r s .  T h e s e  p l a s m a  s a m p l e s  w e r e  

poo l e d ,  a l i q u o t e d  i n t o  1 ml q u a n t i t i e s  and s t o r e d  a t  - 2 0 * 0  

u n t i l  r e q u i r e d .  B e f o r e  use ,  they were  s t a i n e d  w i t h  a drop  

o f  1%Bromo p h e n o l  b l u e  (Hop win u W i l l i  aras Lt d)  w h i c h  

s t a i n e d  t h e  a l b u mi n  and t hus  s e r v e d  a s  an e l e c t r o p h o r e t i c  

marker.  The f i b r i n  c o n t a i n e d  i n  t h e s e  pl asma s a mp l e s  had 

no a p p r e c i a b l e  e f f e c t  on t h e  imm un o e l  e c t r  ophore  s i  s p a t t e r n  

and  t h e  s a m p l e s  w e r e  t h e r e f o r e  j u d g e d  s u i t a b l e  f o r  

c o mp a r i s o n  w i t h  t he  i mm unoe l  e c t r  ophore  t i  c p a t t e r n  o b t a i n e d  

from p a t i e n t s  s er urn s a mp l e s .  On z o n a l  e l e c  tr  ophore  s i  s ,  the  

f i b r i n  band o c c u r r i n g  i n  t h e  f a s t  gamma r e g i o n  wa s  

i g n o r e d .

Imm un o e l  e c t r  ophore  t i  c s t u d i e s  on u r i n e  pos ed t he  problem 

of  a n t i g e n  e x c e s s  m a k i n g  p r e c i p i t i n  l i n e  i n t e r p r e t a t i o n  

v e r y  d i f f i c u l t .  U r i n e s  f o r  e l e c t r o p h o r e t i c  s t u d i e s  a r e  

r o u t i n e l y  c o n c e n t r a t e d  1 COX -  3 0 0 X. I f  a u r i n e  s a mpl e  has  

a l a r g e  c o n c e n t r a t i o n  o f  B e n c e - J o n e s  p r o t e i n ,  t h e n  

c o n c e n t r a t i o n  o f  t he  s a m p l e  w i l l  c o n t r i b u t e  t o  a n t i g e n  

e x c e s s .  C o n s e q u e n t l y ,  u r i n e s  w e r e  e l e c t r  oph or e s e  d i n  

c o n c e n t r a t e d  and n e a t  s t a t e s  t o  t ry  t o  o v e r c o m e  t h i s  

p r o b l e m .  C o n c e n t r a t i o n  o f  u r i n e s  w a s  c a r r i e d  o u t  i n  a 

Ami con I l a c r o s o l u t e  C o n c e n t r a t o r .



58

Tne i n t e r p r e t a t i o n  o f  t he  a r c  pr odu c e d  by IgM i s  t h e  most  

d i f f i c u l t ,  b e c a u s e  o f  i t s  s i z e  and p o s i t i o n  ( S e e  F i g  2 4 ) .  

In some c a s e s  t h e r e f o r e ,  IgM was  r e d u c e d  t o  its monomeri c  

f orm by r e d u c t i o n  w i t h  2 - M er ca p t o e t h a  nol .  A 500^1 a l i q u o t  

o f  s e r um w a s  m i x e d  w i t h  5/^1 o f  2 -  M er  ca pt  oe t h a n o l . T h i s  

w a s  a l l  ow e d to s t a n d  f o r  30 m i n u t e s  a t  room tern p e r a t u r e  

b e f o r e  t he  serum was  used.

The a n t i s e r a  u s e d  f o r  b o t h  i m rn un o e l  e c  t r  oph or e s i  s and  

iimnuno- i s o e l e c t r i c  f o c u s i n g  w e r e  o b t a i n e d  f r o m  t h e  

f o l l o w i n g  s o u r c e s .

a n t i  IgG,  A and D : S c o t t i s h  Ant i body  P r o d u c t i o n  U n i t  
Law H o s p i t a l  Ca r l uke  , UK

a n t i  IgM ; B o e h r i n g e r -  Mannhiem

a n t i  kappa and lambda : D a k o p a t t s
( f r e e  and f r e e  p l u s  bound)

Zonal  E l e c t r o p h o r e s i s

T h i s  w a s  p e r f o r m e d  u s i n g  e i t h e r  c e l l u l o s e  a c e t a t e  

membranes  or a g a r o s e  as  s u p p o r t  medi a.

C e l l u l o s e  a c e t a t e e l  e c t r  oph or e s i  s

A s h e e t  o f  c e l l u l o s e  a c e t a t e  me mb r a n e  w a s  s o a k e d  i n  

b a r b i t o n e  b u f f e r ,  pH 8 . 0  (32.1% THIS ( n y a r o x y  m e t h y l

m e t h y l  ami n e ) , 13.7% B a r b i t a l ,  54.2% Sodi um B a r b i t a l )  f c r  5 

m i n u t e s .  A f t e r  r e m o v a l  f rom b u f f e r  i t  w a s  d r i e d  u n d e r  2 

p i e c e s  o f  f i l t e r  paper  f o r  30 s ec o nds .  Then^ s uppor ted by 

a g l a s s  p l a t e ,  t he  e l e c t r o d e s  w e r e  p l a c e d  a t  t he  e dg e s  o f
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t h e  me mb r a n e .  C o m m e r c i a l l y  a v a i l a b l e  e l e c t r o d e s  can be 

us e d  o u t  i n  t n i s  c a s e ,  h o w e v e r ,  t n e  e l e c t r o d e s  w e r e  

p l a t i n u m  w i r e  w i t h  p i e c e s  o f  f i l t e r  p a p e r  s o a k e d  i n  

b u f f e r ,  f  0 r I.; i  n g a c o n t a c t  b e t w e e n  t he  b u f f  er r e s e r v o i r s  

and t h e  m em br a  ne.  The s a m p l e s  w e r e  t h e n  a p p l i e d  a t  t h e  

c a t h o d i c  en a o f  t n e  me mbr a ne  u s i n  ̂ a 1^.1 a p p l i c a t o r  

( Shan do n ) and w e r e  e l  e c t r  ophor e s e  d f o r  30 mi nut  e s  a t  1Cr.;A 

c o n s t a n t  c u r r e n t .

On c o m p l e t i o n ,  t he  membrane was  i mme r s e d  i n  0.2% Ponceau  

l ied s t a i n  ( made  up i n  5% T r i c h l o r o a c e t i c  A c i d )  f o r  15 

m i n u t e s  and t h e n  d e s t a i n e d  i n  5% A c e t i c  A c i d  u n t i l  t h e  

b a c k g r o u n d  w a s  c l e a r .  The p r o t e i n  t r a c k s  c a n  be  

i n t e r p r e t e d  s u c c e s s f u l l y  a t  t h i s  s t a g e  b u t  w h e n  a 

p e r m a n e n t  r e c o r d  w a s  r e q u i r e d  t he  g e l s  w e r e  i m m e r s e d  i n  

" S e p r a c l e a r "  ( Gel  man S c i e n c e s )  (a s o l u t i o n  c o n t a i n i n g  40% 

N - M e t h y l  P y r r o l i d o n e  v / v  w h i c h  h a s  t h e  e f f e c t  o f  ma k i n g  

t h e  c e l l u l o s e  a c e t a t e  me mbr a ne  o p t i c a l l y  c l e a r ) .  A f t e r  

i m m e r s i o n  i n  "Se p ra c l  e a r  ", t h e  mei . i brane was  b a k e d  i n  an 

e v e n  a t  8 0 - 9 0 ' '  C f o r  20  m i n u t e s  u n t i l  t h e  m e m b r a n e  

har de ne d .

Agarose  Zonal  El e c t r  oph or e s i  s

T h i s  w a s  p e r f o r m e d  on com i.j er c i  a 1 l y  a v a i l a b l e  " Co r n i n g  

U n i v e r s a l "  e l e c t r o p h o r e s i s  g e l s  i n  t h e  s ame  manner  a s  

imm u n o e l e c t r o p h o r e  s i  s .  On c o r . i p l e t i o n  c f  t h e  

e l e c t r o p h o r e t i c  s t a g e ,  t he  z o n a l  e l e c t r o p h o r e s i s  g e l  was  

imm er se  d d i r e c t l y  i n  0.2% PAGE Bl u e  f o r  30 i ni nut es .  Thi s  

had t h e  e f f e c t  o f  s t a i n i n g  and f i x i n g  t h e  p r o t e i n s .  The 

g e l  w a s  t h e n  l e f t  on t h e  b e n c h  to dr y ,  b e f o r e  b e i n g



60

G e s t a i n e d  i n  t h e  s ame  ma n ne r  a s  i n.m un o e l  e c t r  o phor  e s i  s 

g e l s .

O u c h t e r l ony Doubl e  D i i f u s i o n

T h i s  w a s  c a r r i e d  o u t  u s i n g  1% a g a r o s e  i n  PBS pH 7 . 2 .  

H o l e s  w e r e  punched i  n t h e  g e l  and 15^a-l a l i q u o t s  o f  serum 

or a n t i s e r u m  w e r e  a d d e d  an c t h e  g e l  i n c u b a  t e a  i n  a i . i o i s t
. w e r e  ^  ? 5 7 c ' N o .C l .  t o

c h a m b e r  f o r  2 4  h o u r s  a f t e r  w h i c h  t h< " e m o v e n o n-  

pre  c i  pi  ta t e  d p r o t e i n .  The g e l s  w e r e  t h e n  d r i e d  and 

s t a i n e d  w i t h  0.2% PAGE bl ue  as  d e s c r i b e d  p r e v i o u s l y .

l i e  I s o e l e c t r i c  F o c u s i n p

Al l  i s o e l e c t r i c  f o c u s i n g  was  p e r f o r me d  i n  a 4 " C room on a 

Shan d on 6 0 0  x 100 e l e c t r o p h o r e s i s  t a n k  u s i n g  a d j u s t a b l e  

p l a t i n u m  e l e c t r o d e s  s u p p l i e d  by Shan don.  Power  wa s  

s u p p l i e d  by an LKB 3 57 ID D. C. power pack.  A Snandon 600 x 

12 c o o l i n g  p l a t e  s u p p l i e d  w i t h  w a t e r  a t  4^0 w a s  u s e d  t o  

cool  the s y s t e m.

A u s e f u l  b a s i s  on w h i c h  t o  s t a r t  e x p e r i m e n t s  w h i c h  g i v e  

o p t i m a l  IE F r e s u l t s  w a s  t h e  i n s t r u c t i o n s  s u p p l i e d  by 

P h a r m a c i a  F i n e  C h e m i c a l s .  Ho we v e r ,  v a r i c u s  p a r a m e t e r s  

c o u l d  be  v a r i e d  i n t h e i r  s y s t e m .  T h e s e  i n c l u d e  v a r i o u s  

a s p e c t s  o f  g e l  a s s e m b l a g e ,  d i f f e r i n g  r u n n i n g  c o n d i t i o n s ,  

d i f f e r i n g  s t a i n i n g  t e c h n i q u e s ,  'etc.  These  w e r e  v a r i e d  to  

g i v e  a s y s t e m  f o r  f o c u s i n g  w h i c h  c o m b i n e d  c o n v e n i e n c e ,  

economy and e f f i c i e n t  r e s o l u t i o n .

W i t h  r e g a r d  t o  t he  a s s e m b l a g e  of  g e l s ,  wi t h  the  e x c e p t i o n  

of  tne pa r a me t e r  b e i n g  v a r i e d  t he  i n s t r u c t i o n s  s u p p l i e d  by •
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Pharmaci a  Fi ne  C h e mi c a l s  we r e  used.  One a s p e c t  of  w or w o f

t n i s  n a t u r e  i s  t h a t  mo r e  i n f o r m a t i o n  on o p t i m a l  r u n n i n g

c o n d i t i o n s  was  g a i n e d  t han t h e  e x p e r i m e n t  was  o r i g i n a l l y

d e s i g n e d  t o  t e s t .  For  e x a m p l e ,  i t  b e c a me  c l e a r  d u r i n g

p r e l i m i n a r y  e x p e r i m e n t s  t h a t  f o c u s i n g  c o u l d  be c o mp l e t e d

on an o v e r n i g h t  r un  a t  r e l a t i v e l y  l o w  v o l t a g e ,  or t h a t

t h i n  l a y e r  IE F g e l s  c o u l d  be c o n s t r u c t e d  w h i c h  g a v e
#

e x c e l l e n t  r e s u l t s ,  but  w h i c h  ha Iv e u the  c o s t  o f  e a c h  g e l  

compared w i t h  a g e l  c o n s t r u c t e d  a c c o r d i n g  t o  Phar ma c i a ' s  

i n s t r  u c t i  ons .

S o ,  t h e  b a s i c  p r o t o c o l  f o l l o w e d  f o r  t h e  f o l l o w i n g  

e x p e r i m e n t s  i s  t h a t  r e c o m m e n d e d  by P h a r m a c i a  F i n e  

C h e mi c a l s ,  w i t h  t he  f o l l o w i n g  t wo e x c e p t i o n s : -

( a )  C o n s t r u c t i o n  of.  a t h i n  l a y e r  lEF g e l .

A c c o r d i n g  t o  P h a r m a c i a  F i n e  C h e m i c a l s ,  3 0 ml o f  a g a r o s e  

s o l u t i o n  i s  r e q u i r e d  t o  make one  g e l .  Trie s am e 30 ml can be 

u s e d  t o  c o n s t r u c t  2 g e l s  o f  15mm t h i c k n e s s .  T h i s  wa s  

a c h i e v e d  by m a k i n g  t h e  g e l  ri, i x t u r e  a c c o r d i n g  t o  

i n s t r u c t i o n s ,  but  i n s t e a d  o f  p o u r i n g  t h e  m i x t u r e  o n t o  a 

h e a t e d  g l a s s  p l a t e ,  15 ml o f  mi x t u r e  was  i n j e c t e d  be t we e n  a 

s h e e t  o f  G e l  bond (FMC c o l l o i d s )  and a s i l i c o n i s e d  g l a s s  

p l a t e  s e p a r a t e d  by a 1.5mm t h i c k  p l a s t i c  s pacer .  Th i s  i s  

shown i n  F i g u r e  3.

( b)  Ov e r n i g h t  run a t  low v o l t a g e

I n s t e a d  o f  r u n n i n g  g e l s  a t  h i g h  v o l t a g e s  f o r  s h o r t  p e r i o d s  

ci' t i m e ,  w h i c h  i t  w a s  f o u n d  o f t e n  l e d  t o  e x c e s s  h e a t i n g  o f  

t he  g e l ,  i t  w a s  f o u n d  to be  much more  c o n v e n i e n t  t o  run



siliconised glass plate
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F ig u r e  3 A p p a r a tu s  u se d  to  c o n s tr u c t  
l E F  g e l s
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g e l s  a t  200V o v e r n i g h t  ( 1 8  h o u r s ) .  T h i s  w a s  c a r r i e d  o ut  

a t

T h e r e f o r e ,  w i t h  t h e s e  two maj or  m o d i f i c a t i o n s  t o  Pharmaci a  

F i n e  C h e m i c a l s '  i n s t r u c t i o n s ,  t h e  f o l l o w i n g  e x p e r i m e n t s  

were  d e s i g n e d  t o  t e s t  v a r i o u s  p a r a m e t e r s  i n  t h e  f o c u s i n g  

sy 3 tern.

Gel  As s e mbl y :  Ag a r o s e

As m e n t i o n e d  i n  t h e  i n t r o d u c t i o n ,  a g a r o s e  was  t h o u g h t  to 

be t h e  m o s t  a c c e p t a b l e  o f  t he  p o s s i b l e  s u p p o r t  m e d i a  f o r  

i s o e l e c t r i c  f o c u s i n g .  The mos t  commonly a v a i l a b l e  a g a r o s e  

has c harged g r o u p s  whi c h  c o n t r i b u t e  to e l e c  tr o- endoosm o s i  s 

( E E O ) ,  EEO i s  a v a l u a b l e  p h e n o m e n o n i n  z o n a l  

e l e c t r o p h o r e s i s  w h e r e  c e r t a i n  p r o t e i n s  e . g .  some o f  t h e  

gamma g l o b u l i n s ,  h a v e  no n e t  c h a r g e  a t  pH 8. 6  and a r e  

s w e p t  b a c k  t o w a r d s  t h e  c a t h o d e  by b u f f e r  f l o w .  T h i s  i s  

e n t i r e l y  u n s u i t a b l e  f o r  i s o e l e c t r i c  f o c u s i n g  where  charge  

phenomena s h o u l d  a r i s e  onl y  from i n t e r a c t i o n  be t we e n  the  

s a m p l e  and t h e  pH g r a d i e n t  s e t  up i n  t h e  e l e c t r i c  f i e l d .  

C o n s e q u e n t l y  an a g a r o s e  w i t h  i t s  c h a r g e a  g r o u p s  r e mo v e d  

wa s  s o u g h t .  V a r i o u s  oo m pa ni  e s  now m a r k e t  t h e s e  s p e c i a l  

a g a r o s e  t y p e s .  A g a r o s e  f r o m LKB ana P h a r m a c i a  F i n e  

C h e m i c a l s  had b e e n  t r i e d  i n  p r e l i m i n a r y  e x p e r i m e n t s .  (A 

Lanront ,  p e r s o n a l  c o m m u n i c a t i o n )  w i t h  l i t t l e  d i f f e r e n c e  

n o t i c e a b l e  b e t we e n  them.  Ag a r o s e - I EF from Pharmaci a  was  

s e l  e c te 0 f o r  f u r t h e r  use.

F i r s t ,  d i f f e r i n g  c o n c e n t r a t i o n s  o f  a gar os e  we r e  t e s t e d  to  

f i n d  the optimurn g i v i n g  good r e s o l u t i o n  of  serum p r o t e i n s
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as  w e l l  as  t h e  ui os t  e c o n o m i c  i n  t e r m s  o f  a mo u n t s  u s e d

0.5/ i ,  1/0, 2.0:6 a g a r o s e  i n g e l s  c c n t a i n i n g  12% s o r t i  t e l  and
Tk(? f  igures

2% w /  V a m p h o l y t e ,  /  f o r  s o r b i t o l  a n d  am p h o 1 y t e  

con  oe  n t r a  t i  on s a r e  f r o m  t h e  i n s t r u c t i o n s  g i v e n  by 

Pharmac i a  Fi ne  Cnerni cal s .

Gel  As s e mbl y  -  S o r b i t o l

S o r b i t o l  i s  us ed  i n  i s o e l e c t r i c  f o c u s i n g  g e l s  p r i m a r i l y  to 

r,ii n i.Kii s e  e l e c  tr o - endoosm o t i c  e i ' f e c t s .  I t  can be i n c l u d e d  

i n  a number  o f  n o n - i o n i c  c o mp o u n d s  w hi  cn h a v e  t h e  same  

e f f e c t .  The s e  i n c l u d e  s u c r o s e  and g l y c e r o l ,  and t h o s e  w i t h  

h i g h e r  m o l e c u l a r  w e i g h t s  s u c h  as  p o l y e t h y l e n e  g l y c o l ,  

d e x t r a n  a n d  hy d r o x y  c e l l  u l o  s e .  The  e f f e c t  o f  t h e s e  

a d d i t i v e s  i s  not  c o m p l e t e l y  u n d e r s t o o d  however .  They a l s o  

i n c r e a s e  t h e  v i s c o s i t y  o f  t h e  g e l  a s  w e l l  a s  h e l p i n g  to  

c o u n t e r a c t  p r e c i p i t a t i o n  o f  t he  s a mpl e s .

h n i l  s t r e c o g n i s i n g  the p r o b a b l e  need f o r  the a d d i t i o n  o f  

s o r b i t o l ,  t he  f i n a l  c o n c e n t r a t i o n  whi c h  gave  economy wi t h  

a c c e p t a b l e  r e s o l u t i o n  had s t i l l  to be d e t e r m i n e d  f o r  t h i s  

s y s t e m .  V a r i o u s  co n ce  n t  a t i  ons  o f  s o r b i t o l  w e r e  t r i e d .  

F i r s t ,  f o c u s i n g  w a s  t r i e d  w i t h o u t  t n e  a d d i t i o n  o f  

s o r b i t o l ,  t hen 12% and f i n a l l y  2 0%.

Gel  As s embl y  -  Amphol yt es

As d e s c r i b e d  i n  t h e  i n t r o d u c t i o n ,  i s o e l e c t r i c  f o c u s i n g  

wo u l d  not  be p o s s i b l e  w i t h o u t  a mp ho l y t e s .  N e v e r t h e l e s s ,  

i t  w a s  f e l t  t h a t  t h e  f i n a l  c o n c e n t r a t i o n  o f  a m p h o l y t e s
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i n c o r p o r a t e d  i n  t h e  g e l  c o u l d  be v a r i e d  t o  t e s t  t h e  

e f f e c t s  on f o c u s i n g  c a p a b i l i t i e s .

O b v i o u s l y ,  g e l s  w i t h o u t  any a m p h o l y t e s  w o u l d  n o t  f o c u s  

p r o t e i n s ,  s o  c o n c e n t r a t i o n s  o f  0 . 5%,  2% and 3% w / v

am pii oly t e s  we r e  t r i e d .

I s o e l e c t r i c  f o c u s i n g  g e l s  c o n t a i n i n g ,  6îi and 3l-i Urea

6i-'i urea g e l s  are  c o n s t r u c t e d  i n  a s i  m i l  e r f a s n i o n  to non

u r e a  g e l s  w i t h  t h e  f o l l o w i n g  m o d i f i c a t i o n s .  0 . 3  mg o f  

Af^arose  ILF ( P h a r m a c i a )  w e r e  a d d e d  t o  22ml  o f  d i s t i l l e d  

wa t e r .

Thi s  m i x t u r e  was  b o i l e d  and a l l o w e d  t o  c oo l  to 70"C a f t e r  

w n i c h  1 . 9 m l  o f  a m p h o l y t e  s o l u t i o n  w e r e  a d d e d .  T h e  

s o l u t i o n  was  a l l o w e d  t o  c o o l  to 55**C and 10.8g urea added.

( 10 . 8g  o f  urea  when d i s s o l v e d  i n  2 2 ml w a t e r  g i v e s  r i s e  to  

a 3 0 ml f i n a l  s o l u t i o n ) .  Tne r e s u l t i n g  s o l u t i o n  w a s  

q u i c k l y  i n j e c t e d  b e t we e n  'G e l  bon d' and a hydrophobi c  g l a s s  

p l a t e ,  t h i s  a p p a r a t u s  b e i n g  p r e - h e a t e d  to 5 0 t o m i n i m i s e  

n e a t  l o s s .
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8î-: g e l s  w e r e  a l s o  c o n s t r u c t e d ,  but w i t h  the  a d d i t i o n  c f  a 

non- i o n i c  d e t e r me n t  ( N o n i d e t  NP-40,  BDH Cnerni cal s ) .  The 

f o l l o w i n g  c o n s t i t u e n t s  w e r e  us ed  t o  c o n s t r u c t  a 30nd g e l .

0 . 6  g Ag a r o s e  IE F Pn arma c i  a Fi ne  Che mi c a l s
3 . 6 g S o r b i t o l  BDH c h e m i c a l s
15m.l 1^0-

1 4 . 4g Urea BDH c h e m i c a l s
1.9i id a mp n o l y t e s  Pharma c i a  Fi ne  Che mi c a l s
0 . 6  ml I'J o n - I d e t  H P4 0 BDH cn em i c a 1 s

The a g a r o s e  and s o r b i t o l  were  d i s s o l v e d  i n  b o i l i n g  w a t e r  

and t h e  t e m p e r a t u r e  a l l o w e d  t o  f a l l  t o  6 5 "C b e f o r e  t h e  

a d d i t i o n  o f  t h e  a m p h o l y t e s  and u r e a .  The K o n i d e t  N P- 40 

w a s  t h e n  a d d e d  s l o w l y ,  t o  p r e v e n t  f o a m i n g .  The g e l  was  

then c a s t  i n  t h e  a p p a r a t u s  d e s c r i b e e  i n  F i g u r e  3, but  w i t h  

t n e  a d d i t i o n  o f  a s e c o n d  1.5mm ' s p a c e r '  t h u s  g i v i n g  a 

f i n a l  ge l  t h i c k n e s s  o f  3 mm. Th i s  appara t  us i s  then made 

com pi  e t e l y  a i r t i g h t  u s i n g  "H e s c o  f  i l  n. " ( Banc o  Ch em Ind  

Japan)  to p r e v e n t  r e c r y s t a l l i s a t i o n  o f  the urea ,  and l e f t  

a t  room t e m p e r a t u r e  f o r  24 h o u r s  t o  g a i n  t h e  n e c e s s a r y  

m e c h a n i c a l  s t r e n g t h .  S u b s e q u e n t  i s o e l e c t r i c  f o c u s i n g  was  

per f  orm ed a s  d e s c r i b e d  f o r  o t h e r  lEF g e l s .

A f t e r  i s o e l e c t r i c  f o c u s i n g ,  the g e l  was  p l a c e d  i n  10% TCA, 

33% E t h a n o l  i'or 30 m i n u t e s  and w a s h e d  f  or 2 x 45 m i n u t e s  

i n  5% TCA 33% E t h a n o l ,  a f t e r  w h i c h  t he  g e l  wa s  d r i e d  and  

s t a i n e d  a s  d e s c r i b e d  f o r  o t h e r  t y p e s  o f  lEF g e l .
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Application of samples

(a) The way th e  sa irp les were a p p lie d  t o  th e  g e l  was 

c o n s id e r e d  t o  be im p ortan t. S ev era l procedures were

fo llo w e d  in  ord er  t o  f in d  th e  m ost co n v en ien t which a l s o  

gave  a  s a t i s f a c t o r y  fo c u s in g  p a t te r n .

( i )  Sam ples o f  serum from a  p a t ie n t  w ith  IgG myeloma 

w ere a p p lie d  in  measured 2/d. a l iq u o t s  d i r e c t ly  

o n to  th e  su r fa c e  o f  th e  g e l .

( i i )  M easured a l iq u o t s  o f  th e  same myeloma serum  

w ere a p p lie d  t o  p ie c e s  o f  f i l t e r  paper (5mn x  

2mn) and t h e s e  p la c e d  o n to  th e  g e l  s u r fa c e .

( i i i )  L arger p ie c e s  o f  f i l t e r  paper were soaked w ith  

4y*l o f  myeloma serum d i lu t e d  ^  w ith  p h y s io lo g ic a l  

s a l i n e .

( i v )  P ie c e s  o f  f i l t e r  paper o f  rough ly  (Smrn x  2mm)

w ere d ipped in  th e  serum and a p p lie d  t o  th e  g e l  su r fa c e  

w ith  th e  5mm s id e  p erp en d icu la r  t o  th e  e le c tr o d e s .

(b) The p o s i t io n  o f  th e  sam ples on th e  g e l  su r fa c e  vqs

th ou gh t t o  be o f  im portance. The p o s s i b i l i t y  e x i s t s  o f  c e r ta in  

p r o te in s  b e in g  denatured  i f  p la c ed  in  an u n su ita b le  pH 

r e g io n . T h ere fo re , t o  t e s t  t h i s  id e n t ic a l  sam ples were 

a p p lie d  near th e  anode, in  th e  m idd le o f  th e  g e l  and 

near th e  c a th o d e .



A 7Running Conditions

The in s t r u c t io n s  su p p lie d  by Pharmacia F ine Chem icals 

reconmend a minimum o f  1800-2000 V olth ou rs fo r  s a t i s f a c t o r y  

fo c u s in g  o f  m ost p r o t e in s .  T h is f ig u r e ,  how ever, may n ot  

be t o t a l l y  r e l i a b l e  fo r  a l l  serum p r o t e in s .  C on sequ en tly , 

exp er im en ts w ere perform ed vary in g  v o lta g e s  and tim es to  

d is c o v e r  th e  m ost co n v e n ien t c o n d it io n s  which gave s a t i s f a c t o r y  

fo c u s in g .

(a ) D if fe r in g  v o l ta g e s  a t  c o n s ta n t  tim e

T hese exp er im en ts fo llo w e d  on from th e  p r e v io u s  s e c t io n ,  

in  t h i s  c a s e  th e  v o lta g e  was v a r ie d  i . e .  lOOV, 200V fo r  

18 hours*

(b) S tep p in g  up th e  v o lta g e

S ta r t in g  a t  a  r e l a t i v e l y  low  v o lta g e  o f  100 V (cu rren t  

5mA) th e  v o lta g e  was in c r e a se d  g r a d u a lly  t o  a  maximum o f  

lOOOV (power ^  5W). T h is v o lta g e  was con tin u ed  u n t i l  th e  

album in sam ples s ta in e d  w ith  Bromophenol B lue and p la ced  

a t  q p p o s ite  s id e s  o f  th e  g e l  ( i . e .  anode and cath ode) m et.

(c )  E le c tr o d e  S tr ip s

T hese a r e  s t r i p s  o f  f i l t e r  paper v h ich  a r e  soaked in  e i t h e r  

O.OSMH^SQ  ̂ o r  IM NaOH and p la c ed  a t  th e  anode and cathode  

r e s p e c t iv e ly .  T h eir  fu n c tio n  i s  t o  h e lp  e s t a b l i s h  th e  pH 

g r a d ie n t  in  th e  g e l .  They a r e  o f  some im portance e s p e c ia l ly
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when im m unological i d e n t i f i c a t io n  i s  r e q u ired . They must 

be soaked in  th e  a p p ro p r ia te  s o lu t io n  and b lo t t e d  a lm ost  

dry b e fo r e  th e y  a r e  p la c e d  on th e  g e l .  N ext, a dry p ie c e  

o f  f i l t e r  paper o f  th e  same d im en sion s i . e .  160mm x  10mm 

( th e  form er f ig u r e  v a r ie s  a cco rd in g  t o  th e  le n g th  o f  th e  

g e l ) ,  i s  p la c e d  on to p  o f  th e  soaked and d r ie d  s t r i p  t o  

absorb  e x c e s s  m o istu re  during  th e  run.

(d) Awdeh e t  a l  (1968)  was th e  f i r s t  group to  u t i l i s e  th in  la y e r  

g e l s  f o r  i s o e l e c t r i c  fo c u s in g . T h eir  c o n d it io n s  fo r  

fo c u s in g  in  p o ly a cry la m id e  g e l s  were rep ea ted  u s in g  a g a r o se . 

The g e l  was m ain ta in ed  a t  0.5W/100cm u n t i l  th e  v o lta g e

o f  500V was reach ed . The g e l  was th en  fo cu se d  a t  t h i s

v o l ta g e  f o r  18 hours and th en  to  "sharpen" th e  bands,

fo c u s in g  was com p leted  a t  a  v o lta g e  o f  lOOOV fo r  one hour.

Treatm ent o f  g e l s  a f t e r  running

(a ) Those p a r ts  o f  a g e l  v ^ ich  were t o  be f ix e d  w ith o u t  

any im m unological i d e n t i f i c a t io n  co u ld  be a d eq u a te ly  f ix e d  

in  10% t r i c h lo r o a c e t i c  a c id  fo r  20 m in u tes .

(b) Im m unological f ix a t io n  was a c h iev ed  by soak in g  s t r ip s  

o f  c e l l u l o s e  a c e ta t e  membrcuie (Sepraphore I I I ,  (3elman 

S c ie n c e s )  in  s p e c i f i c  an tiseru m  and p la c in g  th e se  on th e  

s u r fa c e  o f  th e  fo cu se d  g e l .  The in cu b a tio n  tim es  were 

v a r ie d  t o  f in d  th e  optimum a t  37 C i . e .  30 m in u tes , 1 hour, 

2 h o u rs , 4 h ou rs.
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The ta r p e r a tu r e  a t  which t h i s  in cu b a tio n  took  p la c e  m ight 

be im p ortan t. I d e n t ic a l  g e l s  were th e r e fo r e  incubated  a t  

room tem peratu re ( 2 0 ^ 0  and 37*C f o r  2 h ou rs.

(c )  A l l  g e l s  w ere washed o v e r n ig h t  in  2 x  1 l i t r e  changes  

(1 8 -2 4  h o u r s^ o f 0.85% NaCl. T h is p e r io d  co u ld  be extend ed  

c o n s id e r a b ly  due t o  th e  v ery  s tr o n g  a d h esion  o f  th e  agarose  

g e l  t o  th e  su p p o rtin g  "Gelbond".

I t  was th ou gh t in a d v is a b le  t o  sh o rten  th e  p e r io d  a s  t h i s  

may le a d  t o  in co m p lete  rem oval o f  n o n -p r e c ip ita te d  p r o te in s .

(d) D rying o f  th e  g e l s  was a cccm p lised  by 2 x  30 m inutes  

im m ersion in  d e s ta in  s o lu t io n  (35% EtOH, 10% HAC in  H 0 ) .  

Three p ie c e s  o f  f i l t e r  paper were th en  p la c ed  over  th e  

g e l .  The p ie c e  o f  paper a c t u a l ly  in  c o n ta c t  w ith  th e  g e l  

was soaked in  a b s o lu te  a lc o h o l  b e fo r e  b e in g  l a id  o n to  th e  

g e l .  T h is  prom oted even  d ry in g  o f  th e  g e l .  Care had t o  

be e x e r c is e d  a t  t h i s  p o in t  b ecau se  i f  th e  g e l  re n a in s  under 

th e  f i l t e r  paper fo r  to o  lo n g , th en  th e  paper "w rinkles"  

c a u s in g  in d e n ta t io n s  t o  form in  th e  g e l  v^^ich in t e r f e r e  w ith  

s ta in in g  and d e s ta in in g . A fte r  a  c e r ta in  p e r io d  (2-3  

m in u te s ) , th e  f i l t e r  papers were removed and th e  g e l  d r ie d .  

T h is  can be done e i t h e r  on th e  bench o r  w ith  a lamp sh in in g  

o n to  i t ,  su p p ly in g  h e a t . A gain , g r e a t  ca re  had t o  be taken  

n o t t o  o v e r h e a t th e  g e l ,  i f  th e  lamp i s  used  t o  speed  th e  

d ry in g  p r o c e s s . B l i s t e r in g  o f  th e  g e l  d oes irr e p a r a b le  

damage.
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(e) S ta in in g  o f  th e  g e l s  was a ch iev ed  u s in g  PAGE Blue G9Q 

(BDH C h a n ic a ls ) . T h is was made up a t  0.2% in  a s o lu t io n  

c o n ta in in g  35% E th a n o l, 10% g l a c i a l  a c e t i c  a c id  in  w ater. 

T h is  s o lu t io n ,  w ith o u t s t a i n ,  serv ed  a s  a d e s ta in in g  

s o lu t io n .  Adequate s ta in in g  co u ld  be a ch iev ed  by in inersing  

th e  g e l  in  s t a in  f o r  10 -20  m in u tes . D e sta in in g  tim es  were 

more v a r ia b le .  F iv e  t o  te n  m inu tes in  two changes o f  

d e s ta in  u s u a l ly  gave a  c le a r  background.

S a lt  p r e c ip i t a t io n  o f  th e  fo cu sed  im m unoglobulin

P r e c ip i t a t io n  o f  th e  im m unoglobulin f r a c t io n  was a ch ieved  

by im m ersing th e  fo cu se d  g e l  in  2 x  2 hr 50% sa tu r a te d
9

(NH^)j^SQ^ a t  4 C o r  18% w /v  Na^SO^ a t  room ten p e ra tu r e . 

T h is  was b e s t  done u s in g  a  s t i r r e r  b ase  and m agnetic  s t i r r e r .  

A fte r  im m ersion in  th e  s a l t  s o lu t io n ,  th e  g e l  was th en  f ix e d  

in  10% TCA and th e r e a f t e r  d r ie d  and s ta in e d  in  th e  same 

manner a s  d e sc r ib e d  p r e v io u s ly .

Measurement o f  pH g r a d ie n ts

pH g r a d ie n ts  were measured in  a l l  c a s e s  u s in g  a f l a t  bed 

pH e le c tr o d e  (Pye Unicam ). T h is  e le c tr o d e  was p la ced  

g e n t ly  on th e  s u r fa c e  o f  th e  g e l  and th e  pH read from a  

Pye Unicam PW9418 pH m eter . The e le c tr o d e  can be kept 

s t a b le  u s in g  a r e t o r t  stan d  and c la n p . The c lan p  need n ot 

be used  t o  g r ip  th e  e le c tr o d e ,  b u t m erely  t o  su jp o r t  i t  

w h ile  th e  e le c tr o d e  i s  in  c o n ta c t  w ith  th e  g e l .  The pti 

g r a d ie n t  can be measured e i t h e r  by m easuring pH a t  

in t e r v a l s  a lon g  th e  g e l  from anode t o  ca th od e.
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A lt e r n a t iv e ly ,  th e  p o s i t io n  o f  w hole pH u n it s  ( i . e .  5,

6 ,  7 ,  e t c )  can be lo c a te d  on th e  g e l  su r fa c e  and th e

d is ta n c e  betw een th e s e  p o in t s  can be m easured.

The optimum procedure fo r  i s o e l e c t r i c  fo c u s in g  o f  se r a  

c o n ta in in g  m onoclonal im m unoglobulins.

The fo llo w in g  s e c t io n  i s  a  summary o f  th e  c o n d it io n s  and 

exp erim en ta l- te c h n iq u e s  th a t  were found t o  be s u i t a b le  fo r  

th e  above p u rp ose .

(a ) Two le n g th s  o f  'G elbond' (18cm x  12.5cm) w ere c u t  w ith  

each  le n g th  b e in g  p la c e d  h y d r o p h ilic  s id e  downwards on a  

s i l i c o n i s e d  g l a s s  p la t e  upon which had been p la c ed  a 1.5mm 

sp a c e r . On to p  o f  th e  'G elbond' was th en  p la c e d  a  second  

g l a s s  p l a t e .  The p la t e s  were th en  clam ped to g e th e r  s o  th a t  

th e  h y d r o p h ilic  'G elbond' was sep a ra ted  from th e  s i l i c o n i s e d  

p la t e  by th e  sp a c e r . T h is apparatus i s  shown in  F igu re  3 . 

The apparatus i s  p r e -h e a te d  t o  60*C in  an oven b e fo re  u se .

(b) To pour 2 g e l s  a t  1.5mm t h ic k : -

0 . 3 g  A garose lEF (Pharmacia F in e  C hem icals)

3 . 6 g  S o r b ito l  (BDH ChemiccLls)

27ml d i s t i l l e d  w ater

1 .9m l a n p h o ly te s  . (Pharmacia F in e  Chem icals o r  LKB)

The s o r b i t o l  and a g a ro se  were added t o  th e  w ater and t h i s

was h ea ted  t o  b o i l in g  by a  bunsen burner. The s o lu t io n
o

was removed from th e  h e a t cind a llo w ed  t o  c o o l  t o  70-72 C.
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The a n p h o lin e s , p r e -h e a te d  t o  ^  50*C ( 70® C) were added

t o  th e  a g a ro se  s o lu t io n  and m ixed w e l l .  Then, u s in g  a pre

warmed s y r in g e , 15ml o f  s o lu t io n  were in je c t e d  u s in g  a 21g 

bore n e e d le  betw een th e  hydrophobic g la s s  p la t e  and th e  

' Gelbond ' .  The n e e d le  was in s e r te d  one th ir d  o f  th e  way

a lo n g  th e  edge o f  th e  g e l  and a  s te a d y  p r e ssu re  k ept on

th e  s y r in g e  p lu n g e r . A ir  b u b b les c o u ld  be a problem  a t  t h i s

s ta g e ;  in  p r a c t ic e  how ever, o n ly  la r g e  a i r  bub bles had any

n o t ic e a b le  e f f e c t  on fo c u s in g  (When th e s e  occu rred , th e  

ap paratus c o u ld  be c o o le d  down q u ic k ly  under a c o ld  tap  

(k eep in g  th e  a g a ro se  m ix tu re  a t  6()-70^C in  t h e  o v e n ) ,  th e  

'(Selbond* removed and th e  ' a i r  bubble' f i l l e d  w ith  a garose  

m ix tu r e ) . The g e l s  were l e f t  t o  c o o l  t o  room ta ip e r a tu r e  

and th en  s to r e d  a t  4 1] fo r  a t  l e a s t  2 h o u rs, o r  o v e r n ig h t  

a t  room tem peratu re b e fo r e  u s e .  T h is d e la y  in c re a se d  th e  

m ech an ica l s tr e n g th  o f  th e  g e l .  S torage  o f  t h i s  apparatus  

was b e s t  a t  4*C, a  procedure which c u t  th e  w ater l o s s  from  

th e  g e l .  The g e l s  c o u ld  be k ^ t  a t  4 *C f o r  ip  t o  1 week 

w ith o u t any a p p r e c ia b le  e f f e c t  on fo c u s in g .

(c )  Sam ples were m ost c o n v e n ie n tly  a p p lie d  t o  th e  g e l  

s u r fa c e  v ia  p ie c e s  o f  f i l t e r  paper (5 x  2mm Whatman No 1) 

dipped  in  n e a t  serum and a p p lie d  t o  th e  an od ic  end o f  th e  

g e l ,  2cm from th e  ed g e .

One s t r i p  o f  b lo t t in g  paper o f  th e  same le n g th  a s  th e  g e l  

was soaked in  e l e c t r o l y t e  s o lu t io n  i . e .  IM NaOH auid 0.05M 

Hj_SO^ f o r  th e  ca th od e and anode r e s p e c t iv e ly .  T h is was 

b lo t t e d  very  th o ro u g h ly , u n t i l  a lm ost dry euid la id  on to  

th e  edge o f  th e  g e l .  A second dry s t r i p  was la id  on top
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o f  th e  f i r s t  and k ep t in  p o s i t io n  u n t i l  both were even ly  

damp.

(d) The g e l  was p la c e d  on th e  c o o lin g  p la te  and th e

e le c tr o d e s  p o s it io n e d  on th e  a p p ro p r ia te  e le c tr o d e  s t r i p .  

The power was tu rn ed  on and th e  v o lta g e  l e f t  a t  200V 

o v e r n ig h t  (18-20  h o u r s ) .

(e)  When com p leted , th e  w hole g e l ,  or  p a r t  th e r e o f  was
a t i e n o a t i #

immersed in  10% TCA in  w ater fo r  20 m inu tes th e  ap p rop ria te  

tr a c k s  were ' im m unofixed' w ith  a p p ro p r ia te  s p e c i f i c  

a n tiseru m  fo r  2 hours a t  37 *C. T h is was a ch iev ed  by soak ing  

s t r i p s  o f  c e l l u l o s e  a c e ta t e  membrane in  n ea t an tiseru m . 

(This  was b e s t  done by m a in ta in in g  a drcp a t  th e  end o f  

a p a s te u r  p ip e t t e  and running t h i s  ov er  th e  s t r i p  t o  ensu re  

even  w e tt in g  th en  a p p ly in g  a  stream  o f  a n t i  serum to  th e  

to p  o f  th e  s t r i p  and l e t t i n g  th e  e x c e s s  d ra in  back in to  

th e  c o n t a in e r ) .  The s t r i p  was th en  l a id  o n to  th e  tr a c k ,  

c a r e f u l ly  en su r in g  th a t  th e r e  were no a i r  bub bles trapped  

u n d erneath . With th e  a p p ro p r ia te  in cu b a tio n  p er io d  

com p leted , th e  membranes were removed and d isca r d e d .

( f )  The immunofixed g e l s  were washed in  0.85% NaCl 

o v e r n ig h t . Then, t o  dry th e  g e l ,  i t  was immersed in  2 

changes o f  d e s ta in  s o lu t io n ,  th en  com pressed under 3 p ie c e s  

o f  f i l t e r  p a p er , a  g la s s  p la t e  and a  IKg w eigh t fo r  Z -3  

m in u te s . The g e l  was e i t h e r  l e f t  on th e  bench to  dry  

c o m p le te ly  or  d r ie d  u s in g  a lamp.
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(g) When d r ie d , th e  g e l  was s ta in e d  w ith  0.2% PAGE Blue  

in  d e s ta in  s o lu t io n  fo r  10-20  m in u tes , a f t e r  which th e  g e l  

was d e s ta in e d  u n t i l  th e  background was c le a r  or  th e  bands 

d is c e r n a b le .  I f  th e r e  was p r o te in  s ta in in g  l o s s  a s  w e ll  

a s  s t a in in g  l o s s  from th e  background during th e  d e s ta in in g  

p r o c e s s , th en  th e  com p lete  s ta in in g  and d e s ta in in g  p r o c e ss  

c o u ld  be r e p e a te d . A l t e r n a t iv e ly ,  th e  d e s ta in in g  p r o c e ss  

c o u ld  be in te r r u p te d  and th e  g e l  d r ie d  b e fo r e  d e s ta in in g  

a secon d  t im e . T h is l a t t e r  procedure o f te n  h e lp ed  c le a r  

background s t a in in g .
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I I Q Q u a n t i t a t i o n  o f  mo n o c l o n a l  i mmu n o g l o b u l i n s  by IE F

P u r i f i e d  rii orio c l  ona l  i m m u n o g l o b u l i n s  w e r e  r e q u i r e d  f o r  use 

i n  q u a n t i f y i n g  p a r a p r o t e i n s  i n  s erum o f  u r i n e .  These  

c o u l d  t h e n  be  d i l u t e d  a n d  u s e d  a s  s t a n d a r d s  i n  a 

a e n s i  t o m e t r i  c a n a l y s i s .

IbG

I n i t i a l  p u r i f i c a t i o n  o f  monoc l o n a l  IgG from serum was  by a 

s a l t  p r e c i p i t a t i o n  u s i n g  50',i s a t u r a t e d  ammonium s u l p h a t e .  

1C ml o f  serum c o n t a i n i n g  mo n o c l o n a l  IgG we r e  p l a c e d  i n  a 

p i e c e  o f  d i a l y s i s  t u b i n g . a n d  t h i s  wa s  p l a c e d  i n  500 ml o f  

5 0}j s a t u r a t e d  ammoni um s u l p h a t e  t o  p r e c i p i t a t e  t h e  

g l o b u l i n  f r a c t i o n .  T h i s  wa s  d o n e  a t  4*0 o v e r n i g n t .  The  

p r e c i p i t a t e  w a s  r e m o v e d  a n d  w a s h e d  t w i c e  w i t h  5 0% 

s a t u r a t e d  ammonium s u l p h a t e .  The r e s u l t i n g  p r e c i p i t a t e  

wa s  t h e n  r e d i s s o l v e d  i n  a mi ni mum o f  p h o s p h a t e  b u f f e r e d  

s a l i n e  (pH 7 . 2 )  and d i a l y s e d  a g a i n s t  PBS o v e r n i g h t  a t  4* 

C. T h i s  p r o c e d u r e  g a v e  a s o l u t i o n  w h i c h  had m i n i m a l  

c o n t a m i n a t i o n  by serum p r o t e i n s .  î i ext ,  IgH was  removed by 

d i a l y s i s  a g a i n s t  r u n n i n g  t a p  w a t e r  and IgA r e m o v e d  by 

p r e c i p i t a t i o n  w i t h  0 . 0 5  M ZnSO^ ‘ T h e s e

p r o c e d u r e s  g a v e  a s o l u t i o n  w h o s e  m a j o r  c o mp o n e n t  wa s  

m o n o c l o n a l  IgG.  I m m u n o e l e c t r o p h o r e s i s  s h o w e d  t h e  ma j o r  

c o n t a m i n a n t s  t o  be a l bumi n  and t r a n s f e r r i n .  When f o c u s e d  

on a 3 - 1 0  g r a d i e n t  t h e s e  p r o t e i n s  d i d  noc c o n t r i b u t e  to 

b a c k g r o u n d  s t a i n i n g  and f u r t h e r  p u r i f i c a t i o n  w a s  n o t  

deemed n e c e s s a r y .  Radi a l  i m m u n o d i f f u s i o n  showed tne IgG 

c o n c e n t r a t i o n  t o  be 25 . 5mg/ ml .
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h ü n o c i o n a l  IgA wa s  e x t r a c t e d  f r o m serum from a p a t i e n t  

w i t h  I g A m y e l o m a t o s i s .  T h i s  w a s  a c h i e v e d  u s i n g  a 4mm 

t h i c k  i s o e l e c t r i c  f o c u s i n g  g e l ;  an ammoni um s u l p h a t e  

p r e c i p i t a t e  r e d i s s o l v e o  i n  PBS ( 1 ml) was  f o c u s e d  and the

bands  c u t  f r om t h e - g e l .  The a g a r o s e  wa s  t h e n  f r o z e n  and 

t n a we d  o n c e  to d i s r u p t  trie a g a r o s e  s t r u c t u r e .  Once  t he  

a g a r o s e  f o r me d  a homogeneous  b l o c k  2 ml of  PBS were  added  

an G tne a g a r o s e  mi xed w i t h  t h i s .  Th i s  wa s  then c e n t r i f u g e d  

f o r  2 0  m i n u t e s  a t  4 0 , 0 0 0 g ,  t h e  s u p e r n a t a n t  r e m o v e d  and  

t e s t e d  by b o t h  i s o e l e c t r i c  f o c u s i n g  a n d  

i c imunoel  e c t r  ophor e s i  s a nd shown t o  be f r e e  o f  c o n t a m i n a n t s  

frOIL the serum.  The f i n a l  IgA c o n c e n t r a t i o n  ( meas ured by 

o p t i c a l  d e n s i t y   ̂ 260nm) was f ound t o  be 9.5 mg/ml .

IgH

M o n o c l o n a l  7 S IgH a t  4 . 2  mg /  ml was  a k i n d  g i f t  f rom Dr N e i l  

Ri c nar ds on ,  Cambri dge.  S u b s e q u e n t  b a t c h e s  were  produced  

from Wa l c e n s t r o m ' s  Sera  as  f o l l o w s .  I n i t i a l  p u r i f i c a t i o n  

was by ammonium s u l p h a t e  p r e c i p i t a t i o n  to remove some of  

t he  . serum p r o t e i n s .

Next ,  t he  s a mp l e  was  d i a l y s e d  a g a i n s t  c o l d  r unni ng  wat e r  

to p r e c i p i t a t e  the IgM. The a p p a r e n t l y  u n s e l e c t i v e  l o s s  

o f  p r o t e i n  w h i c h  i s  u n a v o i d a b l e  by e a c h  s t e p  h a s  t h e  

e f f e c t  o f  d e c r e a s i n g  t ne  c o n c e n t r a t i o n  o f  c o n t a m i n a t i n g  

serum p r o t e i n s  t o  a f a r  g r e a t e r  e x t e n t  than t h e  mono c l o na l
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irriniunogl o b u l  i n  w h i c h  i s  o f t e n  t h e  p r o t e i n  i n  h i g h e s t  

c o n c e n t r a t i o n  i n  t h e s e  s e r a .  T h i s  me a n s  t n a t  the  s a mp l e  

l e f t  a f t e r  t h e s e  t w o  p r o c e d u r e s  i s  r e l a t i v e l y  pu r e  but  

s e p a r a t i o n  on S e p h a d e x  G200 g a v e  a p r e p a r a t i o n  t h a t  wa s  

i inniunoel  e c t r  ophor e t i  cal lypure.The Igii  c o n c e n t r a t i o n  o f  the  

p u r i f i e d  f r a c t i o n  was  d e t e r m i n e d  by s p e c t r o p h o t o m e t r y  to

Kappa l i g h t  c h a i n s

Free  kappa l i g h t  c n a i n s  we re  p u r i f i e d  from a 24 hour ur i n e  

s a m p l e  f r o m a p a t i e n t  w i t h  IgG Kappa m y e l o m a t o s i s  w i t h  

s u b s t a n t i a l  l i g h t  c h a i n  p r o t e i n u r i a ,  2 l i t r e s  o f  u r i n e  

w e r e  d i a l y s e d  a g a i n s t  c o l d  r u n n i n g  t a p  w a t e r  f o r  24 hours  

to remove  i n o r g a n i c  s a l t s .  Next ,  s o l i d  ammonium s u l p h a t e  

w a s  a d d e d  t o  7 0% s a t u r a t i o n  ( S a t u r a t i o n  t o  t h i s  l e v e l  

woul d  n o r ma l l y  p r e c i p i t a t e  mo s t  o f  the p r o t e i n s  t h a t  may 

be p r e s e n t ) .  The r e s u l t i n g  p r e c i p i t a t e  wa s  r e m o v e d  by 

c e n t r i f u g a t i o n  a t  1 0 0 0 g f o r  15 m i n u t e s ,  w a s h e d  i n  70% 

s a t u r a t e d  ammonium s u l p a t e  and r e c i s s o l v e d  i n  PBS. Pur i t y  

w a s  t e s t e d  by imm u n o e l e c t r o p h o r e s i  s and i s o e l e c t r i c  

f o c u s i n g .  T h e r e  w a s  s i g n i f i c a n t  c o n t a m i n a t i o n  by o t h e r  

p r o t e i n s  , t h e  .,i a j or one b e i n g  a l b u m i n .  The s a m p l e  wa s  

t hen d i a l y s e d  a g a i n s t  0.01 h Sodium Phosphat e  b u f f e r  pH 8.0 

and then s e p a r a t e d  on a DE32 c e l l u l o s e  i o n  e x change  column  

a c c o r d i n g  t o  i n s t r u c t i o n s  s u p p l i e d  i n  t h e  h a t  man  

T e c h n i c a l  B u l l e t i n  I E 2 .  2 0 g o f  dr y  DEAE ( d i e t h y l  

am i noe thy 1) 32 was s t i r r e d  i n t o  300ml  of  0.5 N HCl and l e f t  

f o r  30 m i n u t e s  a f t e r  whi ch  ûne e x c h a n g e r  was  washed w i t h  

oi  St  i l l  ed w a t e r ,  u n t i l  t h e  pH o f  t h e  s o l u t i o n  wa s  4.  

Then,  t he  e x c h a n g e r  w a s  s t i r r e d  i n t o  300 i..l o f  0 . 5  N NaGH
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and 1 e f  t  f  or 30 m i n u t e s .  The e x c h a n g e r  w as  t h e n  w a s h e d  i n 

a f i l t e r  f u n n e l  u n t i l  t h e  e f f l u e n t  w a s  pH 7.  The i o n  

e x change r  was  t h e n  d e g a s s e d  i n  a s t o p p e r e d  Buchner f l a s k ,  

a f t e r  w h i c h  i t  w a s  e q u i l i b r a t e d  by a l i q u o t  b u f f e r  

e x c h a n g e s  u s i n g  0 . 5 M so c i  urn p h o s p h a t e  b u f f e r  u n t i l  t h e  

f i l t r a t e  f r o m t h e  i o n  e x c h a n g e r  had t he  same pH and 

c o n d u c t i v i t y  as  t n e  0 . 5  h b u f f e r .  The c o l u m n  wa s  t h e n  

poured,  a f t e r  r emoval  o f  ’’f i n e s ” ; and the s t a r t i n g  b u f f e r ,  

0 . 0 1 M s o d i u m  p h o s p h a t e  b u f f e r ,  a d d e d  u n t i l  t h e  pH and 

c o n d u c t i v i t y  o f  t he  c o l u m n  e f f l u e n t  i s  e x a c t l y  same as  

t n e  s t a r t i n g  b u f f e r .  The s a mp l e  o f  s e m i - p u r i f i e d  Ben c e -  

J c n e s  p r o t e i n  wa s  added and the col umn e l u t e d .  F r a c t i o n s  

were  c o l l e c t e d  i n  an LK3 f r a c t i o n  c o l l e c t o r  and t e s t e d  f o r  

o p t i c a l  d e n s i t y  (OD) $ 2 8 0 larn. Al l  f r a c t i o n s  we r e  t e s t e d  by 

i  mrn un o - e l  ec t r  i c f o c u s i n g  and t h o s e  snow n t o  c o n t a i n  h i gh  

c o n c e n t r a t i o n s  o f  Kappa B e n c e - J c n e s  w i t h  no c o n t a m i n a n t s  

we r e  t hen  p o o l e d  and t h e i r  o p t i c a l  d e n s i t y  measured.  The 

0. D f o r  I m g / m l  o f  Kappa B e n c e - J o n e s  i s  1 . 40  ( ^280 mm) and  

the  s o l u t i o n  o b t a i n e d  from t he  po o l e d  f r a c t i o n  c o n t a i n e d  

2 . 7 5 mg / m l  Kappa B e n c e - J o n e s .  T h i s  s o l u t i o n  wa s  d i v i d e d  

i n t o  0. 5ml  a l i q u o t s  and s t o r e d  a t  - 2 0  C f o r  f u t u r e  use.

Lambda l i g h t  c h a i n s

The p u r i f i c a t i o n  o f  f r e e  l ambda l i g h t  c h a i n s  from p a t i e n t s  

u r i n e  d i a  n o t  p o s e  t ne  same p r o b l e m s  as  f r e e  Kappa l i g h t  

c h a i n s  b e c a u s e  t he  "non Be n c e - J o n e s "  p r o t e i n u r i a  p r e s e n t  

i n  t h e - f r e e  l a m b d a  l i g h t  c h a i n  u r i n e  w a s  v e r y  l o w .
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C o n s e q u e n t l y ,  p r e c i p i t a t i o n  o f  t h e  u r i n e  w i t h  50% 

s a t u r a t e d  ammoni um s u l p h a t e  g a v e  a s o l u t i o n  c o n t a i n i n g  

f r e e  l a m b d a  l i g h t  c h a i n ,  f r e e  o f  c o n t a m i n a n t s ,  a s  j u d g e d  

by i mm un o e l  e c t r  0 ph or  e s i  s and i s o e l e c t r i c  f o c u s i n g .  The 

c o n c e n t r a t i o n  o f  f r e e  l ambda l i g h t  c h a i n s  i n  t h e  s o l u t i o n  

was  meas ured by o p t i c a l  d e n s i t y  ( f 2 8 0 nm) as  9 . 2  mg/  ml.
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Sc a n n i n g  D e n s i t o me t r y  

S c a n n i n g  d e n s i t o m e t r y  w a s  p e r f o r m e d  u s i n g  an LKB 

L 2 2 0 2  L i l t r o s c a n  d e n s i t o m e t e r .  The  a r e a s  u n d e r  t h e  

de n s i  tom e t  r i  c s c a n s  o f  t h e  p a r a p r o t e i n s  w e r e  p l o t t e d  

a g a i n s t  t h e  c o n c e n t r a t i o n s  o f  t h e  s t a n d a r d  p a r a p r o t e i n  

p r e p a r a t i o n s  and s t a n d a r d  c u r v e s  c o n s t r u c t e d  f o r  e a c h  

p a r a p r o t e i n  c l a s s .  Sera w i t h  p a r a p r o t e i n s  w e r e  t e s t e d  i n  

d u p l i c a t e ,  a t  t wo  d i f f e r e n t  d i l u t i o n s  a l o n g s i d e  t he  

s t a n d a r d s .
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l i e  A n t i - i ü i  cty pe a n t i  serum p r o d u c t i c n  and t e s t i n g .

I t  h a s  b e e n  s h o wn  t h a t  i t  i s  p o s s i b l e  t o  r a i s e  a n t i 

i d i o t y p e  a n t i  se  r urn by u s i n g  i r n mu o g e n i c  p r o t e i n  f rom a t  

l e a s t  two s o u r c e s .  Hough e t  a l  ( 1976)  used F(ab)^ f r a g me n t s  

s t r i p p e d  f r o m t h e  s u r f a c e  o f  t h e  n e o p l a s t i c  c e l l s  by 

p a p a i n  ^ d i g e s t i o n .  O t h e r  w o r k e r s  h a v e ,  us e d  I gH e x t r a c t e d  

f r om t h e  s e r um o f  a l e u k a e m i a  p a t i e n t  (Fu e t  a i  1 97 4 ) .  

The f  orm er met hod r e q u i r e s  a l a r g e  nuieber o f  c e l l s  and as  

t h e s e  w e r e  not  a v a i l a b l e ,  p r o c u c t i o n  o f  a n t i -  i d i  oty pe by 

the l a t t e r  met hod wa s  i n s t i g a t e d .

P u r i f i c a t i o n  o f  IgM

I mmun 0 - i s o e 1 e c t r i c  f o c u s i n g  o f  s erum f rom p a t i e n t  36  

( T a b l e  1 0 ) s h o w e d  t h a t  t h e  m a j o r i t y  o f  s er um IgH wa s  

mo n o c l o n a l ,  so c o n v e n t i o n a l  t e c h n i q u e s  c o u l d  be empl oyed  

to p u r i f y  i t .  Serum was  f i r s t  s u b j e c t e d  to p r e c i p i t a t i o n  

w i t h  5 0 % ammoni um s u l p h a t e  t o  p r e p a r e  a c r u d e  gamma 

g l o b u l i n  f a c t i o n .  The p r e c i p i t a t e  was  re d i s s o l v e d  i n  PBS 

pH 7 . 2  and d i a l y s e d  a g a i n s t  t h e  same.  The IgM wa s  t h e n  

s e p a r a t e d  by g e l  chromat ography  on Sephadex G-200.  Thi s  

g a v e  a p r e p a r a t i o n  w i t h  s l i g h t  c o n t a m i n a t i o n  by ^ 2 

mac r o g l o b u l i  n .

The IgM p r e p a r a t i o n  w a s  p u r i f i e d  f u r t h e r  by p r e p a r a t i v e  

a g a r o s e  z o n a l  e l  e c t r  o ph or e s i  s w h i c h  s e p a r a t e e  tn e od 2 

m a cr o g l  o bul  i n  f r om t h e  IgM.  The I M wa s  t h e n  e x t r a c t e d  

f rom t h e  a g a r o s e  by c e n t r i f u g a t i o n  a t  40 , 0 0 0 g f o r  20 

mi n u t e s .  The r e s u l t i n g  s u p e r n a t a n t  was  wi t h d r a wn  and t h e
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a g a r o s e  r e c o n s t i t u t e d  w i t h  a minimum vol ume  of  PBS pli 7 ,2 . 

Tne p r o c e s s  w a s  r e p e a t e d  and t h e  s u p e r n a t a n t s  c o m b i n e d  

g i v i n g  a 85% r e c o v e r y  o f  IgH.  Thi s  p r e p a r a t i o n  was  z o n a l  

and imm u n o e l e c  tr ophor e t i  c a l l y  pure .  13 0 îg o f  IgH i n  0.5 ml 

PBS pH 7 . 2  w e r e  m i x e d  w i t h  0 . 5 ml  o f  F r e u n d s  c o m p l e t e  

a d j u v a n t  and i n j e c t e d  i n t r a m u s c u l a r l y  i n t o  a r a b b i t  on two 

o c c a s i o n s ,  4 w e e k s  a p a r t .  Ser  urn f rom t h e  r a b b i t  wa s  

removed 2 w e e k s  a f t e r  the second b o o s t e r  i n j e c t i o n .

An IgG f r a c t i o n  w a s  p r e p a r e d  f rom t h e  s erum u s i n g  DEAE 

c e l l u l o s e  a c c o r a i n g  t o  H u a son a H ay A 9 8 0 ). 50 g o f  DE 32

was  mi xe d  w i t h  22 5 ml 0.01 M Sodium ph os phat e  b u f f e r  pH 8. 0.  

The m i x t u r e  was  then t i t r a t e d  back to pH 8. 0 u s i n g  IH HCl.  

A f t e r  r e m o v a l  o f  f i n e s  by a p r o c e s s  o f  s e t t l e m e n t ,  

d é c a n t a t i o n  o f  s u p e r n a t a n t  and r e s u s p e n s i o n  i n  s o d i u m  

p h o s p h a t e  b u f f e r  pH 8 . 0 ,  r e p e a t e d  t h r e e  t i m e s ,  t h e  

r e s u l t i n g  s l u r r y  w a s  p o u r e d  i n t o  a B u c h n e r  f u n n e l  

c o n t a i n i n g  2 s h e e t s  o f  Whatman No 1 f i l t e r  paper ,  and t he  

c e l l u l o s e  s u c k e d  dry f o r  30 s e c o n d s ,  l e a v i n g  a damp ' cake'  

o f  c e l l u l o s e .

5 g o f  w e t  w e i g h t  c e l l u l o s e  p e r  In. 1 o f  s e r u m  g i v e s  

r e a s o n a b l e  p u r i t y  o f  96% and a y i e l d  o f  70% ( Huds on u Hay 

1 9 8 0 ) .

6 ml serum w er e a v a i l a b l e ,  so 3 Gg o f  we t  i on  e xchange r  was  

added t o  a mi x t u r e  o f  6 lul serum and Id ml d i s t i l l e d  wa t e r  

( added t o  l o w e r  i o n i c  s t r e n g t h )  a t  4 C. Thi s  mi x t u r e  was  

e q u i l i b r a t e d  by s t i r r i n g  e v e r y  10 ' f o r  1 hour .  A f t e r  

whi c h  t he  s l u r r y  was poured o n t o  a Buchner  f u n n e l  and t he  

s u p e r n a t a n t  c o n t a i n i n g  the IgG s uc ke d  through.  A f u r t h e r  

1 0 ml o f  0 . 01  H s o d i u m p h o s p h a t e  b u f f e r  pH 8 . 0  w e r e  p a s s e d
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tnrougn ohe c e x l u l o s e »  Zonal&nd inirnunoei  e c t r o p h o r e s i  s o f  

t h i s  p r e p a r a t i o n  s howed v e ry  mi ni mal  c o n t a m i n a t i o n  w i t h  

a l b u m i n .  De n s i  tom e t r  i c s c a n n i n g / t h e  p r e p a r a t i o n  s h o we d  

t h a t  t h e  a l b u m i n  c o n s t i t u t e d  > 5 % o f  t he  t o t a l  p r o t e i n  

( 5 mg/ml) .

T h i s  c r u d e  a n t i - i d i o t y p e  IgG p r e p a r a t i o n - w a s  p u r i f i e d  

f u r t h e r  t o  r e m o v e  a ny  IgG n o t  d i r e c t e d  a g a i n s t  t h e  

i d i o t y p i c  IgM.  T h i s  w a s  a c h i e v e d  by a d s o r b i n g  t h e  IgG 

w i t h  n o r ma l  human s e r u m l i n k e d  to c y a n o g e n  b r o m i d e  

a c t i v a t e d  s e p h a r o s e .

2 0 0 mg o f  c yano g e n  bromi de  a c t i v a t e d  s e p h a r o s e  ( Pharmaci a  

Fi ne  Ch e mi c a l s )  w e r e  wa s h e d  f i r s t  w i t h  100ml  o f  w a t e r  and 

t h e n  w i t h  1 G 0 ml o f  b o r a t e  b u f f e r e d  s a l i n e  on a s c i  nt  er  e d 

g l a s s  f u n n e l .  The b e a d s  w e r e  t h e n  w a s h e d  i n t o  a b e a k e r ,  

a l l o w e d  t o  s e t t l e  and t h e  s u p e r n a t a n t  removed.  1 0 0 mg o f  

p o o l e d  human s erum a t  190 m g /  ml w a s  a d d e d  a t  4 * C. The  

p o o l e d  human s e r u m u s e d  came  f r o m i n d i v i d u a l s  h a v i n g  

a l c o h o l i c  c i r r h o s i s  w i t h  h i g h  p o l y c l o n a l  i m m u n o g l o b u l i n  

l e v e l s  (IgG 21 mg/ ml ,  IgA omg/ mi ,  IgH 9 . 5 mg/ ml ) .  The beads  

w e r e  l e f t  s t i r r i n g  w i t h  t h i s  p r o t e i n  iLixture o v e r n i g h t  at  

4 C. The b e a d s  w e r e  t h e n  w a s h e d  on a s c i n t e r e d  g l a s s  

f u n n e l  w i t h  2 00 ml o f  PBS pH 7 . 2 ,  and  t h e  r e s u l t a n t  

im fii un oa dso r be nt  s t o r e d  i n  PBS w i t h  0.02% sodi um a z i d e  a t  4 

C, u n t i l  u s e .

The  i m m u n o a  d s o r b e n t  w a s  p o u r e d  i n t o  a c o l u m n  and  

e q u i l i b r a t e d  w i t h  2 0 m l  PBS pH 7 . 2 .  20iüx of  IgG 

p r e p a r a t i o n  was  run t hrough t he  col umn under 1 g w i t h  uhe
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unbound p r o t e i n  b e i n g  w a s h e d  o u t  w i t h  30ml  PBS pH 7 . 2 .  

A l l  w a s h i n g s  i r o il t h e  c o l u m n  w e r e  r e t a i n e d  and  

c o n c e n t r a t e d  u s i n g  d i a l y s i s  t u b i n g  s u r r o u n a e d  by 

p o l y e t h y l e n e  g l y c o l .  The r e s u l t i n g  3 ml o f  p u t a t i v e  a n t i -  

i d i o t y p i c  IgG had t o  be r e t u r n e d  t o  a p h y s i o l o g i c a l l y  

i n e r t  b u f f e r .  T h i s  w a s  a c h i e v e d  by p a s s i n g  t h e  

c o n c e n t r a t e d  IgG p r e p a r a t i o n  t hrougn a Sephadex G25 column  

e q u i l i b r a t e d  w i t h  PBS ph 7 . 2  and c o l l e c t i n g  t he  p r o t e i n  

a f t e r  t he  v o i d  vo l ume ,  ae term i  ne d p r e v i o u s l y  u s i n g  1 ml of  

blue d e x t r a n  ( 1% w/ v )  s o l u t i o n ,  had p a s s e d  through.  The IgG 

unbound by CnSr a c t i v a t e d  s e p h a r o s e  wa s  o b t a i n e d  i n  a 

f i n a l  vo l ume  o f  7.3 ml.  The p r o t e i n  c o n c e n t r a t i o n  o f  t h i s  

s a m p l e ,  m e a s u r e  by o p t i c a l  d e n s i t y  2 80  nm ) was  2 mg /  ml . 

I m m u n o e l e c t r o p h o r e s i s  showed no c o n t a m i n a t i o n  w i t h  serum 

p r o t e i n s .  The IgG wa s  t h e n  a l i q u o t e d  i n t o  10 0/cl  s a m p l e s  

and s t o r e d  a t  - 2 0 * 0  u n t i l  use.

T h i s  a n t i s e r u m  now had t o  be t e s t e d  f o r  a n t i - i d i  o t y  pe 

a c t i v i t y  and s p e c i f i c i t y .  A c t i v i t y  a g a i n s t  a u t o l o g o u s  CLL 

l y m p h o c y t e s  wa s  t e s t e d  a g a i n s t  p r e v i o u s l y  f r o z e n  c e l l s  and 

tnen on a f r e s h  p r e p a r a t i o n  o f  l y mp h o c y t e s .

Frozen c e l l s  w e r e  pr e par ed  a s  f o l l o w s .  8 ml o f  h e p a r n i s e d  

b l o o d  w a s  s pun a t  2 0 0 g f o r  3 0 ' o v e r  a d e n s i t y  g r a d i e n t  o f  

F i c o l / T r i o s i l  ( 12 ml ) ( s p gr  1 . 0 8 ) and t h e  b u f f y  l a y e r  

removed.  T h i s  wa s  was hed  t w i c e  w i t h  R Pi'll and p e n i c i l l i n  

( G i b C O - B i o c u l t )  and  s t r e p t o m y c i n  ( G i b c o - B i o c u l t ) ,  

r e s u s p e n d e d  i n  2 ml n e a t  f o e t a l  c a l f  serum ( G i b c o - B i o c u l t )  

a t  5 X 1 0 ^ / m l .  2 ml o f  20% DI-ISO (d i  m e thy 1 s u l  ph o x i  de ) in

RPHI we r e  added.  T h i s  was  a l i q u o t e d  v e ry  q u i c k l y  i n t o  200 

/*1 b a t c h e s  and p l a c e d  a t  - 7 0  C o v e r n i g h t ,  a f t e r  w ni  ch they



85

we r e  s t o r e d  i n  l i q u i d  When r e q u i r e d ,  t he  c e l l s  w e r e

t hawed by p l a c i n g  t h e  c o n t a i n e r  i n  w a t e r  a t  oÔ 'c u n t i l  a 

s m a l l  l u m p  o f  i c e  w a s  l e f t ,  a f t e r  w h i c h  - t h e  c e l l  

s u s p e n s i o n  wa s  d i l u t e d  w i t h  a l a r g e  e x c e s s  o f  RPMI an c 

pen o i l 1 i  n and s t r e p t o m y c i n  and t h e n  w a s h e d  t w i c e  i n  t h e  

same s o l u t i o n .

Fresh c e l l s  w e r e  p r e p a r e d  by l a y e r i n g  8 ml o f  h e p a r i n i s e d  

b l o c d  o v e r  12 ml F i c o l l / T r i o s i l  sp.  ^ r . I . Ob ,  r e m o v i n g  the  

Buf f y  l a y e r  and w a s h i n g  t h e  c e l l s  t w i c e  w i t h  PBS pH 7.2 + 

0 . 0 2 % so diurn a z i d e .

A c t i v i t y  o f  t h e  a n t i - i d i o t y p e  w a s  t e s t e d  f i r s t l y  by t h e  

d e t e c t i o n  o f  f l u o r e s c e i n  l a b e l l e d  s he e p  a n t i - r a b b i t  IgG 

w h i c h  wa s  u s e d  a s  a s e c o n d  a n t i b o d y  as  f o l l o w s .

A u t o l o g o u s  CLL c e l l s  w e r e  i n c u b a t e d  f o r  1 hour a t  37 * C i n  

RPKI and p e n c i l l  in and s t r e p t o m y c i n  t o  remove  cy tophil ic 

i mmu n o g l o b u l i n  and then p e l l e t e d  by c e n t r i f u g a t i o n ,  washed  

t w i c e  i n  c o l d  PBS and 25/^1 o f  "a nt i -  i d i  o t y  pe " a n t i  s e r  urn 

a d d e d .  T h i s  c e l l  s u s p e n s i o n  w a s  l e f t  a t  0 * 0  f o r  30 

mi n u t e s  t o  p r e v e n t  c a p p i n g  o f  t he  s u r f a c e  i mmu n o g l o b u l i n  

a f t e r  whi c h  the c e l l s  we r e  was hed t w i c e  w i t h  PBS pH 7.2 + 

0 . 0 1 % s o d i u m  a z i d e  a t  4 C. 25^1 o f  d i l u t e d  s h e e p  a n t i

r a b b i t  c o n j u g a t e d  t o  f l u o r e s e i n  i  s o  t h i  o cy a na t e  ( C a p p e l l  

Lt d)  was  a d d e d  t o  t h e  c e l l s .  T h i s  w a s  l e f t  a t  0 C f o r  3 0 ’ » 

a f t e r  whi ch  the c e l l s  we r e  washed t w i c e  w i t h  PBS pH 7.2 + 

a z i d e  a t  4* C. C y t o p r e p s  o f  t h e  c e l l s  w e r e  made on a 

S n a n d o n  M 1 27  1 cy to ce  n t  r i f  u  ̂e. The r e s u l t i n g  c y t o p r e p s  

were  f i x e d  i n  me t h a no l  for  5 mi n u t e s  a t  room t e mp e r a t u r e  

a f t e r  w hi  on they w e r e  mounted i n  P B S / g l y c e r o l  and exami ned
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f e r  s u r f a c e  i m m u n o g l o b u l i n  f l u o r  e s e n c e  u s i n g  a L i e t z  UV 

lui cr os  c o pe  w i t h  UV l i g h t  a t  430 nm.

S p e c i f i c i t y  o f  t he  ant  i - i d i  oty pe was  t e s t e d  by u s i n g  t he

a n t i  s erum t o  t r y  to s t a i n  t he  s u r f a c e  i m m u n o g l o b u l i n  o f .  

nor mal  l y m p h o c y t e s  f r om a v a r i e t y  o f  s o u r c e s ,  and o t h e r  

l y mp h o c y t e s .  The f l u o r e s c e i n  c o n j u g a t e d  a n t i s e r u m  was  spun 

a t  6 , 0 0  0 g f o r  10  m i n u t e s  t o  r e m o v e  a g g r e g a t e s  and t h e n  

use a a s  a s e c ond a n t i b o d y  a t   ̂  ̂ the above

d e s c r i b e d  way.  F l u o r e s e n c e  was  e v i d e n t  a t  ^  , ni i nimal  a t  % 

and n o t  a t  a l l  a t  ^ . (  H ow ev e r, use  o f  t ne  a n t i b o d y  a t ^ o n  

a u t o l o g o u s  CLL c e l l s  showed s t r o n g  s t a i n i n g ) .  The r e f o r e ,  

a t o t a l  o f  Ô d i f f e r e n t  s o u r c e s  o f  normal  l y mp h o c y t e s  and 6 

s o u r c e s  o f  CLL c e l l s  w e r e  t e s t e d  i n  t h i s  way .  On e a c h  

o c c a s i o n ,  the  normal  l y m p h o c y t e s  we r e  t e s t e d  i n  p a r a l l e l  

w i t h  a u t o l o g o u s  CLL c e l l s  a s  a p o s i t i v e  c o n t r o l .  An 

a d d i t i o n a l  c o n t r o l  used was  no rm al  r a b b i t  serum whi c h  was  

u s e d  a s  a f i r s t  a n t i b o d y  b e f o r e  t h e  a d d i t i o n  o f  

f l u o r e s c e i n  c o n j u g a t e d  s n e e p  a n t i - r a b b i t  IgG f l u o r e s c e i n  

c o n j u g a t e d  s h e e p  a n t i - r s b b i t  IgG t o  t h e  p a t i e n t s  CLL

lymphocy t e s .

Vv'hen t h e s e  c e l l s  ( i . e .  6 n o r m a l s ,  6 CLLs) and n o r ma l

r a b b i t  s e r u m w e r e  t e s t e d  a l o n g s i d e  c e l l s  f rom p a t i e n t  

3 6 , f l u o r e s e n c e  w a s  v i s i b l e  o n l y  on t h e  s u n  ace  o f  t h e  

a u t o l o g o u s  c e l l s  ( F i g u r e  4 f ).

I d i o t y p i c  i d e n t i t y  h a s  be e n  r e p o r t e d  b e t w e e n  t h e  serum 

p a r a p r o t e i n ,  t n e  s u r f a c e  I g and i n t r a c e l l u l a r  I g on u 

number of  o c c a s i o n s  ( S t e v e n s o n  e t  a l  1 930; ru e u a l  1 979) .
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The i d i o t y p i c  i d e n t i t y  o f  p a t i e n t  3 6 ' s  l y m p h o c y t e  

i n t r a c e l l u l a r  i m m u n o g l o b u l i n  was  t e s t e d  u s i n g  the ' a n t i 

i d i o t y p e '  i n  p a r a l l e l  w i t h  t h e  n o r m a l  c o n t r o l s .  

I n t r a c e l l u l a r  i m m u n o g l o b u l i n  w a s  s t a i n e d  u s i n g  t h e  

f o l l o w i n g  p r o c e d u r e .  8 ml o f  h e p a r i n i s e d  b l ood  spun over  

F i c o l / T r i o s i l  d e n s i t y  g r a c i e n t  ( s p . g r  1 . 0 8 ) .  The B u f f y  

l a y e r  was  r emo v e d  and t h e  c e l l s  was hed t w i c e  w i t h  P33 pH

7. 2 + s o d i u m a z i d e .  C y t o p r e p s  w e r e  pre  pa r e  o a t  4 0 0 , 0 0 0  

c e l l s / s l i d e .  Th e  c e l l s  w e r e  t h e n  f i x e d  i n  a 

E tna nol  :A c e t  i  c A c i d  ( 9 5 / 5 %)  m i x t u r e  f c r  30'  a t  - 2 0 ^ 0  t o  

d i s r u p t  t h e  c e l l  me mb r a n e s .  The c e l l s  w e r e  t h e n  w a s h e d  

t hor o u g h l y  wi  th PBS pH 7. 2  + a z i d e  and t hen i n c u b a t e d  wi t h  

a nt  i -  i d i  o t y  pe f o r  20 ' a t  0*C. The c e l l s  w e r e  t h e n  w a s h e d  

t h o r o u g h l y  and i n c u b a t e d  w i t h  s h e e p  a n t i - r a b b i t  IgG 

( f l u o r s c e i n  c o n j u g a t e d )  a t  a d i l u t i o n  o f  ^  f o r  2 0  mi ns  

a f t e r  w hi  ch the c e l l s  w e r e  wa s hed  t h o r o u g h l y  w i t n  PBS pH

7 . 2  + s o d i u m  a z i d e .  The c e l l s  w e r e  t h e n  mo u n t e d  and  

e x a m i n e d  f o r  f l u o r e s e n c e  un d e r  UV l i g h t  as  d e s c r i b e d  

prev i  o u s l y .

The a n t i - i d i  o t y p e  a n t i b o d y  was  a l s o  u s e d  t o  t e s t  

s p e c i f i c i t y  i n  o t h e r  w a y s .  An O u c h t e r l o n y  d o u b l e  

d i f f u s i o n  wa s  s e t  up w i t h  t he  ant  i - i d i  oty pe a nt i body  i n t h e  

c e n t r a l  w e l l ,  s u r r o u n d e d  by a t o t a l  o f  8 s e r a  f rom CLL 

p a t i e n t s ,  one o f  wh i c h  was  a u t o l o g o u s  serum from p a t i e n t  

36  ( Ta bl  e 1 0 ).

Two a l i q u o t s  o f  a u t o l o g o u s  serum w ere  d e p l e t e d  o f  Igii  and 

I ûB s e p a r a t e l y  and t e s t e d  u s i n g  the a n t i - i  di oty pe a nt i body  

33 an o v e r l a y  i n  i  m ni un o - i  so e l  ec  t r  i c f o c u s i r . g .  T h i s  

d e p l e t i o n  w a s  a c h i e v e d  u s i n g  a f f i n i t y  c u r o m a t o g r a p h y  a s
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d e s c r i b e d  e a r l i e r  u s i n g  c y a n o g e n  b r o m i d e  a c t i v a t e d  

s e pnaros e  ( Ph a r ma c i a  Fi ne  Cnemi c a l s )  l i n k e d  to a n t i - I g i i  (B 

o e h r i n g h e r )  and a n t i - I g ü  ( S c o t t i s h  A n t i  bo ay P r o d u c t i o n  

U n i t ) .

II f S u c r o s e  D e n s i t y  Gradi ent s  C e n t r i f u g a t i o n

Af t e r  d e t e c t i o n  o f  para pr o t e i  naemi  a i n  a p r o p o r t i o n  of  CLL 

c a s e s ,  i t  was  c o n s i d e r e d  i n . p o r t a n t  t o  d i s t i n g u i s h  be t we en  

19s IgM wh i c h  i s  s e c r e t o r y  IgM, and the s m a l l e r  s u b u n i t  of  

IgM wh i c h  may be p r e s e n t  e i t h e r  due to membrane t urnover  

or . s e c r e t i o n .  I n  a d d i t i o n ,  t h e  s i z e  o f  IgM m o l e c u l e  

d e t e c t a b l e  i n  serum may g i v e  i n f o r m a t i o n  on t h e  nat ure  of  

the tumour.

One met hod o f  d e t e r m i n i n g  t h i s  i s  to  s e p a r a t e  wh o l e  serum 

on a d e n s i t y  g r a d i e n t  whi c n  s e p a r a t e s  p r o t e i n s  a c c o r d i n g  

to m o l e c u l a r  w e i g h t .  Su c r o s e  a e n s i  ty g r a d i e n t s  have  been 

e m p l o y e d  w i d e l y  i n  t h i s  co n t e  x t i  n the p a s t ,  a n d . i t  wa s  

c o n s i d e r e d  t h a t  t h e  us e  o f  t h i s  t e c h n i q u e  w o u l d  p r o v i d e  

the r e q u i r e d  i n f o r m a t i o n .

A l i n e a r  s u c r o s e  d e n s i t y  g r a d i e n t  was  c o n s t r u c t e d  u s i n g  2 

s o l u t i o n s  o f  d i f f e r e n t  s u c r o s e  c o n c e n t r a t i o n s  i . e .  5% and 

30% s u c r o s e  i n  0 . 3 M NaCL.* St ock  s o l u t i o n ’s we r e  made up as  

f o l l o w s

S u c r o s e  N a Cl T r i s / HCl 2.5M» pH 0

5% 5 g s o l i d  t o  0 . 31* 1

30% 30b s o l i d  t o  0.3M 1ml
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s u c r o s e  d e n s i t y  g r a d ie n ts
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both s o l u t i o n s  we r e  made up t o  ICOntL wi t h  d i s t i l l e d  wa t e r .

L i n e a r  d e n s i t y  g r a d i e n t s  w e r e  f o r m e d  u s i n ^  a p e r s p e x  

^ r a o i e n t  f o r m e r  ( F i g u r e  4 ) .  2 . 8  lül o f  e a c h  s u c r o s e

s o l u t i o n  w e r e  a d d e d  t o  she  c o l u m n s  a s  s h o wn  i n  F i g u r e  4 

and a p e r i s t a l t i c  pump ( Wa t s o n  8 Mar l ow Lt d MR f l o w  

i n d u c e r )  s e t  t o  pump a t  0 .5 r.i 1 / lu i  n u t e.  The s u c r o s e  

g r a d i e n t  s o l u t i o n  w a s  pumped v i a  a f i n e  b o r e  n e e d l e  

d i r e c t l y  i n t o  a p o l y a l l o m e r  c e n t r i f u g e  t u b e  and t h e  

r e s u l t i n g  g r a d i e n t  l e f t  a t  4*^0 o v e r n i g h t  i n  a 

u l t r a c e n t r i f u g e  bucket .

2 0 0 / ^ 1  o f  s a mp l e  ( i . e .  serum)  were  added,  wi t h  care ,  to t he  

t op  o f  t ne  g r a d i e n t  a t  4*C,  and t he  g r a d i e n t  spun a t  

6 0 , 0 0 0  r pm f o r  4 h o u r s  a t  4*^0 on a B e c k m a n  L 2 - 6 5  

ul tra ce n t r  i f  u ge w i t h  an SW65 r o t o r  head,  a f t e r  whi c h  1 8(^1  

f r a c t i o n s  w e r e  t a k e n  u s i n g  t h e  a b o v e  p e r i s t a l t i c  pump.  

P r o t e i n  c o n t e n t  o f  t he  f a c t i o n s  was  e s t i m a t e d  by o p t i c a l  

d e n s i t y  o n  a P y e  U n i c a m  S P 1 8 0 0 U l t r a v i o l e t  

S p e c t r o p h o t o m e t e r  a t  2 8 0 nm. F r a c t i o n s  we r e  then d i a l y s e d  

a g a i n s t  PBS pH 7 . 2  f c r  a n a l y s i s  by i m m u n o - i s o e l e c t r i c  

f o c u s i  n g.
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RESULTS

I l i a  Q pti i i i i  sa t i  on- o f  I s G o l e c t r i c  f o c u s i n g  t e c h n i q u e

I l l a ( i )  Gel  Assembl y

In o r d e r  to t e s t  t h e  e f f e c t  on I s o e l e c t r i c  f o c u s i n g  o f  

Q o no c l  o n a l  i i.uT. uno g l  o b ul  i  ns unde r  d i f f e r i n g  c o n d i t i o n s ,  

s er a  c o n t a i n i n g  IgG,  IgA and Igi i  p a r a p r o t e i n s  w e r e  f o c u s e d  

i n  g e l s  i n  w h i c h  t h e  a g a r o s e ,  s o r b i t o l  and a m p h o l y t e s  

c o n c e n t r a t i o n s  w e r e  v a r i e d .

A g a r o s e

F i g u r e  5a  s h o w s  t h e  e f f e c t  on f o c u s i n g  o f  u s i n g  0.5'/» 

a g a r o s e  a s  a s u p p o r t  inedium.

F o c u s i n g  i s ,  i n  a l l  c a s e s ,  s a t i s f a c t o r y  w i t h  a c l e a r  

mi cro c l  o na l  p a t t e r n  e v i d e n t  i n  a l l  ii.im unogl o ' oul i  n c l a s s e s .  

The m a j o r  d r a w b a c k  w i t h  u s i n g  t h i s  l o w  c o n c e n t r a t i o n  o f  

a g a r o s e  i s  t h a t  t h e  g e l  r e m a i  n s v e r y  s o f t  a no  i t s  

m e c h a n i c a l  s t r e n g t h  was  v e ry  low com par ed w i  th 1 g agar o s e  

( F i g u r e  8 c ) .  I t  w a s  c o n s i d e r e d  i m p r a c t i c a l  to us e  t h i s  

a g a r o s e  c o n c e n t r a t i o n  i n  a r o u t i n e  s i t u a t i o n  b e c a u s e  o f  

t h i s  f a c t o r .

F i g u r e  5b s h o w s  t h e  e f f e c t  on f o c u s i n g  o f  u s i n g  2> 

Ag ar os e  a s  a s u p p o r t  medium.

Once a g a i n  f o c u s i n g  i s ,  f o r  t h e  m o s t  p a r t ,  s a ' t i  s f  a c t o r y . 

The I g A  a n d  IgM p a r a p r o t e i n s ,  a l  t n o  u sh o w i n g  a 

mi or e  cl  ona l  h e t e r  e o g e n e i  t y , do no t  show t he  same c l a r i t y
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pH r a n g e  3 - 1 0

F i g u r e  5 E f f e c t  on IEF o f  v a r y i n g  a g a r o s e  
c on c e  n t. r a t i o n  s

S e  r  a w e  r e  foe: u s e d  and  f  i >; e  d i n TCA

a 0 5  % a g a r o s e
T r a c k s  1 - 4  s e r a  c o n t a i n i n g  m o n o c l o n a l  I g G ,A ,  

M and n o r m a l  human s e r u m  : 
a p pi 1 i ed  a t  anocJ e  

Tr ac: k s  5 - 8  s e r  a s  i n Tr a c k s  1 - 4  : app 1 i ed  
i n  m i d - g e l

T r a c k s  9 - 1 2  s e r a  a s  i n  T r a c k s  1 - 4 :  a p p l i e d  
a t  c a t h o d e  

b 2 „ 0 % a g a r  o  s  e
T r a c k s  a s  i n  F i g u r e  5 a
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as  t h a t  s e e n  whe n  1 % a g a r o s e  i s  u s e d  u n d e r  t h e  same  

c o n d i t i o n s  ( F i g u r e  8c ) .

S or bi  t o i

F i g u r e  6 s h o ws  t h e  e f f e c t  o f  v a r y i n g  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  

s o r b i t o l  i n  t he  f i n a l  g e l  m i x t u r e  f rom 0 - 2 0 5 .

P a r t  ( a )  s h o w s  i s o e l e c t i c  f o c u s i n g  i n  15 a g a r o s e ,  25 

a m p h o l y t e s  but  w i t h o u t  t h e  a d d i t i o n  o f  s o r b i t o l .  I t  i s  

c l e a r  t h a t  t h i s  i s  u n s a t i s f a c t o r y .  T h e r e  i s  g r o s s  

d i s t o r t i o n  o f  t h e  p r o t e i n s  w i t h  b a n d i n g  o f  t h e  

p a r a p r o t e i n s  b e i n g  p r e s e n t  i n  o n l y  a f e w  c a s e s ,  n o t a b l y  

IgG i n  t r a c k s  1 and 5 and IgM i n  t r a c k s  3 and 7.  A l l  

p a r a p r o t e i n s  f a i l  t o  f o c u s  p r o p e r l y  when run f r o m t h e  

c a t h o d e .  The IgA p a r a p r o t e i n  s h o w s  l i t t l e  e v i d e n c e  o f  

b a n d i n g  r e g a r d l e s s  o f  i t s  o r i g i n a l  p o s i t i o n .  F i g u r e  8c  

s hows  i d e n t i c a l  s a m p l e s  w i t h  f o c u s i n g  p e r f o r me d  w i t n  the  

a d d i t i o n  o f  125 so  bi  t e l . F o c u s i n g  i s  c o m p l e t e  a t  t h i s  

c o n c e n t r a t i o n  w i t h  the p o s s i b l e  e x c e p t i o n  o f  the IgG and 

IgA from t he  c a t h o d e  ( t r a c k s  9 and 10);  t h e s e  p a r a p r o t e i n s  

s h o wi n g  a c e r t a i n  l a c k  o f  c l a r i t y .  I t  i s  a l s o  n o t a b l e  t hat  

t h e  pH g r a d i e n t  i s  s t a b l e  and s hows  mi n i ma l  d i s t o r t !  on.

F i g u r e  6 b s hows  the s a m p l e s  f o e  use o i n  the p r e s e n c e  o f  205 

s o r b i t o l .  F o c u s i n g  i s  s a t i s f a c t o r y  i n  soi.ie c a s e s ,  no t a b l y  

the IgG from the anode ( t r a c k  4).  A l l  t h r e e  p a r a p r o t e i n s  

o r i g i n a t i n g  f r o m t h e  a no d e  show s ome  s i g n s  o f  b a n d i n g .  

T h i s  i s  a l s o  t r u e ,  but  t o  a much l e s s e r  e x t e n t  when t h e  

s a m p l e s  a r e  s i t u a t e d  i n  t h e  m i d d l e  o f  t h e  ^.el ( t r a c k s  6,  

7,  8) .  Tne s a m p l e s  f o c u s e d  f rom t he  c a t h o d e  a r e ,  i n  a l l
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pH r a n g e  3 - 1 0

F i g u r e  6 E f f e c t  o n  lE F  o f  v a r y i n g  s o r b i t o l
c o n c  e n  1 1- a t  i on  s

S e r a  w e r e  f o c u s e d  and f i x e d  i n  TCA

a 0% S o r b i t o l
T r a c k s  1 - 4  s e r a  c o n t a i n i n g  m o n o c l o n a l

IgG ,A ,M  and n o r m a l  human s e r u m  
a p:' fj 1 i e  d a t  a ri o  cJ e  

T r a c k s  5 - 8  s e r a  a s  i n  t r a c k s  1 - 4  
ap p I i  ed  i n  m i d - g e l  

T r a c k s  9 - 1 2  s e r a  a s  i n  t r a c k s  1 - 4  
a p p l i e d  a t  c a t h o d e

b 20% S o r b i t o l  : T r a c k s  a s  i n  F i g u r e  6 a
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c a s e s ,  u n s a t i s f a c t o r y  w i t h  l i t t l e  e v i d e n c e  o f  bandi ng  i n  

any c l a s s .  F o c u s i n g  i n  2 0 %  s o r b i t o l  a t  200V f o r  18 h o u r s  

d o e s  n o t  a p p e a r  t o  h a v e  b e e n  c o m p l e t e d  a s  t h e r e  a r e  

s i m i l a r i t i e s  b e t w e e n  t h i s  g e l  and the g e l  f o c u s e d  w i t h  12> 

s o r b i t o l  a t  ICOV for  18 hours  ( F i g u r e  8b) .

Amphol yt e

F i g u r e  7 s h o w s  t h e  r e s u l t s  o f  v a r y i n g  t h e  a m p h o l y t e  

c o n c e n t r a t i o n  i n  t he  i s o e l e c t r i c  f o c u s i n g  g e l s .  G e l s  we r e  

made up w i t h  ]% a g a r o s e  and ^2% s o r b i t o l  and t h e  a mp h o l y t e  

c o n c e n t r a t i o n s  v a r i e d  b e t w e e n  0 , 5 %  t 2% and 3% v / v .

P a r t  (a)  o f  F i g u r e  7 s ho ws  t h e  0 , 5 %  a mp ho l y t e  e x p e r i m e n t .  

I t  i s  c l e a r  t h a t  t h i s  c o n c e n t r a t i o n  d o e s  n o t  g i v e  

s a t i s f a c t o r y  f o c u s i n g  o f  t h e  m o n o c l o n a l  i m m u o g l o b u l i n s  

p r e s e n t  i n  t he  s e r a .  T h i s  i s  t r u e  f o r  a l l  p o i n t s  o f  

a p p l i c a t i o n  on t h e  i ^ e l .  T r a c k s  1 - 4  snow IgG,  IgA and IgM 

p a r a p r o t e i n s  f o c u s e d  a l o n g s i d e  a normal  hum an serum whi c h  

h a v e  a l l  b e e n  a p p l i e d  n e a r  t h e  a n o d e .  F o c u s i n g  i s  o n l y  

v i s i b l e  to s a t i s f a c t o r y  s t a n d a r d s  i n  the c a s e  o f  IgH whe r e  

c l e a r  b a n d i n g  o f  t h e  m o n o m e r i c  IgM i s  v i s i b l e  ( t r a c k  3 ) .  

The onl y  o t h e r  i mmu n o g l o b u l i n  p r o t e i n  whi c h  s hows  s i g n s  o f  

f o c u s i n g  i s  t h e  l i g h t  c h a i n  band f r o m t h e  IgA s e r u m,  and 

t o  a v e r y  l i m i t e d  e x t e n t ,  t ne  IgG p a r a p r o t e i n .  In t he

c as e  o f  t he  s a m p l e s  a p p l i e d  i n  t h e  m i d d l e  of  t he  g e l ,  IgM

w a s  t he  o n l y  p a r a p r o t e i n  to show s a t i s f a c t o r y  b a n d i n g .  

VJ i  th s a m p l e s  a p p l i e d  n e a r  t h e  c a t h o d e  a g a i n  o n l y  t h e  IgM

s h o w s  b a n d i n g ,  w i t n  t he  IgA serun;  l i g h t  c h a i n  b e i n g

v i s i b l e  onl y  f a i n t l y .
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pH r a n g e  3 - 1 0

F i g u r e  7 E f f e c t  on ÏEF o f  v a r y i n g  a m p h o l y t e  
c o n c e n t r a t i  o n s

S e r a  w e r e  f o c u s e d  and f i x e d  i n  TCA

a 0 .5% am pho1 y t e
T r a c k s  l - 4 : s e r a  c o n t a i n i n g  m o n o c l o n a l  
IgG,A ,M  and n o r m a l  human s e r u m ,  
a p p l i e d  a t  a n o d e
T r a c k s  5 - 8 :  s e r a  a s  i n  T r a c k s  1 - 4 ,  
a p p l i e d  i n  m i d - g e l
T r a c k s  9 - 1 2 ; s e r a  a s  i n  T r a c k s  1 - 4 ,  
a p p l i e d  a t  c a t h o d e  

b 3.0% ampho1 yte
T r a c k s  a s  i n  F i g u r e  7 a
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F i g u r e  3 c  s h o w s  t h e  r e s u l t s  f rom t h e  same  s e r a  f o c u s e d  

u n d e r  i d e n t i c a l  c o n d i t i o n s  w i t h  I f  w / v  a m p h o l y t e .  

F o c u s i n g  o f  a l l  serum p a r a p r o t e i n s  i s  v i s i b l e  under t h e s e  

c o n d i t i o n s ,  a l t h o u g h  the  IgG f o c u s e d  from near the c a t ho d e  

( t r a c k  9) has  no t  f o c u s e d  a s  w e l l  as t h o s e  s a mp l e s  f o c u s e d  

f  r OL. t h e  a n o d e  ( t r a c k  1) and t h e  m i c d l e  ( t r a c k  S’ ).  IgA 

t o o  i s  l a c k i n g  i n  r e s o l u t i o n  wh.en f o c u s e d  f r o m  t h e  

ca t h o de.

F i g u r e  7b r e p r e s e n t s  f o c u s i n g  u s i n g  3% w / v  a m p h o l y t e s .  

F o c u s i n g  from the  anode  i s  s a t i s f a c t o r y  i n  a l l  c a s e s  w i t h  

bands c l e a r l y  v i s i b l e .  The o t h e r  s i t e s  o f  a p p l i c a t i o n  do 

not  howe ve r  g i v e  s i m i l a r  r e s u l t s .  IgG doe s  not  show c l e a r  

e v i d e n c e  of  b a n di n g  when f o c u s e d  f rom t he  c a t h o d e  ( t r a c k  9) 

or t h e  m i d d l e  o f  t he  g e l s  ( t r a c k  5 ) .  IgA s h o w s  some  

e v i d e n c e  o f  b a n d i n g  f r o m t h e  m i d d l e  ( t r a c k  6) and s h o w s  

s i m p l y  a s  a ' s t r e a k *  wh e n  f o c u s e o  f rom t he  ca t ho  d i e  end  

( t r a c k  10). IgM s hows  e v i d e n c e  of  s t r e a k i n g  i n  t h e  "mi ddl e"  

t r a c k  a l t h o u g h  b a n di n g  i s  v i s i b l e  ( t r a c k  7).  No bandi ng  o f  

IgM i s  v i s i b l e  f o r  IgM i n  t r a c k  11 f o c u s e d  f r o m t h e  

c a t h o d e .

These  e x p e r i m e n t s  s howed t h e n  t h a t  f o r  a l l  t h r e e  c l a s s e s  

o f  i m m u n o g l o b u l i n  t e s t e d  2% a m p h o l y t e  g a v e  t h e  m o s t  

s a t i s f a c t o r y  f o c u s i n g .  A l t h o u g h  o t h e r  a m p h o l y t e  

c o n c e n t r a t i o n s  g i v e  f o c u s i n g  f o r  some o f  t he  c l a s s e s ,  2% 

w/ v  a m p h o l y t e s  wo ul d  appear  from t h e s e  e x p e r i m e n t s  t o  be 

the oot i mum.
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I I I  a ( i i )  R u n n i n g  Condi  t i e n s

D i f f e r i n g  V o l t a g e s

F i g u r e  3 s h o w s  t h e  e f f e c t  o f  v a r y i n g  t h e  v o l t a g e  and 

k e e p i n g  the  t i me  c o n s t a n t .

Pa r t  b s ho ws  t h r e e  s e r a  c o n t a i n i n g  m o n o c l o n a l  IgG, IgA and 

Igl-i and a normal  nui.ian seruin f o c u s e u  w 1 1h ^2% s o r b i t o l ,  2% 

w/ v  a mp h o l y t e  and ^% a g a r o s e  and a t  100V c o n s t a n t  v o l t a g e  

f o r  18 h o u r s .

I t  i s  e v i d e n t  f rom p a r t  b t h a t  f o c u s i n g  i s  i n c o m p l e t e  f o r  

IgG r e g a r d l e s s  o f  t h e  p o i n t  o f  a p p l i c a t i o n , a l t h o u g h  t h e  

a n o d i c  s a m p l e  s h o w s  s i g n s  o f  f o c u s i n g .  The IgG from t h e  

m i d d l e  o f  t h e  g e l  a s  w e l l  a s  t h a t  fro:. ,  t ne  c a t h o d e  end  

h a v e  n o t  f o c u s e d  p r o p e r l y .  I g A  h a s  f o c u s e d  

u n s a t i s f a c t o r i l y  froir. a l l  3 a p p l i c a t i o n  p o i n t s .  IgM has  

f o c u s e d  when a p p l i e d  a t  t he  anode,  and t o  a l e s s e r  e x t e n t  

from t he  mi d d l e ,  but no t  a t  a l l  from the c a t ho d e .

The e v i d e n c e  f rom t he  IgM f o c u s i n g  p a t t e r n s  make t he  i d e a  

t n a t  i n s u f f i c i e n t  v o l t  h o u r s  h a v e  b e e n  d e l i v e r e d  

c o m p e l l i n g .  Where t he  IgM has  a s h o r t  ai  s t a n c e  to t r a v e l ,  

i u  h a s  f o c u s e d  w e l l  ( t r a c k  3)  b u t  w i t h  i n c r e a s i n g  

d i s t a n c e s  ( t r a c k s  7 and 11) t o  t r a v e l ,  t h e  f o c u s i n g  

becomes  p r o g r e s s i v e l y  l e s s  c l e a r .

F i g u r e  8c  s ho ws  i d e n t i c a l  s a m p l e s  f o c u s e d  under the  same  

c o n d i t i o n s  e x c e p t  t h a t  t h e  v o l t a g e  wa s  k e p t  c o n s t a n t  a t  

200V f or  16 hours .
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F i g u r e  & E f f e c t  on lEF o f  v a r y i n g  v o l t a g e

S e r a  w e r e  f o c u s e d  and f i x e d  i n  TCA

a S t e p p i n g  up v o l t a g e
1 0 0 V, 2 0 mi n s ; 2 0 0 V , 20mi n s ; 5 0 0 V , 30mi n s ; 
8 0 0 V , 6 0 m i n s ; 12 0 0 V , 9 0 m i n s  
T r a c k s  1 -4:: n o r m a l  human s e r u m ,  s e r a  

c o n t a i n i n g m o n o c 1 on a 1 I g M, A, G; 
a p< p l i e d  a t  a n o  d e  

T r a c k s  5 - 8 :  s e r a  a s  i n  T r a c k s  1 - 4
a p p l i e d  i n  m i d - g  e 1 

T r a c k s  9 - 1 2 : s e r a  a s  i n  T r a c k s  1 - 4  
a p p l i e d  a t  c a t t i o d e  

b lOOV f o r  18 h o u r s  
T r a c k s  1 - 4 :  s e r a  c o n t a i n i n g  mono c 1 o n a 1 

I g G , A , M , n o r m a l  human s e r u m ;  
a p p l i e d  a t  a n o d e  

T r a c k s  5 - 8 :  s e r a  a s  i n  T r a c k s  1 - 4
a p p l i e d  i n  m i d - g e l  

T r a c k s  9 - 1 2 : s e r a  a s  i n  T r a c k s  1 - 4  
' app 1 i  e?d a t  c  a t h o d e  

c 200V f o r  1 8 h o u r s
T r a c k s  a s  i n  F i g u r e  8b  

d 500V f o r  I S h o u r s  + lOOOV f o r  1 h o u r  
T r a c k s  a s  i n  F i g u r e  9b
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F o c u s i n g  i s  b e t t e r  f rom a l l  a r e a s  o f  a p p l i c a t i o n  and f o r  

a l l  c l a s s e s .  Opt i mum p o s i t i o n  f o r  t h i s  v o l t a g e  h o w e v e r  

w o u l d  a p p e a r  t o  be a p p l i c a t i o n  a t  t h e  a n o d e .  T h e r e  i s  a 

l a c k  o f  r e s o l u t i o n  i n  t he  I gA m i d d l e  a p p l i c a t i o n  t r a c k  6 

and some s t r e a k i n g  o f  the  IgM s a mp l e  i n  t r a c k  7.  The IgG 

i n  t r a c k  9 na s n o t  f o c u s e d  a s  w e l l  a s  t h a t  i n  t r ac k  1.

W i l  1 i am so n ( 1 9 7  8) r e c o m m e n d e d  r u n n i n g  c o n d i t i o n s '  o f  a 

i . iaximum w a t t a g e  o f  O.pW/100cm w i t h  v o l t a g e  i n c r e a s i n g  t o  

5 00 V. On a t t a i n i n g  t h i s  v o l t a g e ,  t h e  g e l  w a s  run  

o v e r n i g h t  and t h e n  " b o o s t e d "  u s i n g  1000V f o r  1 hour  

( F i g u r e  &0. The g e l  had d r i e d  a l m o s t  c o m p l e t e l y  i n  some  

p a r t s  and t h e  f o c u s i n g  wa s  u n s a t i s f a c t o r y  unde r  t h e s e  

c o n d i t i o n s .  The IgG f rom t h e  a n o d e  s h o w s  d i s t o r t i o n  

a l t h o u g h  the same s a m p l e s  a p p l i e d  i n  t ne  mi d d l e  o f  the g e l  

and f r o m t h e  c a t h o d e  show a c c e p t a b l e  r e s o l u t i o n .  The IgA 

p a r a p r o t e i n  s hows  no s i g n  o f  band i n g  i r r e s p e c t i v e  o f  p l a c e  

o f  a p p l i c a t i o n .  S i m i l a r l y ,  t h e  r e d u c e d  IgM p a r a p r o t e i n  

s h o w s  no b a n d i n g ,  i r r e s p e c t i v e  o f  p l a c e  o f  a p p l i c a t i o n ,  

k'ot o n l y  i s  t h e  r e s o l u t i o n  u n a c c e p t a b l e  unde r  t h e s e  

c o n a i t i o n s  bu t  t h e r e  a l s o  a p p e a r s  to be " b e n d i n g "  o f  t h e  

t r a c k s ,  p a r t i c u l a r l y  near  t he  ca t hode .

The m o s t  p r o b a b l e  e x p l a n a t i o n  f o r  t h i s  i s  e x c e s s  l i q u i d  

c o l l e c t i n g  a t  t he  c a t h o d e  e l e c t r o d e  s t r i p s ,  thus  c a u s i n g  a 

change  i n  the shape  o f  t he  e l e c t r o d e .

O v e r a l l ,  bot h u n s a t i s f a c t o r y  r e s o l u t i o n  and f o c u s i n g  can  

be a t t r i b u t e d  t o  o v e r h e a t i n g  o f  t he  t>el c a u s e d  by h i g h  

v o l t a g e  o v e r  a p r o t r a c t e d  p e r i o d .  Tne e x p e r i m e n t  wa s  

r e p e a t e d  i n  a humi a a t mo s p h e r e  ( c o n c i t i o n s  not  r e q u i r e d
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when 20 0V f o r  16 h o u r s  i s  u s e d )  w i t h  s i m i l a r  r e s u l t s ,  t h us  

r u l i n g  c u t  s i m p l e  w a t e r  l o s s  from tne g e l  c u r i n g  t he  run.

F i g u r e  6 a  s h o w s  t h e  e f f e c t  on I F F  o f  s e r a  w i t h  t h e  

d e l i v e r y  o f  2 0 0 0  v o l t  h o u r  s o v e r  a s h o r t  t i m e  a s  

r e c o m m e n d e d  by P h a r m a c i a .  T r a c k s  1 - 4 ;  5 - 6  and 9 - 1 2

c o r r e s p o n a  t o  n c r m a l  human s e r u m ;  m o n o c l o n a l  IgM s e r u m,  

m o n o c l o n a l  IgA s er um and m o n o c l o n a l  IgG s e r um i n  e a c h  

group o f  f o u r  s er a .  The s i m i l a r i t i e s  b e t w e e n  t h i s  f i g u r e  

a n d  F i g u r e  8 b  e s p e c i a l l y  w i t h  r e g a r d  t o  t h e  IgG 

p a r a p r o t e i n s  p o s i t i o n  ( t r a c k s  5 ,  i  , 13 )  an o t he  IgM

c a t h o d a l  a p p l i c a t i o n  ( t r a c k  10) a r e  e v i d e n t .  As w i t h  100V 

f o r  18 ho u r s ,  i n s u f f i c i e n t  v o l t h o u r s  wo u l d  appear  t o  have  

been a p p l i e d  i n  t h i s  c a s e .

The m a i n  c o n c l u s i o n  f r o m t h e s e  e x p e r i m e n t s  i s  t h a t  200V  

a p p e a r s  to g i v e  o p t i m a l  f o c u s i n g  combi ned w i t h  c o n v e n i e n c e  

( F i g u r e  8 c ) .

I l i a  ( i i i )  A p p l i c a t i o n  o f  s ampl es

Method o f  a p p l i c a t i o n

F i g u r e  9 t r a c k s  2 - 5  show an i d e n t i c a l  s e r um c o n t a i n i n g  

m o n o c l o n a l  IgG a p p l i e d  i n  f o u r  d i f f e r e n t ,  way s .  ( S e e  

L e g e n d ) .  F o c u s i n g  o f  t h e  m o n o c l o n a l  IgG i s  s a t i s f a c t o r y  

r e g a r d l e s s  o f  t n e  m e tho d o f  a p p l i c a t i o n .  H o w e v e r ,  a 

d i f f e r e n t  p a r a p r o t e i n  i n  t r a c k  1, a l t h o u g h  f o c u s i n g  i n t o  

ban a s  h a s  a s l i g h t l y  odd s h a p e  w i t h  a gap i s  e v i d e n t  i n  

t h e  m i d d l e  o f  t h e  ba n di f j g  p a t t e r n .  The w i d t h  o f  t h e  

f i l t e r  p a p e r  u s e d  t o  a p p l y  t ne  s a m p l e  i s  t n e  i . i os t  l i k e l y



1 2 3 4 5

pH r a n g e  3 - 1 0

F i g u r e  9 C o m p a r i s o n  o f  d i f f e r e n t  m e t h o d s  o f  a p p l y i n g  
s a m p l e s

S e r a  c o n t a i n i n g  m o n o c l o n a l  IgG w e r e  a p p l i e d  
i n  d i f f e r e n t  w a y s  and f i x e d  i n  TCA

T r a c k  1 n a r r o w  f i l t e r  p a p e r  d i p p e d  i n  s e r u m (2m*)
2 w i d e  f i l t e r  p a p e r  d i p p e d  i n  s e r u m
3 2 /..(I a l i q u o t  < n e a t  s e r u m )  o n t o  

f i l t e r  p a p e r
4 2 /ul a l i q u o t  d r o p  on g e l
5  w i d e  f i l t e r  p a p e r  + 4 u l  a l i q u o t  

s e r u m  d i l u t e d  1 / 2  w i t h  0 .8 5 %  NaCl
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r e a s o n  f o r  t h i s .  I t  i s  t h i s  w i d t n  t h a t  d e t e r i , l i n e s  t h e  

f i n a l  w i d t h  o f  t h e  t r a c k  a t  h i g i ^er  ph and b e c a u s e  t h e  

p a r a p r o t e i n  c o n c e n t r a t i o n  i s  so h i g h  t h e  p a r a p r o t e i n  i s  

f o r c é e  t o  f o c u s  to t he  l e f t  and r i g h t  o f  the t r a c k  l e a v i n g  

a s l i g h t  gap i n  t h e  mi d d l e .  T h i s  gap i s  not  n o t i c e a b l e  on 

t he  o t h e r  t r a c k s  a s  t h e  e f f e c t i v e  s a m p l e  t r a c k  w i d t h  i s  

g r e a t e r  i n  a l l  o f  t hem.  The b e s t  i l l u s t r a t i o n  o f  t h e  

m i c r o - h e L e r o g e n e i t y  o f  t h e  m ono c l o n a l  I i s  s ho wn on 

t r a c k  5 w i t h  wi d e  a p p l i c a t i o n  paper and l a r g e r  a l i q u o t  o f  

d i l u t e  serum.  Al t h o ug h  t h i s  wo ul  d be the met hod o f  c h o i c e  

f o r  d i s p l a y i n g  t h e  s p e c t r o t y p e s  and f o r  s l i g h t l y  b e t t e r  

r e s o l u t i o n  o f  t he  o t h e r  s erum p r o t e i n s  i n  p r a c t i c e  i t  i s  

mo r e  c o n v e n i e n t  t o  u s e  m e t h o d  1 a s  i t  i s  q u i c k e r  and  

e a s i e r  t h a n  t he  o t h e r s .  Tr a c k  4 p r o b a b l y  r e p r e s e n t s  as  

m uch l i q u i d  s a m p l e  t h a t  can be a p p l i e d  t o  t h e  g e l  i f  t h e r e  

are  more  than a b o u t  12 s am pi e s.

L i q u i d  s a m p l e s  t e n d  t o  s p r e a d  o v e r  t h e  g e l ,  t h u s  

r e s t r i c t i n g  the numbers  o f  s a mp l e s  per g e l .

P l a c e  o f  a p p l i c a t i o n

In many o f  t h e  e x p e r i m e n t s  c a r r i e d  o u t  i n  v a r y i n g  t h e  

c o n d i t i o n s  f o r  i s o e l e c t r i c  f o c u s i n g ,  the s a m p l e s  a p p l i e d  

t o  t h e  g e l  w e r e  a p p l i e d  i n  t h r e e  p l a c e s  i . e .  ne a r  t h e  

a n o d e ,  i n  t h e  m i d d l e  o f  t he  g e l  and n e a r  t ne  c a t h o d e .  

With r e g a r d  t o  a p p l i c a t i o n  near  t he  c a t ho d e ,  n.uch depends  

on t ne  o t h e r  v a r i a b l e s  i n v o l v e d  and t h e  i m m u n o g l o b u l i n  

c l a s s  un de r  c o n s i d e r a t i o n .  M o n o c l o n a l  I f o r  e x a m p l e  

does  n e t  f o c u s  s a t i s f a c t o r i l y  under any of  the c o n a i t i o n s  

when p l a c e d  ne ar  t he  c a t hode .  A s i m i l  ar s i t u a t i o n  e x i s t s
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w i t h  IgA a l t h o u g h  when 200V c o n s t a n t  v o l t a g e  i s  a p p l i e d  

( F i g u r e  3 c ) ,  t he  c a t h o d a l  a p p l i c a t i o n  o f  t n e  m o n o c l o n a l  

IgA p a r a p r o t e i n  do e s  show some s i g n s  o f  bandi ng.  The Igii  

p a r a p r o t e i n  i s  the onl y  one wh i c h  s hows  s i g n s  o f  f o c u s i n g  

s a t i s f a c t o r i l y  from a c a t h o d a l  a p p l i c a t i o n .  T h i s  a c h i e v e d  

o n l y  a f t e r  r e d u c t i o n  o f  t h e  IgM t o - i t s  m o n o m e r i c  s t a t e .

200V c o n s t a n t  v o l t a g e  ( F i g u r e  8 c )  and t h e  s h o r t  run a t

n i g h  v o l t a g e  ( F i g u r e  da)  w e r e  t he  o n l y  t wo c o n d i t i o n s  

wh i c h  a l l o w e d  f o c u s i n g  o f  t he  monome r i c  Igi i .  The o t h e r s ,  

a l t h o u g h  e v i d e n c e  o f  b a n d i n g  i s  p r e s e n t  i n  some a r e  n o t  

s a t i  s f  a c t o r y .

A p p l i c a t i o n  o f  t h e  s a m p l e s  i n  t h e  m i d d l e  o f  t h e  g e l  i s

a l s o  u n s a t i s f a c t o r y  i n  many r e s p e c t s .  F o c u s i n g  o f  t he

p a r a p r o t e i n s  a r e  o n c e  a g a i n  d e p e n d a n t  upon t h e  o t h e r  

p r e v a i l i n g  c o n d i t i o n s .  200 v o l t s  c o n s t a n t  v o l t a g e  ( F i g u r e  

o c )  s hows  s a t i s f a c t o r y  f o c u s i n g  o f  t he  IgG as  does  t h e  500V 

f o r  18 h o u r s  run ( F i g u r e  8 d ) .  Wnen a p p l i e d  i n  t h e  mi d e l  e 

o f  t h e  g e l ,  100V c o n s t a n t  v o l t a g e  i s  u n s a t i s f a c t o r y  

( F i g u r e  8 b) w i t h  l i t t l e  r e s o l u t i o n  of  the spe'c tr oty pe. A 

s i m i l a r  s i t u a t i o n  e x i s t s  w i t h  t h e  s h o r t  run a t  h i g h  

v o l t a g e  ( F i g u r e  8 a ) .  The IgA p a r a p r o t e i n  s h o w s  s i g n s  o f  

b a n d i n g  i n  F i g u r e s  8 c  a n d  8 a .  Th e  o t h e r s  a r e  

u n s a t i  s f a c t o r y .

IgM f o c u s e s  s a t i s f a c t o r i l y  when a p p l i e d  t o  t h e  m i d d l e  o f  

t h e  g e l  i n  a l l  v o l t a g e  c o n d i t i o n s  e x c e p t  t h e  500  V 

o v e r n i g h t  run ( F i g u r e  8d) .

One o f  t he  d i s a d v a n t a g e s  i n c u r r e d  i n  a p p l y i n g  s a m p l e s  i r- 

t h e  m i d d l e  o f  t h e  g e l  i s  t he  a r t e f a c d u a l  p a t t e r n s  c a u s e d
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by t h e  f i l t e r  p a p e r  a p p l i c a t i o n s  e . g .  F i g u r e  o c  200 V 

c o n s t a n t  v o l t a g e ,  ( w h i c h  c a n ,  on o c c a s i o n  i n t e r f e r e  w i t h  

t n e  a n t i b o d y  o v e r l a y s  r e q u i r e d  f o r  i m m u n o l o g i c a l  

i d e n t i f i c a t i o n  a s  w e l l  as  c a u s i n g  a r t e f a c t s  t o  appear  on 

TCA f i x a t i  on. )

F o c u s i n g  o f  ono c l  o n a l  IgG,  IgA and I g i l  when a p p l i e d  a t  

one a n o d e  i s  s a t i s f a c t o r y  wne n  200V o v e r n i g h t  i s  a p p l i e d .  

T h i s  i s  t h e  o n l y  v o l t a g e  a t  w h i c h  a l l  t h r e e  p a r a p r o t e i n  

t y p e s  f o c u s  w e l l .  100V c o n s t a n t  v o l t a g e  doe s  not  d e l i v e r  

e n o u g h  v o l t h o u r s  wh e n  t h e  s a m p l e s  a r e  a p p l i e d  n e a r  t h e  

a n o d e .  S e v e r e  d i s t o r t i o n  o f  t h e  p a r a p r o t e i n  t r a c e s  i s  

e v i d e n t  i n  t h e  a n c d a l  a p p l i c a t o n  o f  t he  s a m p l e s  f o l l o w e d  

by 500V c o n s t a n t  v o l t a g e  ( F i g u r e  8d)  w i t h  none  o f  t he  

c l a s s e s  s n o w i n g  s a t i s f a c t o r y  f o c u s i n g .

The r e s u l t s  o f  t h i s  s e c t i o n  show t h a t  anoda l  a p p l i c a t i o n  o f  

s erum s a m p l e s  c o n t a i n i n g  m o n o c l o n a l  i m m u n o g l o b u l i n s  

a c ni  e v e  t he  b e s t  r e s u l t s .  T h i s  f i n d i n g  i s  i n  a g r e e m e n t  

w i t h  W i l  1 i am so n ( 1 97 8) b u t  a t  v a r i a n c e  w i t h  Ros e n  e t  a l  

( 1 97 9) who re  coiu me nded  c a t h o d a l  a p p l i c a t i o n  o f  s a m p l e s .  

The l a t t e r  g r o u p  w e r e  u s i n g  p u r i f i e d  p r o t e i n s  and n o t  

serum s a mp l e s ,  a f a c t o r  w n i c h  may have some b e a r i n g  on t he  

a b i l i t y  o f  a p r o t e i n  t o  r e a c h  i t s  i s o e l e c t r i c  p o i n t  under  

v a r i o u s  c o n d i t i o n s .



1 0 0

M a j o r  A r t e f a c t s

F i g u r e  I C a  s h o w s  t f i e  e f f e c t  o f  e x c e s s  c o n d e n s a t i o n  d u r i n g  

t h e  f o c u s i n g  r u n .

T r a c k  1 s h o w s  a s e r u m  w i t h  a n  I g G  p a r a p r o t e i n ,  t r a c k  2 a 

t i o r m a l  h u m a n  s e r u m  a n d  t r a c k  3 s e r u m  c o n t a i n i n g  a n  

p a r a p r o t e i n  a f t e r  TCA f i x a t i o n .  A l t h o u g h  t h e  b a n d s  a r e  

c l e a r l y  v i s i b l e  i n  t r a c k s  1 a n d  3»  o b v i o u s l y  t h i s  

s i t u a t i o n  i s  u n s a t i s f a c t o r y  i f  i r r . r . i u n o l o g i c a l  

i d e n t i f i c a t i o n  i s  r e q u i r e d .  b e f o r e  f i x a t i o n  o f  a n y  k i n d ,  

t h e  p r o t e i n s  a r e  i n v i s i b l e ,  t h e r e f o r e  i t  i s  a s s u m e d  t h a t  

t h e  p r o t e i n s  a r e  f o c u s e d  i n  a  s t r a i g h t  l i n e  a n d  t h e  

m e m b r a n e s  s o a k e d  i n  s p e c i f i c  a n t i s e r u m  a r e  a p p l i e d  i n  a  

s t r a i g h t  l i n e .  I t  i s  c l e a r  t h a t  t h e  i m m  u n o f  i  x a  t i  o n  w o u l d  

n o t  h a v e  b e e n  p o s s i b l e  i f  t h e s e  t r a c k s  h a d  b e e n  o v e r l a i d .

T h e  p h e n o m e n o n  i s  c a u s e d  b y  e x c e s s  w a t e r  c o l l e c t i n g  a l o n g  

t h e  l e f t  h a n d  e d g e  o f  t h e  g e l  s o  c a u s i n g  t h e  a n o d e  t o  t a k e  

o n  a n  e f f e c t i v e l y  L - s h a  p e  d . f  o r m a n d  i t  i s  t r i i  s  w h i c h  

c a u s e s  t h e  d i s t o r t i o n  v i s i b l e  i n  t h e  t h r e e  t r a c k s .  T h e  

r e m e d y  f o r  t h i s  i s  d e s c r i b e d  m o r e  f u l l y  i n  M a t e r i a l s  a n d  

M e t h o d s  a n d  i n v o l v e s  t h e  u s e  o f  t w o  p i e c e s  o f  f i l t e r  p a p e r  

a s  e l e c t r o d e  s t r i p s  f o r  b o t h  t n e  c a t h o d e  a n d  a n o d e .

R e p e a t e d  f r e e z e - t h a w i n g  o f  c l i n i c a l  s a m p l e s  i s  b e s t  

a v o i d e d .  F i g u r e  1 0 b  s h o w s  t h e  é f f e c t  o n  t n e  i s o e l e c t r i c  

f o c u s i n g  p a t t e r n  o f  f r e e z e - t h a w i n g  a  n o r m a l  h u m a n  s e r u m  

f o r  a  n u m b e r  o f  t i m e s  i . e .  0 ,  2 ,  5 ,  1 0  a n d  2 0  t i m e s .  T n e  

s e r u m  w h e n  f o c u s e d  w i t h o u t  b e i n g  f r o z e n  s h o w s  n o  

q u a l i t i t a t i v e  a b n o r  ;ri a l i t y  ( t r a c k  1 ) .  T h e  e f f e c t  o f
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1 0 1

n u m e r c u s  f r e e z e - t h a w  e p i s o d e s  s e e m s  i n  f a c t  t o  n a v e  h a d  

l i t t l e  e f f e c t  o n  t h e  f o c u s i n g  p a t t e r n s .  T n e r e  i s  n o  

Q i s c e r n a ' o l e  d i f f e r e n c e  i n  t h e  s e r u m  w h i c h  h a d  b e e n  f r o z e n  

a n  d t h a w e d  2 0  t i m e s  c o m p a r e d  t o  t h a t  o f  f r e s h  u n f r o z e n  

s e r u m .

F i g u r e  1 0 c  s h o w s  t h e  e f f e c t  o f  a  s i m i l a r  n u m b e r  o f  

' f r e e z e - t h a w *  e p i s o d e s  o n  a  s  e r  UL; c o n t a i n i n g  m o n o c l o n a l  

I g G  b a n d s .  A g a i n ,  t h e r e  i s  n d  d i s c e r n a b l e  d i f f e r e n c e  i n  

t h e  n u m b e r  c f  b a n d s  v i s i b l e  a f t e r  r e p e a t e d  ' f r e e z e - t h a w '  

e p i  s o  d e s .

I l l  a  ( i v )  P o s t - R u n  T r e a t m e n t  

I m m u n o f 1 x a t i  o n

T h i s  i s  o b v i o u s l y  o n e  o f  t h e  m o s t  i m p o r t a n t  p a r t s  o f  t h e  

t e c h n i q u e  i n  i t s  a p p l i c a t i o n  t o  l o c a t i n g  a n d  c o r r e c t l y  

i d e n t i f y i n g  m o n o c l o n a l  i m m u n o g l o b u l i n s .  A s  s t a t e d  

p r e v i o u s l y ,  t h e  a b i l i t y  o f  i s o e l e c t r i c  f o c u s i n g  w i t h o u t  a n  

i m m u n o l o g i c a l  i d e n t i f i c a t i o n  s t a g e  t o  i d e n t i f y  m o n o c l o n a l  

i m m u n o g l o b u l i n s  i s  s o m e t i m e s  l i m i t e d .  I t  i s  t h e r e f o r e  

e s s e n t i a l  t h a t  c o n d i t i o n s  f o r  i m m u n o f i x a t i o n  a r e  

o p t i i . i i  s e a .

F i g u r e  1 1 a  s h o w s  t h e  e f f e c t  o f  v a r y i n g  t e m p e r a t u r e  o n  

i i i im u n o f  i  x a  t i  o n  o f  m o n o c l o n a l  I g G .  T h e  t r a c k s  w e r e  f o c u s e d  

a n d  o v e r l a i d  w i t h  a n t i - I g G  f o r  2 h o u r s  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e  

a n d  at  3 7  C.  A l l  c o n d i t i o n s  s h o w  d a n c i n g .  W i t h  r e g a r d  t o  

t n e  e f f e c t  o f  i n c u b a t i o n  t i m e  o n  i m m u n o f i x a t i o n ,  r e s u l t s  

f o r  t h i s  a r e  s h o w n  i n  F i g u r e  1 1 a .  A l t h o u g h  b a n  d i n  ^  i s
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v i s i b l e  i r ;  a l l  l o u r  c a s e s ,  t h e  m o s t  c o n v i n c i n g  p a t t e r n s  

a r e  t n o s e  s e e n  a f t e r  1 2 0  a n d  2 4 0  m i n u t e s  a t  3 7 * 0 .

I t  i s  n o t  a s  i m p o r t a n t  t o  b e  a b l e  t o  d e t e c t  m o n o c l o n a l  I g G  

uy i mr n u n o - i  s o e l e c  t r i  c  f o c u s i n g  a s  i t  i s  f o r  t h e  r e m a i n i n g  

c l o s e s  a l t h o u g h  I l E F  i s  r e q u i r e d  f o r  i d e n t i f i c a t i o n .  

T n e s e  o t n  e r  s  a r e  o f t e n  o b s c u r e d  b y  t h e  o t h e r  s e r u m  

p r o t e i n s ,  s o  a n o t h e r  i d e n t i f i c a t  i ^o  n s t e p  i s

e s s e n t i a l . .  F i g u r e  1 1 b  s h o w s  t h e  e f f e c t  o f  v a r y i n g  t i m e  o f  

i n c u b a t i o n  o n  I g A ,  I g M a n d  I  gD p a r a p r o t e i n s .

A l l  t n r e e  c l a s s e s  s h o w  s a t i s f a c t o r y  ir.n. i u n o f  i  x a  t i  o n  a f t e r  

a l l  o f  t h e  t e s t e d  t i m e  i n t e r v a l s  a t  3 7 * C .  T h e  a p p e a r a n c e  

o f  a c l e a r  b a n d i n g  p a t t e r n  w i t h o u t  a n y  ’ a n t i g e n  e x c e s s '  i s  

m o r e  a  f u n c t i o n  o f  t h e  c o n c e n t r a t i o n  c f  t h e  p a r a p r o t e i n  

p r e s e n t  i n  t h e  s a m p l e  c o m  p a r e  a  t o  t h e  a n t i b o d y

c o n c e n t r a t i o n  t h a n  s i m p l y  t h e  l e n g t h  o f  t i m e  a l l o w e d  f o r

i n c u b a t i o n .  I n  t h e  c a s e  c f  I g M , .  f o r  e x a m p l e ,  a c l e a r

b a n d i n g  p a t t e r n ,  f r e e  o f  a n t i g e n  e x c e s s ,  w i l l  o n l y  b e c o m e  

c l e a r  i f  t h e  p a r a p r o t e i n  c o n c e n t r a t i o n  i s  i . i a d e  l o w e r ,  a n d  

n o t  i f  i n c u b a t i o n  t i m e  i s  v a r i e a .  T h e r e f o r e ,  i f  a  c l e a r  

b a n d i n g  p a t t e r n  i s  r e q u i r e d ,  a n d  t h i s  i s  n o t  a l w a y s  

n e c e s s a r y  i n  r o u t i n e  w o r k ,  t h e n  t h e  c o r r e c t  a n t i g e n  t o  

a n t i b o d y  r a t i o  h a s  t o  b e  o p t i m i s e d  f o r  e a c h  i n d i v i d u a l  

c a  s e .
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S a l t  p r e c i p i t a t i o n

A n o t h e r  m e t h o d  o f  v i s u a l i s i n g  f o c u s e d  p r o t e i n s  i s  t o  t a k e  

a d v a n t a g e  o f  t h e  f a c t  t n a t  i m m u n o g l o b u l i n s  a r e  i n s o l u b l e  

i n  50% s a t u r a t e d  a m m o n i u m  s u l p h a t e  s o l u t i o n  a t  4 * C ;  o r  a n  

16% s o a i u i i i  s u l p n a t e  s o l u t i o n  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e .

A f t e r  f o c u s i n g ;  t h e  g e l s  a r e  i m m e r s e d  i n  e i t h e r  o f  t h e  t w o  

s o l u t i o n s  o u t l i n e d  a b o v e .  T h e  r e s u l t s  o f  t n i s  i m m e r s i o n  

c a n  b e  s e e n  o n  F i g u r e  1 2  i n  w h i c h  p a r a p r o t e i n s  o f  v a r i o u s  

c l a s s e s  w e r e  t e s t e d  a n d  c o m p a r e d  w i t h  c h e m i c a l  f i x a t i o n  

u s i n g  TCA.

I t  i s  i m m e d i a t e l y  a p p a r e n t  t h a t  t h e r e  i s  a l o s s  i n  

b a c k g r o u n d  s t a i n i n g  a s s o c i a t e d  w i t h  s a l t  p r e c i p i t a t i o n .  

I n  a d d i t i o n  t o  t h i s  h o w e v e r ,  t h e r e  i s  a  n o t i c e a b l e  l o s s  i n  

s e n s i t i v i t y  u s i n g  b o t h  s a l t  p r e c i p i t a t i o n  m e t h o d s  c o m p a r e d  

w i t h  TCA f i x a t i o n .  T h i s  i s  a p p a r e n t  f o r  e x a m p l e  i n  t h e  

c a s e  o f  t h e  I g D  p a r a p r o t e i n  ( t r a c k s  6 ,  1 3 ,  2  0 ) .  T r a c k  6 

( TCA f i x e d )  s h o w s  v e r y  c l e a r  b a n d i n g  o f  t h e  I g D  a l o n g  w i t h  

w n a t  i s  p r o b a b l y  f r e e  l i & h t  c h a i n .  C o m p a r i s o n  o f  t h i s  w i t h  

t r a c k s  1 3  ( ( h H ^ O j * . ) a n d  2 0  ( h a ^ S O ^ )  s h o w  t h a t  t h e  b a n d s  a r e  

m u c h  w e a k e r .  I t  s e e m s  h i g h l y  l i k e l y  f r o i . i  t h i s  t h a t  a 

c o n c e n t r a t i o n  w o u l d  b e  r e a c h e d  a t  w h i c h  t h e  s a l t  

p r e c i p i t a t i o n  s t e p  f a i l e d  t o  s h o w,  a c l e a r  b a n d i n g  p a t t e r n  

b u t  w h i c h  w o u l d  b e  d e t e c t a b l e  i f  t h e  p r o t e i n s  w e r e  f i x e d  

i n  T C A  a l o n e .  T h e  o t h e r  p a r a p r o t e i n s  a r e  s i m i l a r l y  

a f f e c t e d  b y  s a l t  p r e c i p i t a t i o n .  S o ,  a l t n o u g h  s a l t  

p r e c i p i t a t i o n  h a s  t h e  a d v a n t a g e  o f  r e m o v i n g  a  g r e a t  d e a l  

o f  t h e  n o n  -  i m n i u n o g l o b u l  i n  p r o t e i n s ,  t h u s  m a k i n g  

i m m u n o g l o b u l i n  p a r a p r o t e i n s  m o r e  e a s i l y  . f den t i f  i  a b l  e ,  t h e
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o n l y  p r a c t i c a l  u s e  f o r  s a l t  p r e c i p i t a t i o n  a f t e r  

i s o e l e c t r i c  f o c u s i n g  w o u l d  b e  i f  t h e  p s . r a  p r o t e i n  

c o n c e n t r a t i o n  w a s  a l r e a d y  f a i r l y  h i g h  a n d  o b s c u r e d  b y  

o t h e r  s e r  urn p r o t e i n s .

I l l  a  ( v )  I s o e l e c t r i c  f o c u s i n g  o f  n a t i v e  I g i i

T h e s e  e x p e r i m e n t s  w e r e  s e t  u p  t o  d i s c o v e r  i f  c o n d i t i o n s  

e x i s t e d  w h i c h  w o u l d  a l l o w  m o n o c l o n a l  l - i ;  i n  s e r u m  t o  f o c u s  

w i t  a  o u t  r e d u c i n g  t n e  p e  n t  a  m e r i c  1 9 8  I g M  t o  i t s  8 S  

m o n o m e r s .  T h e  d i f f i c u l t i e s  c f & c u s i n g  I g M  i n  i t s  1 9 S  

f o r m  h a s  t e n d e d  t o  r u l e  o u t  t h e  u s e  o f  i s o e l e c t r i c  

f o c u s i n g  o f  s e r u m  a l t h o u g h  r e p o r t s  s u c h  a s  t h a t  o f  R o s e n  

e t  a l  ( 1 9 7 9 )  p u r p o r t  t o  h a v e  a c h i e v e d  s a t i s f a c t o r y  

f o c u s i n g  o f  p u r i f i e d  n a t i v e  h u m a n  I g M .  S e r a  c o n t a i n i n g  

Ii! 0 n o  c l  o n a l  I g M  w e r e  f o c u s e d  i n  a g a r o s e  w i t h  a n d  w i t h o u t  

r e d u c t i o n  by  2  ME ( F i g u r e  1 3 a )  a n d ,  i n  c o n t r a s t ,  t o  R o s e n ' s  

f i n d i n g s  n o  e v i d e n c e  o f  b a n d i n g  w a s  e v i d e n t  i n  t h e  

u n r e d u c e d  f o r m .  S a m p l e s  a p p l i e d  d o  t h e  a n o d e  ( t r a c k s  1 ,  

5 )  p r i o r  t o  f o c u s i n g  s h o w e d  a  s t r o n ^ ,  t e n d e n c y  t o  s t r e a k  

a n d  p r e c i p i t a t e  o u t  o f  t h e  g e l .  S a m p l e s  a p p l i e d  f r o m  t h e  

c a t h o d e  ( t r a c k s  2 ,  6 )  f o r m e d  a d i f f  u s e  z o n e  a t  r e l a t i v e l y  

h i g h e r  p i  t o  t h a t  o f  t h e  s a m p l e s  a p p l i e d  n e a r  t h e  a n o d e ,  

b u t  w i t h o u t  v i s i b l e  s i g n s  o f  t h e  " i ui  c r o  c l  o n a l  " p a t t e r n  

r e p o r t e d  b y  R o s e n  e t  a l  ( 1 9 7 9 ) .  T h e  r e d u c e d  I g M  w a s  

f o c u s e d  a g a i n  f r o m  b o t h  a n o d e  a n d  c a t h o d e  a n d  i n  t h e  t w  o 

c a s e s  s t u d i e d  a  c l e a r  b a n d i r i g  p a t t e r n  e m e r g e d  

f r o m  b o t h  d i r e c t i o n s .

T h i s  c l e a r  d i s p a r i t y  b e t w e e n  t h e  r e g i o n s  o f  t h e  g e l  i n
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w n i c h  r e d u c e d  a n d  u n r e d u c e d  I g i i  w e r e  f o u n d  p r o m p t e d  t h e  

t h o u g h t  t h a t  t n e  e x p e r i m e n t  n a  d n o t  r u n  t o  c o m p l e t i o n  i . e .  

n o t  e n o u g h  v o l t h o u r s  h a d  b e e n  d e l i v e r e d  t o  a l l o w  t h e  I g i i  

a p p l i e d  n e a r  t h e  c a t h o d e  t o  e q u i l i b r a t e .  H e n c e ,  a s  i  n. i l  a  r  

e x p e r i m e n t  w a s  s e t  u p  t o  t n a t  s e e n  i n  F i g u r e  1 3 a .  F i g u r e  

1 3 b  s h o w s  a  g e l  s u b j e c t e d  t o  2 0 0 V  c o n s t a n t  v o l t a g e  f o r  7 2  

h o u r s -  ( 1 4 , 4 0 0  v o l t h o u r s ) .  A v e r y  s i m i l a r  r e s u l t  w a s  

o b t a i n e d  s h o w i n g  s h e  s a m e  d i f f u s e  s t a i n i n g  a t  h i  g n  p i  i n  

t h e  t r a o k s  f o c u s e d  f  r  o  m t  h  e  c a t h o d e  r e g i o n .  A g a i n ,  

s t r e a k i n g  a n d  p r e c i p i t a t i o n  o f  t h e  1 gi h w a s  e v i d e n t  i n  t h e  

t r a c k s  f o c u s e d  f r o m  t h e  a n o d e .  T h e  r e d u c e d  I g M  f o c u s e d  i n  

a  s i m i l a r  p o s i t i o n ,  a l t h o u g h  i n  s o m e  c a s e s  t h e r e  w a s  

e v i d e n c e  o f  d i f f u s i o n  ( e . g .  t r a c k s  4 a n d  8 )  i n d i c a t i n g  

t h a t  t o o  m a n y  v o l t h o u r s  h a d  b e e n  d e l i v e r e d .

T h e s e  t w o  e x p e r i m e n t s  i n d i c a t e  t h a t  f o c u s i n g ,  w h i c h  s h o w s  

c l e a r  e v i d e n c e  o f  b a n d i n g ,  i s  n o t  p o s s i b l e  u s i n g  t h i s  

a g a r o s e  s y s t e m .

I n  a n  a t t e m p t  t o  u e t e r m i n e  w h e t h e r  p r e c i p i t a t i o n  w a s  t h e  

s o l e  c a u s e  o f  t h e  f a i l u r e  o f  t h e  I gM t o  f o c u s ,  a n  

e x p e r i m e n t  w a s  d e s i g n e d  w h i c h  i n c o r p o r a t e d  6M u r e a  i n t o  a n  

a g a r o s e  I F F  g e l .  F i g u r e  1 4 a  s h o w s  t h e  r e s u l t s  o f  t n i s  

e x p e r i m e n t .  T r a c k s  11 a n d  1 2  s h o w  a  n o r m a l  h u m a n  s e r u m  

f o c u s e o  f r o m  b o t h  e n d s  o f  t h e  g e l  a n d  t r a c k s  1 - 1 0  s h o w  

5 1 g  M s e r a  f o c u s e d  i n  t h e  s a m e  m a n n e r .  T h e r e  w a s  n o  

c o n v i n c i n g  e v i d e n c e  o f  b a n d i n g  i n  t r a c k s  1 - 1 0  w h i c h  w a s  

n o t  p r e s e n t  i n  t h e  n o r m a l  s e r u m  ( t r a c k s  11  a n d  1 2 )  ' w i t h  

t h e  s a m e  d i f f u s e  n o n - b a n d e d  p a t t e r n  s e e n  i n  t n e  p r e v i o u s  

e x p e r i m e n t s .  I t  i s  n o t i c e a b l e  h o w e v e r  t h a t  f c c u s i n ^  o f  

t h e  I g M  f r o m  b o t h  d i r e c t i o n s  i . e .  a n o d e  a n d  c a t h o d e
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pH r a n g e  5 - 8

F i g u r e  14 lEF p a t t e r n s  o f  u n r e d u c e d  IgM in u r e a  g e l s

S e r a  w e r e  f o c u s e d  f r o m  o p p o s i t e  e n d s  of the 
g e l  and f i x e d  in T C A

c; o n t a i n i n g I g M p ar a p r o t e i n s f o c u s e d f r o fT': a n o d e 
and catliode r e s pec;t i v e I v 

T r a c k s  1 1 , 1 2  : normal human s e rum
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a p p l i c a t i o n s ,  r e s u l t s  i n  t h e  1 9 S  m o l e c u l e  f o c u s i n g  a t  t h e  

s a m e  p i .  T n i s  i s  i n  c o n t r a s t  w i t n  t h e  a g a r o s e / s o r b i t o l  

s y s t e m  w h i c h  r e s u l t e d  i n  a  s i g n i f i c a n t  d i f f e r e n c e  i n  

a p p a r e n t  i s o e l e c t r i c  p o i n t s ,  e v e n  a f t e r  a  v e r y  l a r g e  n u m b e r  

o f  v o l t h o u r s  h a d  b e e n  d e l i v e r e d .

h o w e v e r ,  t h e  f a c t  t n a t  1 9 5  1 g n  d i o  n o t  f o c u s  i n t o  a 

c l e a r l y  d e f i n e d  b a n d i n ^  p a t t e r n  y e t  r e a c h e d  e q u i l i b r i u m  

f r o m  b o t n  s i d e s  o f  t h e  g e l  i n  t h e  a  g a r  o s e / u r e a  s y s t e m  

s u g g e s t s  t h a t  t h e r e  a r e  s t i l l  p r o b l e m s  w i t h  p r e c i p i t a t i o n  

c f  t h e  I g i i  a s  i t  n e a r s  i t s  i s o e l e c t r i c  p o i n t .
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I I I  a  ( V) cont./iueiV 

The  a d d i t i o n  o f  8M u r e a  and 0.2% N o n i d e t  NP40 to  

a g a r o s e  lEF g e l s  t o  i m p r o v e  f o c u s i n g  c o n d i t i o n s  f o r  19S 

IgM pr o v e d  t o  be u n s u c c e s s f u l .  In p r a c t i c e ,  i t  proved very  

d i f f i c u l t  t o  m a i n t a i n  t h e  u r e a  i n  s o l u t i o n .  The h u m i d i t y  

i n  t h e  IE F c h a mb e r  c o u l d  n o t  be k e p t  a t  a s u f f i c i e n t l y  

h i g h  l e v e l  to s t o p  t h e  u r e a  c r y s t a l l i s i n g .  C o n s e q u e n t l y ,  

f i x a t i o n  o f  t h e  g e l  by TCA s h o w e d  l i t t l e  e v i d e n c e  o f  

f o c u s i  n g.
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m  b S t u d i e s  o n a . sel  ected po pul  a t i  on g r  e a t e r  t h a n 

45 y e a r s  o l  d.

T a b l e  1 s h o w s  t h e  r e s u l t s  o f  i m m u n o - i s o e l e c t r i c  

f o c u s i n g  on serum f rom 200 i n d i v i d u a l s  over  the  age  o f  45 

y e a r s  and w i t h o u t  do c ume nt e d  h i s t o r y  o f  B c e l l  ne opl as m.  

Of t h e  200 i n d i v i d u a l s  s t u d i e d ,  22 had c l e a r  e v i d e n c e  o f  

ser um m o n o c l o n a l  p a r a p r o t e i n a e m i a  as  e v i d e n c e d  by t h e  

o c c u r e n c e  o f  a m o n o c l o n a l  s p e c t r o t y p e  on I IEF.  T h i s  i s  

i l l u s t r a t e d  i n  F i g u r e  15a wh i c h  s hows  f o u r  s e r a  , f o c u s e d  

and o v e r l a i d  w i t h  s p e c i f i c  a n t i s e r a .  The serum o f  p a t i e n t  

1 c o n t a i n e d  b o t h  m o n o c l o n a l  IgA kappa and I gG l ambda  

p a r a p r o t e i n s  a s  shown by o v e r l a y  w i t h  t h e  a p p r o p r i a t e  

a n t i s e r a  ( t r a c k s  1 - 4 ) .  P a t i e n t  2 h a s  a s er um p a r a p r o t e i n  

o f  I gG ka p p a  i s o t y p e C  T r a c k s  5 - 7 )  and P a t i e n t  3 h a s  a 

s erum p a r a p r o t e i n  o f  IgG l a m b d a ( T r a c k s  8 - 1 0 ) .  T r a c k s  11 

and 12 s h o w  o n e  o f  t h e  s e r a  h a v i n g  no q u a l i t a t i v e  

a b n o r m a l i t y  o f  t he  i m m u n o g l o b u l i n  p r o f i l e .  N e i t h e r  l i g h t  

c h a i n  o v e r l a y  s hows  any a no mal ous  bandi ng ,  i n  t h i s  

ca s e .

Most  o f  t h e  p a r a p r o t e i n s  d e t e c t e d  w e r e  o f  I gG c l a s s  

and onl y  f o u r  o f  t h e s e  we r e  d e t e c t a b l e  u s i n g  c o n v e n t i o n a l  

a g a r o s e  z o n a l  and i m m u n o e l e c t r o p h o r e s i  s.

A t o t a l  o f  154 s u b j e c t s  w e r e  j u d g e d  t o  h a v e  no 

q u a l i t a t i v e  a b n o r m a l i t y  by I I EF.  24 i n d i v i d u a l s  had  

b a n d i n g  p a t t e r n s  w h i c h  c o r r e s p o n d e d  n e i t h e r  t o  a 

mo n o c l o n a l  s p e c t r o t y p e  nor to a normal  p o l y c l o n a l  p a t t e r n ,  

b u t  had an I I EF t r a c e  c o n s i s t i n g  o f  a f i n i t e  number  o f  

b a n d s  c o n s i s t e n t  w i t h  an o l i g o c l o n a l  i n c r e a s e  o f  t h e



1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1112 1
A B

pH r a n g e  3 - 1 0

F :i. g l.i. r e .1.5 11 ]. u s t r  a t i o n o f s e r u m p a r- a p r o t e i n a  e rn i a ;i. ri
sel ected sub j  ec t s

S e r a  w e r e  f  o c u s e d  and t r e a t e c l  a s  i nd i c a t e c  
be?], ow

a M o n Q c 1 o n a 1 g a rn m o p a t h i e? s 
T r a c k s  1 - 4  : s e r u m  f r o m  p a t i e n t  1; a n t i -IgA, anti

k a p p a  light chain, a n t i -IgG, anti l a m b d a  
light c h a i n  r e s p e c t i v e l y  

T r a c k s  5 - 7  s e r u m  f r o m  p a t i e n t  2; ant i - I g G ,  a n t i  
!■:; a p g a  light chain, an t i 1 a rn b d a 1 i q li t c li a i n 
r e s p e c t i  v e l y

T r a c k s  8 - 1 0 :  s e r u m  f r o m  pat i e n t  3;  an t i - I g G ,  anti 
Lambda, l i ght chain, anti ka^po, light c h a i n  
r e s p e c t  i v e l y 

b 01 i g o c: ]. o n a 1 p a r a p r o t e i n a  e rn i a 
S e r u m  was f o c u s e d  and fix e d  in TOA. B a n d s  d e n o t e  
t h e  p I • e? s e n c e  of o l i q o c l o n  a I. i m m u o n q 1 o b i...i 1 i n „



TABLE 1

R e s u l t s  o f  IIEF on serum from  2 0 0  i n d i v i d u a l s  o v e r
45 y e a r s  o l d .

Age Number No.  w i t h  P a r a p r o t e i n  No. w i t h
p a r a p r o t e i n s  i s o t y p e s  o l i g o c l o n a l

p a t t e r n s

45-50  15 2 2 IqG 2

51-60  31 3 3  IgG 4

61-70  5 5  4 4 IgG 7

71-80  61 8 2 f r e e  kappa 7
4 IgG
1 IqG & IgA 
1 IgA

81-90 34  5 4 IgG 4
1 f r e e  lambda

91-100  4 0 0

T o t a l s  2 0 0  2 2  24
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i m m u n o g l o b u l i n  p r o f i l e .  Th i s  i s  i l l u s t r a t e d  i n  F i g u r e  15b 

w h i c h  s h o w s  o n e  s u c h  s e r u m .  The  o l i g o c l o n a l  b a n d s ,  

i d e n t i f i e d  a s  IgG o f  b o t h  kappa and l a m b d a  t y p e s  i n  e a c h  

serum by a n t i b o d y  o v e r l a y  ( n o t  shown)  are  c l e a r l y  v i s i b l e  

when t h i s  t r a c k  i s  compared w i t h  t he  normal  serum shown on 

F i g u r e  15a ; t r a c k s  11 and 12.

T a b l e  1 l i s t s  t h e  i n d i v i d u a l s  i n  a g e  g r o u p s .  T h e r e  i s  

no s i g n i f i c a n t  d . i f f  e r e n c e  b e t w e e n  t h e  o c c u r e n c e  o f  

mo n o c l o n a l  or o l i g o c l o n a l  p a r a p r o t e i  naemi a  and age ,  w i t h  a 

r o u g h l y  e q u i v a l e n t  p r o p o r t i o n  o f  i n d i v i d u a l s  i n  each a g e  

g r o u p  h a v i n g  e v i d e n c e  o f  a s erum p a r a p r o t e i n .  Of t h e  22  

i n d i v i d u a l s  w i t h  m o n o c l o n a l  gammopathy,  t h e r e  w e r e  10 men 

and 12 women.

I t  i s  c l e a r  t h a t  t h e  number o f  i n d i v i d u a l s  o v e r  45 

y e a r s  o l d  w i t h  para p r o t e i  naemi  a i s  much h i g h e r  t han  

p r e v i o u s l y  r e por t ed ,  a f i n d i n g  a l mo s t  c e r t a i n l y  due to the  

i n c r e a s e d  s e n s i t i v i t y  of  IIEF.

S e e  A p p e n d ix  1 P a g e  2 08



1 1 0

i l l ç  S t u d i e s  on p a t i e n t s ,  w i t h  m u l t i p l e  mve l oma and s o l i t a r y  

pla sma cy tom a

1 1 1 c  ( i )  I l l u s t r a t i o n  o f  mo n o c l o n a l  i mmunogl obul i n s  

F i g u r e  16 s ho ws  t he  i s o e l e c t r i c  f o c u s i n g  p a t t e r n s  of  

s e r a  from 20 p a t i e n t s  w i t h  IgG m y e l o m a t o s i s .  Compari son o f  

t h e s e  p a t t e r n s  w i t h  t h e  p a t t e r n s  s e e n  i n  t h e  p r e v i o u s  

s e c t i o n  on normal  human serum show t h a t  t h e  p a r a p r o t e i n s  

p r e s e n t  a r e  v e r y  d i s t i n c t i v e .  I t  i s  i m m e d i a t e l y  o b v i o u s  

t h a t  t h e r e  i s  a w i d e  range  of  i s o e l e c t r i c  p o i n t s  a t  whi c h  

t h e  p a r a p r o t e i n s  f o c u s ,  r a n g i n g  f r o m  6 . 2  t o  9 . 1 .  The  

number o f  ba n ds  m a k i n g  up e a c h  p a r a p r o t e i n  i s  a l s o  v e r y  

v a r i a b l e ,  w i t h  n u m b e r s  r a n g i n g  f r o m  3 t o  1 0 .  T h i s  

d i s t i n c t i v e  p a t t e r n  o f  bands  i s  known a s  a s p e c t r o t y p e  and 

the o c c u r e n c e  o f  t h i s  p a t t e r n  i n  serum i s  a c h a r a c t e r i s t i c  

o f  t h e  p r e s e n c e  o f  mo n o c l o n a l  i mmu n o g l o b u l i n .  The r e a s o n s  

f o r  the o c c u r e n c e  o f  so many bands  wh i c h  a r e  i n d i c a t i v e  of  

p r o t e i n  s e c r e t e d  by a s i n g l e  c l o n e ,  w i l l  be d i s c u s s e d  i n  

g r e a t e r  d e t a i l  a t  a l a t e r  s t a g e .  The o c c u r e n c e  o f  s erum  

f r e e  l i g h t  c h a i n  i s  v i s i b l e ,  i n  s o me  c a s e s ,  by t h i s  

t e c h n i q u e ;  m o s t  n o t a b l y  i n  t r a c k s  4 and 14 w h e r e  t h e y  

o c c u r  a t  pi  7 . 5  and 6 . 9  r e s p e c t i v e l y .

F i g u r e  17 s hows  t he  r e s u l t s  o f  i s o e l e c t r i c  f o c u s i n g  o f  

v a r i o u s  s e r a  c o n t a i n i n g  mo n o c l o n a l  IgA and mo n o c l o n a l  IgM.  

Once  a g a i n ,  i t  i s  c l e a r  t h a t  t h e  r a n g e  o f  p i  v a l u e s  and  

number o f  bands c o n s t i t u t i n g  t h e  mo n o c l o n a l  i mmu n o g l o b u l i n  

i s  e x t r e m e l y  v a r i a b l e .  T r a c k s  6 and 8 show t wo d i f f e r e n t  

IgA myel oma s e r a  wh i c h  have  s e p a r a t e d  i n t o  around 12 bands
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e a c h .  T h e s e  t w o  s e r a ,  and t h e  s er um s e e n  i n  t r a c k  9 a r e  

t h e  o n l y  s e r a  w h i c h  s h o w  t h e  I g A  p a r a p r o t e i n s  

s a t i s f a c t o r i l y  on t h i s  pH g r a d i e n t  o f  5 t c  8 .  The s e r a  

wh i c h  d i d  n o t  f o c u s  w e l l  a t  pH 5 - 8  w e r e  t hen f o c u s e d  i n  a 

pH g r a d i e n t  o f  3 t o  10 ( F i g u r e  1 7 b ) .  T h i s  s h o u l d  h a v e  t h e  

e f f e c t  o f  s e p a r a t i n g  t he  p r o t e i n s  o v e r  a w i d e r  r a n g e  so  

t h a t  t h e  IgA p a r a p r o t e i n s  w h i c h  a r e  v e r y  c l o s e  t o  t h e  

a n o d e  end o f  t h e  g e l  a t  pH 5 - 8  w i l l  f o c u s  much n e a r e r  t h e  

m i d d l e  o f  t h e  g e l  and b a n d i n g  w i l l  t h e r e f o r e  b e c o me  

v i s i b l e .  In mo s t  c a s e s ,  t h i s  i s  what  o c c u r s ;  howe ve r  s e r a  

s u c h  a s  t h a t  s e e n  i n  t r a c k  3 do show e v i d e n c e  o f  b a n d i n g ,  

but n o t  as  c l e a r l y  a s  i s  d e s i r a b l e .

The  IgM p a r a p r o t e i n s  v i s i b l e  i n  t r a c k s  10 t o  18 show 

w i d e  r a n g e s  o f  i s o e l e c t r i c  p o i n t s  and n u m b e r s  o f  b a n d s  

a f t e r  p a r t i a l  r e d u c t i o n  w i t h  2-ME.  The pH r a n g e  5 - 8  

f o c u s e s  m o s t  o f  t h e s e  p a r a p r o t e i n s  i n t o  v i s i b l e  b a n d i n g  

p a t t e r n s ,  a l t h o u g h  i t  i s  n o t  s u i t a b l e  i n  a l l  c a s e s .  Serum 

12 d i d  n o t  r e s o l v e  s a t i s f a c t o r i l y  and a l t h o u g h  some  

b a n d i n g  i s  s e e n  a t  pH 5 - 8 ,  when r e p e a t e d  a t  pH 3 - 1 0 ,  t h e  

bandi ng  be c o me s  much c l e a r e r .  The o c c u r e n c e  o f  serum f r e e  

l i g h t  c h a i n  i s  no t  p a r t i c u l a r l y  easy  to d e t e r mi n e  i n  t h e s e  

I g A and IgM s e r a .  T h e r e  a r e  t wo  r e a s o n s  f o r  t h i s .  F i r s t ,  

t h e  f r e e  l i g h t  c h a i n s  o f t e n  f o c u s  n e a r  t h e  a n o d e  and a r e  

t hus  masked by the o t h e r  serum p r o t e i n s .  Second,  even when  

t h e y  do  f o c u s  a t  h i g h e r  pH,  t h e y  a r e  o f t e n  

i n d i s t i n g u i s h a b l e  from the o t h e r  p a r a p r o t e i n  bands.  For 

e x a m p l e ,  i n  t r a c k s  6 and 8 ( F i g u r e  17 ) ,  t h e  o n l y  way o f  

t e l l i n g  w h e t h e r  a ny  o f  t h e  c o n s t i t u e n t  b a n d s  a r e  

m o n o c l o n a l  IgA or  f r e e  l i g h t  c h a i n  i s  by u s i n g  a n t i b o d y
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o v e r l a y  w i t h  a n t i - f r e e  l i g h t  c h a i n  a n t i  s er a .  Track 9 shows  

t h e  o c c u r e n c e  o f  f r e e  l i g h t  c h a i n  c l e a r l y  b e c a u s e  i t  

f o c u s e s  a t  h i g h  pH ( p i  6 . 9 )  a n d  i s  o f  h i g h  e n o u g h  

c o n c e n t r a t i o n  t o  be d i s t i n g u i s h a b l e  ami d  t h e  p o l y c l o n a l  

i mmunogl obul  i n .

F i g u r e  18 s hows  t h e  i s o e l e c t r i c  f o c u s i n g  p a t t e r n s ,  i n  

g r e a t e r  d e t a i l ,  o f  serum and u r i n e  from a p a t i e n t  w i t h  IgD 

m y e l o m a t o s i s .  Tracks  1 and 2 show u r i n e  and serum f o c u s e d  

and f i x e d  i n  TCA. B a n d s  a r e  a p p a r e n t  i n  t r a c k  2 w h i c h  a r e  

i d e n t i f i e d  i n  t r a c k s  5 and 6 a s  m o n o c l o n a l  IgD l a m b d a  . A 

s i n g l e  band i s  v i s i b l e  i n  t r a c k  1 c o r r e s p o n d i n g  t o  the p i  

o f  t h o s e  i mm u n o f i x e d  bands i n  t r a c k s  3 and 6 d e n o t i n g  t h e  

p r e s e n c e  o f  f r e e  l a m b d a  l i g h t  c h a i n .  T h i s  s e r v e s  t o  

i l l u s t r a t e  t h a t ,  i n  a d d i t i o n  t o  t h e  m a j o r  m o n o c l o n a l  

i m m u n o g l o b u l i n  c o m p o n e n t ,  t h e  e x i s t e n c e  o f  B e n c e - J o n e s  

p r o t e i n  can be shown by t h i s  t e c h n i q u e ,  both i n  serum and 

ur i  ne.

T a b l e  2 s h o w s  t h e  i s o e l e c t r i c  f o c u s i n g  a n a l y s e s  o f  

v a r i o u s  i m m u n o g l o b u l i n  a b n o r m a l i t i e s  i n  9 p a t i e n t s  serum.  

F i g u r e s  1 9 , 2 0  and 21 show s o me  o f  t h e s e  a b n o r m a l i t i e s  i n  

g r e a t e r  d e t a i l .  From t h e  t a b l e ,  i t  i s  e v i d e n t  t h a t  

i s o e l e c t r i c  f o c u s i n g  i s  o f  v a l u e  when p a r a p r o t e i n s  c annot  

b e  i d e n t i f i e d  u n e q u i v o c a l l y  by  z o n a l  a n d  

I m m u n o e l e c t r o p h o r e s i s .  I t  i s  a l s o  o f  v a l u e  i n  i d e n t i f y i n g  

p a r a p r o t e i  naemi a  on t h o s e  o c c a s i o n s  when i t s  p r e s e n c e  was  

n o t  s u s p e c t e d  p r e v i o u s l y .

F i g u r e  19 shows  a c o mp a r i s o n  o f  i m m u n o e l e c t r o p h o r e s i s  

and irnm un o - i  s o e l e c t r i  c f o c u s i n g  c a r r i e d  o u t  on serum from
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1 2  3 4 6 6 7

Free X 
OM onoclonal IgDX

pH r a n g e  3 - 1 0

F i g u r e  18 I l l u s t r a t i o n  o f  s e r u m  and u r i n e  f r o m  a 
p a t i e n t  w i t h  IgD m y e l o m a t o s i s

Serum  and u r i n e  w e r e  f o c u s e d  and t r e a t e d  a s  
i  n d i  c a t e d  b e 1 ow

Serurn : T r a c k s  2 , 5 , 6 , 7 ;  U r i n e  : T r a c k s  1 , 3 , 4

T r a c k s  1 , 2 :  TCA f i x e d ;  T r a c k s  3 , 6 :  a n t i  -1  ambda  
l i g h t  c h a i n ;  T r a c k s  4 , 7  : a n t i - k a p p a  l i g h t  
c h a i n  ; T r a c k  5 : a n t i - I g D



T A B L E  2
Isioel e c t r  i c f o c u s i n g  a n a l y s e s  o f  imm unoglobul in  abnorinal 1.1 i e s  
i n 9 p a t  i e  n t  s; s- e r  u m.

Age/Se>: I g l e v e l s  mg/ml ZEP
G A M

1ER 1 lEF

1 7 6 / F . 4 Band mid y G, A, M, T-» monoclona l
IgG^

80/M 9 . 3  1 . 8 NQAD Mt , A arc  monoclona l
d i s t o r t e d  IqGA

3 70/M 12 l . i  6 . 5  p o l y c l o n a l  M,*i, X ' t  ' monoclonal
f  y  r e g i o n

4 7 0 / F  8 . 8  3 . 2  2 . 0  ? band p
r e g i o n

igMHL

abnormal A monoclona l  
a r c  IgAX

5 6 2 / F  8 . 2  1 . 6  1 . 6  band m idy

6 4 7 / F  7 . 3  1 . 2  0 . 4  band m id f  NQAD

T M monoclonal
p a r a p r o t e i n  IgGX , IgMA

7 7 3 / F  7 . 3  8 . 5  0 . 3 band f a s t j '  A arc
di  s t o r t e d

8 42/M 3 . 3  0 . 3  0 . 5  'jf r e g i o n

band m i d y NQAD

M arc  
di s t o r t e d

9 6 1 /F  12 4 . 3  O.

. monoc lonal  
I g G ^ ^ f r e e ^

monoclonal  
IgAX

monoclona l  
IgM A

monoclonal
IgGX

Abbrevi  a t  i o n s :

ZEP z o n a l  e l e c t r o p h o r e s i s
ÏEP i m m u n o e l e c tr o p h o r e s i  s
IIEF i m m u n o - i B o e l e c t r i c  f o c u s i n g
NQAD No q u a l i t i t a t i v e  a b n o r m a l i t y  d e t e c t e d
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a  IgG 

a IgA 

a  IgM

a  K 

a  A

1 2  3 4 5 6

- Monoclonal
•g

1. a IgG 4. a K
2. a IgA 5. a A
3. a IgM 6. T.C.A.fixed

pH r a n g e  3 - 1 0

F i g u r e  19 Compar i  s o n  o f ( 1 e 1 1 ) z o n a 1 a n d
i lïi m u. n o e  1 e  c t  r o p) h o r e s i s  w i t  l"i ( r i g  li t  ) IE F a n d 
I IE F  ; C a s e  1

A n t  i s  e  i'" a i n t  r o  u. g h s  a r e  i m d i  c a t. e  d t. o 111 e  1 e  f t  o f  
t  1 1 e  IE F-' p a 1 1  e  r n . N u m e  r s  o v e  r t  ti e  ]’. E F t. r a c I-.: 
i n d i. c a t  e  t  h e  a n t  i s  e  r a u s e d  f  o i-- o  v  e  r 1 a y .
P : p a r a p r o t e i n  band
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a p a t i e n t  w h o  h a d  e l e v a t e d  l e v e l s  o f  I gG,  A a n d  M. 

C o n s e q u e n t l y ,  a l l  t h r e e  i mmuno e l e c t r o p h o r e t i c  a r c s C v i z .  

G, A and M) w e r e  s y m m e t r i c a l l y  t h i c k e n e d .  A p a r a p r o t e i n  

band o f  r e s t r i c t e d  m o b i l i t y  w a s  e v i d e n t  on t h e  z o n a l  

e l e c t r o p h o r e t i c  s t r i p  w h i c h  c o r r e s p o n d e d  t o  t h e  

s y m m e t r i c a l l y  t h i c k e n e d  IgG arc .  However ,  bot h kappa and 

l a m b d a  a r c s  w e r e  u n i f o r m l y  t h i c k e n e d ,  w i t h  no l o c a l i s e d  

d e f o r m i t y ,  maki ng  i t  i m p o s s i b l e  to d e t e r m i n e  w h e t h e r  the  

p u t a t i v e  p a r a p r o t e i n  band s howed l i g h t  c h a i n  r e s t r i c t i o n .  

Thus ,  t he  c o n v e n t i o n a l  a p p r o a c h  f a i l e d  t o  r e s o l v e  t h e  

p r o b l e m  p o s e d  by t h i s  s e r u m w i t h  a p u t a t i v e  p a r a p r o t e i n  

p r e s e n t  i n  t h e  m i l i e u  o f  a p o l y c l o n a l  r i s e  i n  

i m m u n o g l o b u l i n s .  The f i g u r e  s hows  how i s o e l e c t r i c  f o c u s i n g  

was  used t o  e n a b l e  a c l e a r  d e m o n s t r a t i o n  o f  m cno c l  onal  i  ty 

t o  be made .  The TCA f i x e d  s t r i p  ( t r a c k  6) s h o w e d  p r o t e i n  

b a n d s  o f  r e s t r i c t e d  h e t e r o g e n e i t y ,  c h a r a c t e r i s t i c  o f  a 

mo n o c l o n a l  i mmu n o g l o b u l i n .  The i mm u n o f i x e d  t r a c k s  ( t r a c k s  

1 - 5 )  s h o w e d  t h e  p a r a p r o t e i n  to be o f  IgG ka p pa  i s o t y p e .  

The d e m o n s t r a t i o n  o f  l i g h t  c h a i n  i s o  t y p e  r e s t r i c t i o n  

p r o v i d e s  g o o d  c o r r o b o r a t i v e  e v i d e n c e  f o r  m o n o c l o n a l i t y  

( c f .  t r a c k s  4 and 5 ) .

F i g u r e  20 i l l u s t r a t e s  a d i f f e r e n t  a s p e c t  o f  t he  use o f  

i s o e l e c t r i c  f o c u s i n g .  On t h i s  o c c a s i o n ,  the p r e s e n c e  o f  a 

p a r a p r o t e i n  w a s  n o t  s u s p e c t e d  b e f o r e  t h e  a p p l i c a t i o n  o f  

l EF.  The" z o n a l  e l e c t r o p h o r e s i s  s h o w e d  no q u a l i t a t i v e  

a b n o r m a l i t y  and t h e  i mmunoel  e c t r  ophor e s i  s showed a s l i g h t  

l o c a l i s e d  d e f o r m a t i o n  o f  t h e  l a m b d a  a r c  and a b r o a d  

t h i c k e n i n g  o f  t h e  I gM a r c .  T h u s ,  c o n v e n t i o n a l  

e l e c t r o p h o r e t i c  t e c h n i q u e s  l e a v e  t he  p r o b l e m  u n r e s o l v e d .
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pH r a n g e  3 - 1 0

F i g u r e  2 0  C o m p a r i s o n  o f  ( l e f t )  z o n a l  and
I m m u n o e l e c t r o p h o r e s i s  w i t h  ( r i g h t )  lEF and  
I I E F  ; C a s e  2

D e t a i l s  a s  i n  F i g u r e  1 9
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1 a  IgG 4 üK
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3 a  IgM 6 TCA fixed

— Monoclonal
-  Ig

pH r a n g e  3 - 1 0

F i g u r e  21 C o m p a r i s o n  o f  ( l e f t )  z o n a l  and
i mmun o e  1 e c  t  r  op h o r  e s i  s  w i t h  ( r 1 g h t  ) 1EF" an d
I IE F  ; C a se  3

D e t a i l s  a s  i n  F i g u r e  1 9
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The p a t i e n t  may h a v e  f r e e  l a m b d a  l i g h t  c h a i n s ,  or an IgM 

l a m b d a  p a r a p r o t e i n ,  f o r  e x a m p l e . .  I s o e l e c t r i c  f o c u s i n g  

s h o w e d  ba n d s  o f  r e s t r i c t e d  h e t e r o g e n e i t y  ( t r a c k  6) and  

imm u n o - i  s o e l e c t r i  c f o c u s i n g  s h o w e d  t h e s e  b a n d s  t o  

r e p r e s e n t  an IgG l a mb d a  p a r a p r o t e i n ,  an i s o t y p e  n o t  

s u s p e c t e d  p r e v i o u s l y .

F i g u r e  21 s h o w s  t h e  l EP and I I E F  p a t t e r n s  o f  s erum  

from a p a t i e n t  w i t h  s u s p e c t e d  p a r a p r o t e i  naemi a .  The z o n a l  

s t r i p  s h o ws  no p a r a p r o t e i n  band and t h e  lEP s hows  a s l i g h t  

d e f o r m a t i o n  o f  t h e  I gA a r c  o n l y .  B o t h  t he  o t h e r  h e a v y  

c h a i n  a r c s  and bot h l i g h t  c h a i n  a r c s  s howed no q u a l i t a t i v e  

a b n o r m a l i t y .  So,  a g a i n  the c o n v e n t i o n a l  a p p r o a c h  l e a v e s  a 

s i t u a t i o n  i n  w h i c h  an a b n o r m a l i t y  o f  t h e  p a t i e n t s  

i m m u n o g l o b u l i n  p r o f i l e  i s  s u s p e c t e d ,  but  c o n v e n t i o n a l  

t e c h n i q u e s  a r e  u n a b l e  t o  i d e n t i f y  t h e  a b n o r m a l i t y .  The lEF 

p a t t e r n  ( t r a c k  6) shows  bands  o f  r e s t r i c t e d  h e t e r o g e n e i t y  

and immunof  i xa  t i  on o f  t h e s e  bands s h o ws  a p a r a p r o t e i n  o f  

IgA l ambda  i s o t y p e .

I l l  c ( i i )  Co mpa r i s o ns  i n  s e n s i t i v i t y  o f  d i f f e r e n t  

t e  ch n ic ue s

A f t e r  t h e  d e v e l o p m e n t  o f  i s o e l e c t r i c  f o c u s i n g  a s  a 

r o u t i n e  t e c h n i q u e  f o r  s c r e e n i n g  f o r  m o n o c l o n a l  

i m m u n o g l o b u l i n s ,  i t  w a s  n e c e s s a r y  t o  c o m p a r e  i t s  

s e n s i t i v i t y  f o r  t h i s  p u r p o s e  w i t h  o t h e r  t e c h n i q u e s .  The 

m o s t  c o m m o n l y  u s e d  t e c h n i q u e  i s  r o u t i n e  

imm u n o e l e c  tr  ophore  s i  s i n  a g a r o s e .  So c o m p a r i s o n s  w e r e  made 

be t we e n  I IEF and IEP i n  mos t  d e t a i l .

F i g u r e s  22 t o  26 show t h e s e  c o m p a r i s o n s  i n  t he  d e t e c t i o n
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o f  m o n o c l o n a l  IgG, A, M,  D and f r e e  l a m b d a  l i g h t  c h a i n s .  A 

s e r u m w i t h  a m o n o c l o n a l  i m m u n o g l o b u l i n  w a s  s e r i a l l y  

d i l u t e d  w i t h  a p o o l e d  n o r m a l  human s e r um and t h e s e  

d i l u t i o n s  w e r e  f o c u s e d  a n d  e i t h e r  f i x e d  i n  TCA or 

i mm u n o f i x e d  u s i n g  a p p r o p r i a t e  a n t i s e r a .  The d i l u t i o n s  w e r e  

a l s o  s u b j e c t e d  to I m m u n o e l e c t r o p h o r e s i s .

F i g u r e  22 show s * t h e  l EF p a t t e r n  o f  a s erum f r om a 

p a t i e n t  w i t h  an IgG kappa p a r a p r o t e i n  w i t h  a t o t a l  IgG 

c o n c e n t r a t i o n  o f  5 4  m g / m l  ( m e a s u r e d  by r a d i a l  

i m m u n o d i f f u s i o n ) .  T h i s  s e r u m w a s  d i l u t e d  s e r i a l l y  i n  

p o o l e d  n o r m a l  human s e r um t o  d e t e r m i n e  t h e  l i m i t s  o f  

d e t e c t i o n  o f  mo n o c l o n a l  IgG.  Monoc l ona l  i m m u n o g l o b u l i n  wa s  

c l e a r l y  d e t e c t a b l e  a t  1 / 2 0 0  and f a i n t  bands w e r e  v i s i b l e  

down a s  f a r  a s  1/  1 0 0 0 ,  a l t h o u g h  t h e s e  c o u l d  e a s i l y  h a v e  

b e e n  m i s s e d  i n  a r o u t i n e  s p e c i m e n .  Imm un o f  i  xa t i  on w i t h  

a n t i - I g G  g a v e  r e s u l t s  o f  s i m i l a r  s e n s i t i v i t y  w i t h  t h e  

m o n o c l o n a l  IgG b e i n g  v i s i b l e  down t o  1 / 2 0 0 .  I f  i t  i s  

as sumed t h a t  mo s t  of  the IgG i s  m ono c l  o na l ,  t h i  s r e p r e s e n t s  

a d e t e c t i o n  l i m i t  o f  b e l o w  0 . 2 7  m g / m l . T h i s  f i g u r e  i s ,  o f  

c o u r s e ,  a maximum v a l u e  s i n c e  p o l y c l o n a l  IgG w i l l  a l s o  be  

p r e s e n t ,  a l b e i t  i n  l o w  c o n c e n t r a t i o n s ,  b e c a u s e -  o f  t h e  

s u p p r e s s i o n  o f  n o r ma l  imm uno g l o  b u l i  n p r o d u c t i o n  o f t e n  

a s s o c i a t e d  w i t h  m u l t i p l e  myel oma.

F i g u r e  22b  s h o w s  t h e  IE P o f  t h e  same IgG d i l u t i o n s .  

The p a r a p r o t e i n  c o u l d  be i d e n t i f i e d  w i t h  c e r t a i n t y  down  

t o ,  a t  b e s t ,  c o n c e n t r a t i o n s  2 . 7  m g /  ml .  Thus ,  IE F w a s  a t  

l e a s t  10 t i m e s  more s e n s i t i v e  than lEP,  on t h i s  o c c a s i o n .

F i g u r e  23 s h o w s  t h e  IE F a n d  IE P p a t t e r n s  o f  a s e r u m
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LIMIT OF DETECTION

lEP = 2.68m g/m l < 2 l)

lEF = 0 .27rag/m l (^ 0 *  

IIEF = 0 .27m g/m l b W

F i g u r e  2 2  C o m p a r i s o n  o f  s e n s i  t i  v i  t y  o f  d e t e c t i o n  o f  
m o n o c l o n a l  IgG by  ( l e f t )  lEF and I l E F  and  
( r i g h t )  lEP

T r o u g h s  c o n t a i n i n g  s p e c i f i c  a n t i  s e r  a a r e  
i n d i c a t e d  a t  the? r i g h t ,  o f  t h e  I EF'. 
D i l u t i o n s  o f  t h e  m ye lom a  s e r u m  i n  n o r m a l  
s e r u m  a r e  i n d i c a t e d  a t  e a c h  t r a c k  
pH g r a d i e n t .  : 3 - 1 0
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c o n t a i n i n g  m o n o c l o n a l  IgA l a m b d a .  The  o r i g i n a l  IgA 

c o n c e n t r a t i o n ,  me as ured by r a d i a l  i m m u n o d i f f u s i o n  , wa s  81 

m g /  ml .  IE F s h o w e d  t h e  p a r a p r o t e i n  t o  be v i s i b l e  down t o  

1 . 62  m g / m l  ( 1 / 5 0 )  and by I I EF a t  t h e  h i g h e s t  d i l u t i o n  i e  

0 . 16  mg / ml  ( 1 / 5 0 0 ) .  T h i s  f i g u r e  a s  b e f o r e  r e p r e s e n t s  a 

maximum v a l u e  b e c a u s e  o f  the p o l y c l o n a l  IgA p r e s e n t .  W i  th 

IEP, mo n o c l o n a l  IgA was  d e t e c t a b l e  down t o  4 . 05  mg/ml  w i t h  

c e r t a i n t y ,  a l t h o u g h  the d i l u t i o n  c o n t a i n i n g  1.62 mg/ ml  was  

a b n o r m a l  bu t  e q u i v o c a l ,  t h u s  i l l u s t r a t i n g  o ne  o f  t h e  

i n t e r p r e t a t i v e  d i f f i c u l t i e s  a s s o c i a t e d  w i t h  t he  t e c h n i q u e .  

N e v e r t h e l e s s ,  t h e s e  f i g u r e s  r e p r e s e n t  an i m p r o v e m e n t  i n  

s e n s i t i v i t y  o f  b e t w e e n  10 and 25 f o l d  f o r  I I EF c o m p a r e d  

w i t h  IE P.

F i g u r e  24 s hows  d i l u t i o n s  o f  serum from a p a t i e n t  w i t h  

Wa l d e n s t r o m ' s  Ma cro g l o  bul  i  naemi  a w i t h  m o n o c l o n a l  IgM a t  an 

o r i g i n a l  IgM c o n c e n t r a t i o n  o f  17*9 mg/ ml .  The p a r a p r o t e i n  

i s  d e t e c t a b l e  down t o  0. 45 mg/  ml( 1/ 40) by lEF and by IIEF 

down t o  l e s s  t h a n  0 . 11  mg/  ml .  IE P, h o w e v e r  c o u l d  c o n f i r m  

the p r e s e n c e  o f  mo n o c l o n a l  IgM down t o  3.6 m g / m l ( 1 / 5 ) ,  a t  

b e s t .  T h i s  r e p r e s e n t s  an i n c r e a s e  i n  s e n s i t i v i t y  o f  a t  

l e a s t  32 f o l d ,  c o mp a r i n g  IIEF w i t h  IE P.

F i g u r e  25 s h o w s  d i l u t i o n s  o f  a s erum c o n t a i n i n g  

m ono c l  o n a l . I gD l ambda,  o r i g i n a l  IgD c o n c e n t r a t i o n  b e i n g  54 

m g / m l .  The p a r a p r o t e i n  w a s  d e t e c t a b l e  down t o  1 mg/ ml  

( 1 / 5 0 )  by lEF and t o  l e s s  than 0. 05 mg/ml  by IIEF compared  

t o  a d e t e c t i o n  l i m i t  o f  2 mg/ ml  ( 1 / 2 5 )  by IE P. T h i s  

r e p r e s e n t s  a 40 f o l d  i n c r e a s e  i n  s e n s i t i v i t y  u s i n g  IIEF.

F i g u r e  26 s h o w s  t h e  IE P, IE F a n d  I I E F  p a t t e r n s  o f  a
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F i g u r e  2 6  C o m p a r i s o n  o f  s e n s i t i v i t y  o f  d e t e c t i o n  o f
m o n o c l o n a l  l a m b d a  l i g h t  c h a i n s  by  I L F , I I E F  and  lEP

- D e t a i l s  a s  i n  F i q u r e  2 2  ; p H  g r a d i e n t  3 - 1 0
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s erum f r o m a p a t i e n t  w i t h  f r e e  l a m b d a  l i g h t  c h a i n s  

p r e s e n t .  Fr e e  l i g h t  c h a i n  i s  v i s i b l e  down t o  1 / 3 2 0  by IIEF 

and down t o  1 / 2 0  by IEP,  t h u s  r e p r e s e n t i n g  a 16 f o l d  

i mp r o v e me n t  i n  s e n s i t i v i t y  u s i n g  IIEF.

C e l l u l o s e  a c e t a t e  mem.brane e l e c t r o p h o r e s i s  w a s  a l s o  

e m p l o y e d  t o  t e s t  t h e s e  d i l u t i o n s  o f  s erum c o n t a i n i n g  

m o n o c l o n a l  i m m u n o g l o b u l i n s .  In t h e  c a s e s  o f  IgG,A,  M and D, 

t he  p a r a p r o t e i n s  w e r e  v i s i b l e  down t o  5 . 4 ;  8 . 1 ;  3 . 5 8  and  

4 . 3  mg / ml  r e s p e c t i v e l y .  T h i s  t e c h n i q u e ,  w h i c h  h a s  w i d e  

u s e a g e  a s  a s c r e e n i n g  t e c h n i q u e  ( K y l e  1 9 8 2 ) ,  i s  s hown by 

t h e s e  r e s u l t s  t o  be u n s a t i s f a c t o r y  w i t h  r e g a r d  t o  i t s  

s e n s i t i v i t y  f o r  the d e t e c t i o n  o f  para pr o t e i  naemi  a.

To i l l u s t r a t e  t h e  p o t e n t i a l  v a l u e  o f  I I EF ,  F i g u r e  27 

s h o w s  a c o m p a r i s o n  o f  ZEP,  IE P, IE F and I I EF f o r  t h e  

a n a l y s i s  o f  serum and u r i n e  from a p a t i e n t  w i t h  s u s p e c t e d  

B c e l l  n e o p l a s m  a n d  r i s i n g  IgG c o n c e n t r a t i o n s .  No 

p a r a p r o t e i n  wa s  v i s i b l e  by ZEP, a l t h o u g h  i mmunof  i xa t i  on o f  

t h i s  s t r i p  w i t h  a n t i -  kappa  a n t i s e r u m  s h o w e d  a f a i n t  

p a r a p r o t e i n  band.  IEP s h o w e d  a s l i g h t  a b n o r m a l i t y  a t  t h e  

a n o d i c  end  o f  t he  kappa p r e c i p i t i n  a r c .  IE F o f  t he  s erum  

s howed a s i n g l e  abnormal  band wh i c h  was  i d e n t i f i e d  by IIEF  

a s  f r e e  k a p p a  l i g h t  c h a i n s .  T h e r e  w a s  no d e t e c t a b l e  

m o n o c l o n a l  IgG p r e s e n t ,  a p a r a p r o t e i n  w h i c h  ha d  b e e n  

s t r o n g l y  s u s p e c t e d  due t o  t h e  r i s i n g  IgG c o n c e n t r a t i o n ,  

p r i o r  t o  t e s t i n g .  No p a r a p r o t e i n  o f  any o t h e r  c l a s s  w a s  

f ound.  IE F o f  c o n c e n t r a t e d  u r i n e  a l s o  showed a s i n g l e  band 

a t  t h e  s a me  i  so e l e c t r i c  p o i n t  a s  t h e  band i n  t h e  s e r u m.  

The u r i n e  band w a s  i d e n t i f i e d  a s  f r e e  kappa  l i g h t  c h a i n  by 

IIEF.  F i g u r e  2 8 a  s hows  t h e  same p a t i e n t s  serum t aken over
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a p a t i e n t  w i t h  s u s p e c t e d  m y e l o m a t o s i s

A n t  i s e r a  i n  t r o  u g li s  a r  e  i n d i  c a  t  e  d t  o  t  h e  r- i g l-i • 
o f  th is  I EF" p a t te ? r n  ; n u m b e r s  o v e r  t h e  IE."F 
t r a c k s  i n d i c a t  e  t  It e  f i x a t i o  n p r  o  c e  d 1...1. r  e  f  o  r 
e a c h  t r a c k -  lEF was  p e r f o r m e d  a t  pH 3 - 1 0
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a p e r i o d  o f  18 m o n t h s  a n d  w a s  t e s t e d  by I IE F on 5 

o c c a s i o n s  d u r i n g  t h a t  p e r i o d .  T h e  p a r a p r o t e i n  

c o n c e n t r a t i o n  s h o w e d  a s t e a d y  r i s e  o v e r  t h a t  p e r i o d ,  but  

mo s t  i m p o r t a n t l y ,  IIEP wa s  a b l e  to d e t e c t  and i d e n t i f y  the  

p a r a p r o t e i n  10 m o n t h s  b e f o r e  i t  b e c a me  d e t e c t a b l e  u s i n g  

c o n v e n t i o n a l  I m m u n o e l e c t r o p h o r e s i s ,  t h u s  g i v i n g  t h e  

c l i n i c i a n  c o n f i r m a t i o n  o f  B c e l l  ne opl as m and t h e  i s o  type  

of  the p a r a p r o t e i n  i n v o l v e d  b e f o r e  t h i s  i n f o r m a t i o n  became  

a v a i l a b l e  l a t e r  wh e n  t h e  t u mo u r  l o a d  w a s  p r e s u m a b l y  

g r e a t e r .  T a b l e  3 g i v e s  t he  p a r a p r o t e i n  c o n c e n t r a t i o n s  o f  

t h e s e  s a m p l e s  o v e r  t he  s t a t e d  t i m e  p e r i o d ,  q u a n t i f i e d  by 

s c a n n i n g  d e n s i t o m e t r y  ( Cha p t e r  I I I  c ( v i i )  ),  a l o n g  w i t h  a 

f u r t h e r  t wo  s e t s  o f  c o n c e n t r a t i o n s  f r o m o t h e r  m y e l o m a  

p a t i e n t s  i l l u s t r a t i n g  t h a t  p a r a p r o t e i n  c o n c e n t r a t i o n s  can  

be e f f e c t i v e l y  m o n i t o r e d  t h r o u g h o u t  t h e  d i s e a s e .  The

p a t i e n t s  i n  T a b l e  3 b and c a r e  i l l u s t r a t e d  i n  F i g u r e  2 8 b  

and 2 8c .

F i g u r e  2 9  s h o w s  t h a t  IE F c a n  a l s o  be u s e d  t o  m o n i t o r  

t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  a m o n o c l o n a l  g a m m o p a t h y  o f  

u n d e t e r m i n e d  s i g n i f i c a n c e .  Serum s a m p l e s  f r om a p a t i e n t  

w i t h  an IgG kappa p a r a p r o t e i n  w e r e  t aken o v e r  a p e r i o d  of  

24  mo n t h s .  The f i g u r e  and t h e  i n f o r m a t i o n  i n  T a b l e  3d show 

t h a t  t h e  p a r a p r o t e i n  c o n c e n t r a t i o n  d i d  n o t  c h a n g e  

s i g n i f i c a n t l y  over  t h a t  p e r i o d ,  but  r e ma i n e d  a t  around t h e  

same l e v e l  o f  ̂ 9 mg/ ml .

Anot her  t e c h n i q u e  wh i c h  i s  g a i n i n g  i n  p o p u l a r i t y  for  

t h e  d e t e c t i o n  o f  m i n i m a l  p a r a p r o t e i n s  i s  z o n a l  

e l e c t r o p h o r e s i s  f o l l o w e d  by immunof  i xa  t i  on (ZEPI) ( Johnson
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F ;i, g u i- e  2 9  1 3.1 u s  t  r" a t  i o  n o f  t h e  u s e  o f  lEF t  o m o n i t  o  r
p a I a |:) r  o  t  ce i r i c  o  n c e  n t  r  a t  i o  n i n m o n o c  1 o  n a ]. 
c:i a n i ni o  p a 111 y o  f  u n d e  t  e  r  ni i n e  d s  i g n i f  i c a n c e

Serum  s a m p l e s  t a k e n  o v e r  a p e r i o d  o f  t i m e
w e r  e  f  o c u . s e d  a n ci f  i x e d  i n T ( J A D a t . e s  and  
p a r a p r o t e i n  c o n c e n t r â t i o n  a r e  g i v e n  i n  
T a b l e  3d



U s e  o f  l E F  t o  m o n i t o r  p a r a p r o t e i n  c o n c e n t r â t i o n s

D a t e C o n c e n t r â t

a .!.
( F i g u r e  28  A) 2 4 8 3 5

3 1 0 . 8 3 8
4 1 . 8 4 9
5 5 . 8 4 12

d e a t h 11 .  84

b
(Fi  g u r e  28 B) 1 6 . 8 2 1

9 . 8 2 j.
3 . 8 3 20

4 1 0 . 8 3 16
5 6 . 8 4 18
6 1 2 . 8 4 19

c
( F i g u r e  28  C) 1 1 1 . 8 1 46

2 1 1 . 8 2 21
6 . 8 3 24

4 1 2 . 8 3 26
5 7 . 8 4 31
6 8 . 8 4 33

d
( F i g u r e  29 ) 1 8 . 8 1 9 .  3

2 3,. 82
9 .  82 9 . 2

4 4 . 8 3
5 9 . 8 3 9 . 4

: d e t e c t a b l e by 1ER

P a r a p r o t e i n  c o n c e n t r a t i o n s  w e r e  e s t i m a t e d
d e n s i t o m e t r i c  .a n a l y s i s  o f t h e  lEF and IIEF



T A B L E  4
Comparison o f  ZEP , ZEPI , lEP and IIEF on s e r a  from 4 
P  a t  X e  n t. s  w  i t  h p u t  a t  i v e  p a r a p r o t e l  n s .

ZEP 1ER ZEPI IIEF

1 n o  p a r a p r o t e i n  l g M , A  a r c s  n o  p a r a p r o t e i n  m o n o c l o n a l
di s t o r t e d  IgGA

2 no p a r a p r o t e i n  IgA arc  no p a r a p r o t e i n  monoc lona l
equi  v o c a l  IgA A.

3 no p a r a p r o t e i n  IgM, no p a r a p r o t e i n  monoclona l
d i s t o r t e d  IgM fg

4 no p a r a p r o t e i n  k(_arc m o n o c lo n a l } ^  monoc lona l
di  s t o r t e d

Abbr ev  i a t  i o n s :

ZEP z o n a l  e l e c t r o p h o r e s i s  
'lEP i mmunoel e c t r o p h o r e s i  s
ZEPI im m u n o f ix a t i o n  o f  a z o n a l  e l e c t r o p h o r e t i c  s t r i p  
IIEF i m m u n o - i s o e l e c t r i c  f o c u s i n g
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1 9 8 2 ) .  T h i s  t e c h n i q u e  h a s  t h e  a d v a n t a g e  o v e r  IE P o f  n o t  

h a v i n g  t h e  i n t e r p r e t a t i v e  p r o b l e m s  a s s o c i a t e d  w i t h  t h e  

i m m u n o e l  e c t r o p h o r e t i c  a r c .  Ho w e v e r ,  t h e  gamm a g l o b u l i n  

f r a c t i o n  i s  s t i l l  s p r e a d  o v e r  a c o m p a r a t i v e l y  s h o r t  

d i s t a n c e  i n  t h e  g e l  and s e n s i t i v i t y  may s u f f e r  a s  a r e s u l t  

o f  t h i s .  A s e r i e s  o f  4 s a m p l e s  t a k e n  f r o m p a t i e n t s  w i t h  no 

d e t e c t a b l e  a b n o r m a l i t y  by IE P w e r e  t e s t e d  by ZEPI and  

I IEF.  -The r e s u l t s  a r e  s h o wn  i n  T a b l e  4.  A l l  f o u r  s a m p l e s  

had d e t e c t a b l e  parapr  o t e i  naemi  a by I IEF w h e r e a s  o n l y  one  

had a p a r a p r o t e i n  d e t e c t a b l e  by ZEPI.  T h i s  s u g g e s t s  t h a t  

a l t h o u g h  ZEPI  o f f e r s  s o m e  a d v a n t a g e s  o v e r  IE P f o r  

p a r a p r o t e i n  d e t e c t i o n ,  i t  i s  n o t  a s  s e n s i t i v e  a s  IIEF f o r  

t h i s  purpos e .
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I I I  c ( i i i )  Use o f  i s o e l e c t r i c  f o c u s i n g  during; t herapy  

I f  I I EF i s  to be o f  u s e  i n  t he  c l i n i c a l  l a b o r a t o r y ,  

i t  m u s t  be  s h o w n  t o  h a v e  d i r e c t  a d v a n t a g e s  i n  t h e  

d e t e c t i o n  o f  m o n o c l o n a l  i m m u n o g l o b u l i n  i n  c l i n i c a l l y  

r e l e v a n t  s i t u a t i o n s ,  when c o n v e n t i o n a l  t e c h n i q u e s  f a i l .  

T a b l e  5 s h o w s  t h e  r e s u l t s  o f  a s t u d y  i n  w h i c h  my e l o ma  

p a t i e n t s  s e r a  w e r e  t e s t e d  by ZEPI,  IE P and I I E F .  The  

p a t i e n t s  s t u d i e d  f o r m a s p e c i a l  g r o u p  i  e.  i n  a l l  c a s e s  

t hey  had un de r gone  t r e a t m e n t  f o r  t h e i r  d i s e a s e  wh i c h  had  

r e s u l t e d  i n  t h e  c o m p l e t e  d i s a p p e a r a n c e  o f  s e r u m  

p a r a p r o t e i n  a s  j u d g e d  by IE P. ( Sera  w e r e  a ki nd g i f t  from 

Dr. D. S,  K u m a r a r a t n e ,  U n i v e r s i t y  o f  B i  rmi  n gh am).  Of t h e  27 

p a t i e n t s  s t u d i e d ,  22 had an i d e n t i f i a b l e  p a r a p r o t e i n  or  

p a r a p r o t e i n s  p r e s e n t  b e f o r e  t r e a t m e n t .  When t e s t e d  by 

Z E P I ,  a t o t a l  o f  7 p a t i e n t s  h a d  d e t e c t a b l e  

p a r a p r o t e i n a e m i a ,  b u t  whe n  t e s t e d  by I I EF,  a t o t a l  o f  16 

p a t i e n t s  ha d  d e t e c t a b l e  p a r a p r o t e i n a e m i a  o f  t h e  s ame  

i s o t y p e  a s  the p r e - t r e a t m e n t  p a r a p r o t e i n .  Th i s  s hows  t h a t  

the  maj or  c l a s s e s  o f  mo n o c l o n a l  i m m u n o g l o b u l i n  c o n c e r n e d  

i n  B c e l l  n e o p l a s i a  can be c h a r a c t e r i s e d  by I I EF a t  

c o n c e n t r a t i o n s  a t  w h i c h  i t  i s  n o t  a l w a y s  p o s s i b l e  u s i n g  

IIEF and t he  more  r e c e n t l y  f a v o u r e d  ZEPI.



T A B L E  5
I d e n t i f i c a t i o n  o f  m onoc lo na l  im m u n o g lo b u l in s  in  s e r a  
o f  myeloma p a t i e n t s  in  r e m i s s i o n .

F-' r e - t r  ea  t  m e  n t. 
p a r a p r o t e i  n

F i n d i n g s  by 
ZEPI d u r in g  
r e m i s s i  on

F i n d i n g s  by 
IIEF du r in g  
r e m i s s i o n

1 NQAD
2 NQAD
3 IgMl,
4 IgG t
5 IgG
6  NQAD
7 IgG*l, IgGKL
63 IgAX
9 monoc1ona lX

10 NQAD
11 monoc 1 onal
12 mon DC1 o n a l \
13 IgG X
14 IgG X
15 IgA *1
16 m onoc lo na l  X
17 IgG tg, f r e e
18 NQAD
19 IgGKg+i'lgMl

20 monoc I on a I kg
21 IgG f r e e
22 mon o c 1 on a 1 X
23 IgG l ,  f r e e i ^
24 IgG
25 IgA*!.
26 IgG t
27 IgG V

NQAD
NQAD
NQAD
NQAD
NQAD
NQAD
mon oc 1 on a 1 I g G 
T IgA p a r a p r o t e i n  

m onoclonal  X 
NQAD
mono c l o n a l
NQAD
NQAD
NQAD
NQAD
NQAD
NQAD
NQAD
m onoclonal  IgG

NQAD
monoc1ona l  
monoc1onal  
NQAD 
NQAD 
NQAD
mon o c I o n a l  
NQAD

IgG

IgG

mono c l o n a l  
NQAD
monoc1onal  
NQAD 
NQAD 
NQAD
mono c l o n a l  
NQAD
monoc1onal  
NQAD
monoc1onal  
NQAD
monoc1onal  
NQAD - • 
NQAD
monoc1onal  
monoclonal  
NQAD
monoclonal  
monoclonal  
monoclonal  
monoclonal  
monoclonal  
monoclona l  
monoclona l  
NQAD
monoclonal  
monoclona l

IgG X

X

i g G i

X

1
IgGX

X

1

IgG t  
IgM X 

ML
IgG ML 

X
IgG Mg
IgG t

IgG Mg 
I g G ^

Abbrevi  a t  i ons:

1ER -  I m m u n o e l e c t r o p h o r e s i s
ZEPI- Immunof i >: a t  i on o f  a z o n a l  e l  e c t r o p h o r e t i  c s t r i p
I IEF-  I m m u n o - i s o e l e c t r i c  f o c u s i n g
NQAD- No q u a l i t a t i v e  a b n o r m a l i t y  d e t e c t e d
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I I I  c ( i v )  D e m o n s t r a t i o n  o f  serum p a r a p r o t e i n a e m i a  i n  

a c a s e  o f  " n o n - s e c r e t o r y "  myeloma

"N o n-  se  cr  e t o r  y " m y e l o m a  i s  a r a r e  v a r i a n t  o f  t h e  

d i s e a s e  w h i c h  i s  c h a r a c t e r i s e d  by t h e  a b s e n c e  o f  a 

d e m o n s t r a b l e  p a r a p r o t e i n  i n  b o t h  s erum and u r i n e .  I t  i s  

r e p o r t e d  t o  o c c u r  i n  l e s s  t h a n  5% o f  c a s e s  (Oken 19 8 4 ) .  

H o w e v e r ,  i t  h a s  b e e n  s h o wn  t h a t  t h e  n e o p l a s t i c  c e l l s  i n  

" no n -  s e c r e t o r y  " my e l o ma  can p r o d u c e  a s m a l l  q u a n t i t y  o f  

mo n o c l o n a l  i m m u n o g l o b u l i n  i n  c u l t u r e ,  on o c c a s i o n  (Mabry 

e t  a l  1 9 7 7 ) .  B e a r i n g  i n  mi nd  t h e  s e n s i t i v i t y  o f  I I EF,  a 

p a t i e n t  who w a s  d i a g n o s e d  a s  a c a s e  o f  " n o n - s e  cr  e t o r y  ” 

myel oma wa s  t e s t e d  f o r  the  p r e s e n c e  o f  s m a l l  q u a n t i t i e s  o f  

serum m o n o c l o n a l  i mmu n o g l o b u l i n .

E.M., a 55 y e a r  o l d  woman p r e s e n t e d  i n  S e p t e mb e r  1982  

w i t h  a one  y e a r  h i s t o r y  o f  e x e r t i o n a l  d y s p n o e a ,  p a i n  i n  

t h e  l e f t  h i p  and s p o n t a n e o u s  b r u i s i n g  o f  t h e  l i m b s .  A 

b l o o d  f i l m  a t  t h i s  t i m e  s h o w e d  36% b l a s t  c e l l s  and t h e  ESR 

wa s  83mm i n  t he  f i r s t  hour.  A bone marrow a s p i r a t e  showed  

a l m o s t  t o t a l  r e p l a c e m e n t  by p r i m i t i v e  c e l l s  r e s e m b l i n g  

l y m p h o b l a s t s .  A r a d i o l o g i c a l  s k e l e t a l  s u r v e y  showed l y t i c  

l e s i o n s  i n  t h e  r i g h t  f i f t h  r i b  , l e f t  i s c h i u m  and b o t h  

p r o x i m a l  f e m o r a .  No l y  m pha de no pa t hy  or o r g a n o m e g a l y  w a s  

d e t e c t e d  on u l t r a s o u n d  e x a m i n a t i o n  o f  t he  abdomen.  There  

w a s  hy pogammagl o b u l i  naemi  a w i t h  IgG 5.4 mg/  ml ; IgA 0.4 mg/  ml 

and IgM 0. 2  mg/ml .

A p r o v i s i o n a l  d i a g n o s i s  o f  a c u t e  u n d i f f e r e n t i a t e d  

l e u k a e m i a  w a s  ma d e  a n d  c h e m o t h e r a p y  c o m p r i s i n g  

Daunorubi  c i  n, V i n c r i  s t i  ne and P r e d n i s o l o n e  was  i n s t i t u t e d .  

A f t e r  one  p u l s e  o f  s u c h  c h e m o t h e r a p y ,  20% p l a s m a  c e l l s
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w e r e  d e t e c t e d  i n  t h e  p e r i p h e r a l  b l o o d  and a r e p e a t  bone  

marrow a s p i r a t e  s howec  t he  t y p i c a l  m o r p h o l o g i c a l  f e a t u r e s  

o f  m y e l o m a .  ZEP and l EP s h o w e d  no p a r a p r o t e i n  i n  t h e  

serum.  Irnrn unopero xi  da se  s t a i n i n g  o f  the bone  marrow pl asma  

c e l l s  showed c y t o p l a s m i c  mo n o c l o n a l  IgG kappa s t a i n i n g .  ( 

T h e s e  d e t a i l s  w e r e  k i n d l y  s u p p l i e d  by Dr.  T. S h e e h a n ,  

V i c t o r i a  I n f i r m a r y ,  Gl asgow)

F i g u r e  30 s h o w s  t h e  r e s u l t s  o f  IE F and I I E F  on s e r um  

f r om t h i s  p a t i e n t  a f t e r  t h e  f i r s t  p u l s e  o f  c h e m o t h e r a p y .  

Tr a c k  1 s h o w s  a c l e a r  s p e c t r o t y p e  a t  h i g h  pH c o n s i s t e n t  

w i t h  t he  p r e s e n c e  o f  a p a r a p r o t e i n .  I I EF s h o w e d  t h i s  

p u t a t i v e  p a r a p r o t e i n  t o  be o f  IgG kappa i s o t y p e  ( t r a c k s  2 

and 3 ) .  The a b s e n c e  o f  a s p e c t r o t y p e  s t a i n i n g  i n  t h e  

l a m b d a  t r a c k  s h o w s  t h a t  t h e  p a r a p r o t e i n  i s  i n d e e d  

m o n o c l o n a l  i n  o r i g i n .  O v e r l a y s  w i t h  o t h e r  h e a v y  c h a i n  

a n t i s e r a  w e r e  n e g a t i v e .  S t u d i e s  by I I E F  on n e a t  and X300 

c o n c e n t r a t e d  u r i n e  d i d  n o t  s h o w t h e  p r e s e n c e  o f  a 

p a r a p r o t e i n  a t  t h i s  t i m e .

The p a r a p r o t e i n  c o n c e n t r a t i o n ,  d e t e r m i n e d  by s c a n n i n g  

d e n s i t o m e t r y  a n a l y s i s  o f  t h e  IE F t r a c k s  s h o w e d  t h e  

p a r a p r o t e i n  c o n c e n t r a t i o n  t o  be 2. 1  m g / m l .  S a m p l e s  w e r e  

t a k e n  t h r o u g h o u t  t h e  - s u b s e q u e n t  c o u r s e  o f  t he  d i s e a s e  

u n t i l  t h e  p a t i e n t s  e v e n t u a l  d e a t h ,  2 8  m o n t h s  a f t e r  

d i a g n o s i s .  S h e  h a d  u n d e r g o n e  v a r i o u s  c o u r s e s  o f  

c h e m o t h e r a p y ,  d e t a i l s  o f  w h i c h  a l o n g  w i t h  p a r a p r o t e i n  

c o n c e n t r a t i o n s  a r e  g i v e n  i n  T a b l e  6.  T h i s  s t u d y  s h o w e d  

t h a t  t h e  p a r a p r o t e i n  c o n c e n t r a t i o n  r e m a i n e d  f a i r l y  

c o n s t a n t  t h r o u g h o u t  the c o u r s e  o f  the d i s e a s e .



1 2  3 4

P

N

P

N

lEP

« G

•cA

«CM

•ci t

IIEF

pH r a n g e  3 - 1 0

F' i g LA r  e  3  O CL o  m p r i  so n o  f  z o  n a  1 a  ii d i  en m la  ri o  e  1 e  c: t  r  o  i"i o  r  e  s i  s
w J. t 1 1 IE  F a  1 1 d I I E  F‘ i n s  e  r  la  m f r" o  m a  p a  t i  e  n t
w :i. t Cl ' ' n o  n -  s  e  c r  e  t  o  r  y ' ‘ ni y e  I o  ni a

A 11 t  i  s  e r  a  i  n t  r o la g 11 s a  r  e  i Ti d i c a t e d  t  o  t  h g? 1 ef t
0  f  t  11 e  I EF' p a  1 1  e  r  i i . T li e  n u  m b e  i'" s  o  v e r  t  h e  IE  F 
t  r  a  c: k s i  n d i c: a  t  b  t  li e  p r  o  c: e  s  s  a  c  C i r  e  c  e  i  v  e  d ..

1" r  a  c k 1 T C: A f i  x e d ; T'r a  c. L: 2  a  n t  i  - 1 g C:) ; T r a c  k 3  
a  n t. i  -  k a  p p a  1 i  g l i t  c  11 a  i n ; T r  a  c  k 4- a  n t  i  .1 a  m b d a
1 3. g h t  c h a  i  n
N : n o r m a l  h u m a i i  p l a s m a
F' : p a  t  i  e  n t  s e  r  u  m
T h e  a r r o w s  d e n o t e  t h e  p a r a p r t o e i n  p o s i t i o n .



T A B L E  6
Chemotherapy and P a r a p r o t e i  n c o n c e n t r â t ion  in  a c a s e  of  
" n o n - s e c r e t o r y "  myeloma

Date  Chemotherapy P a r a p r o t e i n
cone  en t.r a t  i on mg / m 1

1 6 . 9 . 8 2  Anti  ALL pulse^*^
1 . 1 0 . 8 2  M2 protoco]^' '^ 1 2 . 1
2 5 . 1 0 . 8 2  2
1 . 1 2  82 3 2 . 2
1 6 . 1 . 8 3  4
1 1 . 2 . 8 3  5
2 5 . 3 . 8 3  6
2 . 5 . 8 3  7 1 .9
2 4 . 6 . 8 3  C yc lop h osp h am id e  1 -
1 5 . 7 . 8 3  2
5 . 8 . 8 3  3 1 .7
2 6 . 8 . 8 3  4
1 6 . 9 . 8 3  5
7 . 1 0 . 8 3  6
2 8 . 1 0 . 8 3  7
1 4 . 9 . 8 4  Methyl  p r e d n i s o l o n e  1 -
2 2 . 1 0 . 8 4  2 2 . 0
9 . 1 1 . 8 4  3
4 . 1 2 . 8 4  High d o s e  Melphalan^'*^ -
1 7 . 1 2  84 Death

P a r a p ,r o te in  c o n c e n t r a t i o n s  were d e ter m in ed  by s c a n n i n g  
d e n s i t o m e t r y  ( Chapter  3 c v i i  )

A b b r e v i a t i o n  :
ALL a c u t e  u n d i f f e r e n t i a t e d  ly m p h o c y t i c  l eu kaem ia

( i )  Sheehan e t  al  1985  
<i i ) Case e t  a l  1977  
( i i i )  Me El wai n et. al  1983
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The p o s s i b i l i t y  e x i s t e d  t h a t  t h e  p a r a p r o t e i n  f o u n d  i n  

t h i s  p a t i e n t s  serum d i d  n o t  o r i g i n a t e  from the n e o p l a s t i c  

c l o n e .  Imm unoper ox i  da se s t a i n i n g  o f  t he  bone marrow c e l l s  

s h o w e d  s t a i n i n g  f o r  I gG w i t h  k a p p a  l i g h t  c h a i n  

d e t e r m i n a n t s  a f t e r  t ry p s i  ni  sa t i  on o f  t he  c e l l s ,  an i s o t y p e  

i d e n t i c a l  t o  t h a t  o f  t he  p a r a p r o t e i n  . T h i s  f i n d i n g  made  

i t  l e s s  l i k e l y  t h a t  t h e  p a r a p r o t e i n  a r o s e  f r o m a c l o n e  

o t h e r  than the n e o p l a s t i c  one.  N e v e r t h e l e s s ,  t o  r u l e  t h i s  

p o s s i b i l i t y  out ,  p r o d u c t i o n  o f  an a nt i - i d i  oty pe a n t i s e r u m  

w a s  c o n s i d e r e d  a n d  p u r i f i c a t i o n  o f  t h e  p a r a p r o t e i n  

i n s t i g a t e d .  The deat h o f  t he  p a t i e n t  b e f o r e  t h i s  a n t i s e r u m  

c o u l d  be r a i s e d  m e a n t  t h a t  t h i s  w o r k  had t o  be s t o p p e d ,  a s  

no p l a s m a  c e l l s  had b e e n  k e p t  i n  c u l t u r e  or f r o z e n ,  f o r  

use  i n  t e s t i n g  t he  i d i o t y p i c  s p e c i f i c i t y  o f  t he  a n t i s e r u m .  

N e v e r t h e l e s s ,  t h e  w o r k  t h a t  ha d  b e e n  done  p r i o r  t o  t h e  

d e a t h  o f  t h e  p a t i e n t  s u g g e s t s  s t r o n g l y  t h a t  t h e  

p a r a p r o t e i n  may have  o r i g i n a t e d  from t he  n e o p l a s t i c  c e l l s .
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I I I  c ( y ) P o t e n t i a l  v a l u e  of  I IEF i n  t h e  d i a g n o s i s  and 

management  o f  s o l i t a r y  p l a s ma c y t o ma

An a p p a r e n t l y  l o c a l i s e d  p l a s m a c y t o m a  i s  t h e  i n i t i a l  

p r e s e n t i n g  f e a t u r e  i n  2-10% o f  c a s e s  o f  m u l t i p l e  myeloma  

( Me yer  & S c h u l t z  1 9 7 4 ) ,  a l t h o u g h  i n  a b o u t  45% o f  c a s e s  o f  

s o T i t a r y  m e d u l l a r y  p l a s m a c y t o m a ,  t h e  p r e s e n c e  of .  a 

p a r a p r o t e i n  c a n n o t  be  d e t e c t e d  u s i n g  c o n v e n t i o n a l  

t e  c h n i q u e s ( A l  e x a n i o n  1 9 8 0 ) .  I t  i s  p o s s i b l e  t h e n  t h a t  t h e  

use o f  a more s e n s i t i v e  t e c h n i q u e  may a l l o w  t he  d e t e c t i o n  

o f  p a r a p r o t e i n s  when c o n v e n t i o n a l  t e c h n i q u e s  f a i l .

T a b l e  7 s h o w s  t h e  r e s u l t s  o f  c o n v e n t i o n a l  

e l e c t r o p h o r e s i s  and  I I EF on 7 p a t i e n t s  w i t h  s o l i t a r y  

pl a s ma c y t o ma .  In s i x  c a s e s ,  t he  c o n c e n t r a t i o n  o f  t he

p a r a p r o t e i n  wa s  l o w e r  than the d e t e c t a b l e  l i m i t  f o r  IEP,  

a l t h o u g h  s e v e n  s e r a  c o n t a i n e d  a p a r a p r o t e i n  w h i c h  w a s  

d e t e c t a b l e  by IIEF.

Ca s e  1,  a s  an e x a m p l e ,  d e s c r i b e s  a 73  y e a r  o l d  woman  

w-ho p r e s e n t e d  i n  Febr uar y  1984 w i t h  p r o g r e s s i v e  w e a k n e s s  

o f  t h e  l o w e r  m o t o r  n e u r o n e  t y p e  i n  t h e  u p p e r  l i m b s .  

C e r v i c a l  s p i n e  X - r a y s  s h o w e d  l y t i c  l e s i o n s  i n  C3 and C4 

w i t h  r e s u l t a n t  v e r t e b r a l  body c o l l a p s e .  ESR on a d m i s s i o n  

w a s  35mm i n  t h e  f i r s t  h o u r  and f u l l  b l o o d  c o u n t  w a s  

n o r m a l .  I m m u n o g l o b u l i n  l e v e l s  w e r e  n o r m a l ,  a s  w e r e  

a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e ,  c a l c i u m ,  u r e a  and e l e c t r o l y t e s .  A 

r a d i o l o g i c a l  s k e l e t a l  s u r v e y  wa s  n o r m a l .  T h e r e  w a s  no 

d e t e c t a b l e  B e n c e - J  o n e s  p r o t e i n u r i a  a n d  p r o t e i n  

e l e c t r o p h o r e s i s  c a r r i e d  o u t  on c e l l u l o s e  a c e t a t e  membrane  

a s  w e l l  a s  a g a r o s e  ZEP and IEP we r e  n e g a t i v e .  IIEF,  on the



TABLE 7

R e s u l t s  o f  IIEF and 1ER on 7 p a t i e n t s  w i t h  s o l i t a r y  
p 1 a s m a c y t o m a .

P a t i e n t  no. I EF' r e s u l t . IIEF r e s u l t

1 NQAD monoclona l X
2 NQAD monoc1onal igG -L
3 NQAD monoclona l IgGX
4 NQAD monoclonal IgG ML
5 NQAD monoclona l IgG X
6 NQAD monoclonal IgA X
7 NQAD NQAD

Abbrevi  a t i o n s

IIEF I m m u n o - i s o e l e c t r i c  f o c u s i n g
1ER I m m u n o e l e c t r o p h o r e s i  s
NQAD No q u a l i t a t i v e  a b n o r m a l i t y  d e t e c t e d



0

1 2 3 4 5 6
pH r a n g e  3 - 1 0

F i g u r  e 3:1 D e in o n s t r a t i o n o f a r a p r o t e i  naem i a ;i. n 3
a t i e  n t w i t li s o ]. i t ca r y p ]. a s l ï i a c; y t o m a

S e  r  a w e  r e  f  o  c u s  e  d a n d t  y~ e  a t  e  d a s  ;i. n d i c  a t  e  d 
be l  ow

T'r  a c: k s  :l. „ 2 :  P a t  i e  n t T r  a  c; k s  3 „ 4 : F' a t  i e  n t  2
T r a c k s 6 : F'ait i eu t  3 .

T' I-" a c k .1. a  n t  i  - 1  a m b d a ( p r e - 1 .  r e  a t  m e  n t. ) ; T r a c I-.-; 2
a n t i - l a m d a  ( p o s t - t r e a t m e n t ) ; T r a c k  3 a n t i  -
I gG ; T r a c k  4 a n t i - k a p p a  ; T r a c k  5 a n t i - I g G  ; 
T r a c k  6 a n t i - 1  ambda
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o t h e r  ha n d ,  s h o w e d  t h e  p r e s e n c e  o f  f r e e  l a mb d a  l i g h t  

c h a i n s  i n  the serum.

A n e e d l e  b i o p s y  o f  t h e  v e r t e b r a l  l e s i o n s  r e v e a l e d  

s h e e t s  o f  p l a s m a  c e l l s  w h i c h  s h o w e d  a c y t o p l a s m i c

m o n o c l o n a l  l a m b d a  l i g h t  c h a i n  s t a i n i n g  p a t t e r n  u s i n g

imm u n o p e r o x i d a s e .  S t e r n a l  marrow a s p i r a t e  p e r f o r m e d  a t  

t h i s  t i m e  was  normal .

A d i a g n o s i s  o f  s o l i t a r y  m e d u l l a r y  p l a s m a c y t o m a  w a s  

made and c h e mo t h e r a py  c o m p r i s i n g  i n t e r m i t t e n t  p u l s e s  o f  

o r a l  Me l p ha l a n  and P r e d n i s o l o n e  wa s  commenced.  Af t e r  two  

p u l s e s  o f  c h e m o t h e r a p y ,  t h e  p a r a p r o t e i n  w a s  no l o n g e r  

d e t e c t a b l e ,  a l t h o u g h  n e u r o l o g i c a l  r e c o v e r y  h a s  n o t  y e t  

o c c u r r e d  ( C l i n i c a l  d e t a i l s  we r e  k i n d l y  s u p p l i e d  by Dr. T. 

Sheehan,  V i c t o r i a  I n f i r m a r y ,  Gl asgow)

F i g u r e  31 s hows  the IIEF r e s u l t s  from p a t i e n t s  1,2 and 

3 i n  T a b l e  7 .  T r a c k s  1 and 2 show s e r um f r o m Case  1,  

f o c u s e d  a n d  o v e r l a i d  w i t h  a n t i - l a m b d a  l i g h t  c h a i n  

a n t i s e r u m .  Track 1 s hows  t h e  f r e e  l i g h t  c h a i n  bands b e f o r e  

c h e m o t h e r a p y  a n d  t r a c k  2 s h o w s  t h e  s e r u m  a f t e r  

c h e m o t h e r a p y  w i t h  t h e  f r e e  l i g h t  c h a i n  bands  ho l o n g e r  

vi  s i b l  e.

T r a c k s  3 and 4 show a n t i - I g G  and a n t i - k a p p a  l i g h t

c h a i n  o v e r l a y s  o f  serum from Case  2.  These  o v e r l a y s  showed

t h e  p r e s e n c e  o f  m o n o c l o n a l  i m m u n o g l o b u l i n  o f  IgG kappa  

i s o t y p e ,  a p a r a p r o t e i n  not  d e t e c t a b l e  u s i n g  IE P.

T r a c k s  5 and 6 show a n t i - I g G  and a n t i - l a m b d a  l i g h t  

c h a i n  o v e r l a y s  o f  s e r um f r o m C a s e  3.  The p a r a p r o t e i n
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d e t e c t a b l e  i n  t h i s  c as e  i s  o f  IgG lambda i s o  t ype .

In a l l  c a s e s ,  a n t i b o d y  o v e r l a y s  u s i n g  o t h e r  heavy and 

l i g h t  c h a i n  a n t i  s e r a  w e r e  n e g a t i v e .

I l l  c ( v i )  The i n c i d e n c e  and p o s s i b l e  r e l e v a n c e  o f  

serum B e n c e - J o n e s  p r o t e i n  i n  mye l oma

The c o l l e c t i o n  and p r e s e r v a t i o n  o f  u r i n e  i s  n o r ma l  

p r o c e d u r e  b e f o r e  e s t i m a t i o n  o f  B e n c e - J o n e s  p r o t e i n  

c o n c e n t r a t i o n  i s  pe r f o r me d .  In vi ew o f  t h e  v a r i a b i l i t y  o f  

f a c t o r s  g o v e r n i n g  u r i n a r y  B e n c e - J o n e s  p r o t e i n  l e v e l s ,  such  

a s  r e n a l  c a t a b o l i s m ,  r e a b s o r p t i o n  and a p p a r e n t  " l o s s e s "  or 

"gai ns" d u r i n g  c o n c e n t r a t i o n ,  an e x p e r i m e n t  wa s  d e v i s e d  t o  

t e s t  w h e t h e r  B e n c e - J o n e s  p r o t e i n  c oul d  be d e t e c t e d  i n  the  

s er um o f  a s u f f i c i e n t  p e r c e n t a g e  o f  p a t i e n t s  t o  m e r i t  

f u r t h e r  i n v e s t i g a t i o n  i n t o  w h e t h e r  m o n i t o r i n g  serum B e n c e -  

J o n e s  p r o t e i n  l e v e l s  i s  a p r a c t i c a l  p r o p o s i t i o n .

Serum and u r i n e  f rom 25 p a t i e n t s  w i t h  m u l t i p l e  myeloma  

w e r e  c o l l e c t e d ,  p r o c e s s e d  and t e s t e d  a s  d e s c r i b e d  i n  

M a t e r i a l s  and Methods .

F i g u r e  32  s h o w s  t h e  r e s u l t s  o f  I I EF on s e r um and u r i n e  

f r o m t h r e e  o f  t he  p a t i e n t s  s t u d i e d .  T r a c k s  2 - 6  c o n t a i n  

s a m p l e s  f rom a p a t i e n t  w i t h  an IgG kappa p a r a p r o t e i n .  Th i s  

p a r a p r o t e i n  i s  c l e a r l y  v i s i b l e  a t  pi  6 . 5 - 7 . 0  i n  t r a c k  2,  

whe n  c o m p a r e d  w i t h  t h e  n o r ma l  s er um i n  t r a c k  1. T h i s  w a s  

i d e n t i f i e d  a s  m o n o c l o n a l  IgG by o v e r l a y  w i t h  a n t i - I g G  

( t r a c k  3) .  Over l ay  o f  t he  same serum w i t h  a n t i - k a p p a  c h a i n  

( f r e e  p l u s  bo u nd;  t r a c k  4 ,  a n t i - f r e e  k a p p a :  t r a c k  5)
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!•-■ i g 1.1 !- e 32 D e m o n <;:> 1 1- a t i o n c j f s e r u fïi B e n c e  - J o n e s  p r o t e  i n

S e r a  w e r e  f o c u s e d  and t r e a t e d  as i n d i c a t e d  
bel ow

T r a c k  1 Normal h u m a n  s e r u m  i: T r a c k s  2-6 IgG
I-:; a p> p a m y e 1. c:) im a ( 2 - 5 : s e r u in „ 6 : u. r i n e ) ; T r a c: k s 7 -
:1. Ü IgA I a m b d a m y e l o m a  (7 - 9 : s e  r  u cn „ 10 surine) ;
T r a c I':: sn. .1.1 - .1.4 I g D 1 a m b d a m y e J. o m a ( 1 J. -13 : s e r u rn ,
:!. A- s ur :i. n e )

T r a c k  3 ant i - I g G  ; T r a c k  7 ant i - I g A  ; Tr'ack.
II a n t i - I g D  ; T r a c k  4 a n t i - k a p p a  (f+b) ;
I I- a  c  k s  0  & :l. 2  a  n t  i  - 1 a  m l;:< d a  ( f  + b ) :: T r  a  c  k s  5 , 6
a  n t  i  - f I'" 0  e 1< a  p p a ; J  r a  c;; k se- 9 , 1C.), J. 3 , 1 A- a  n t  i  - f r e e 
I a m b d a

f -I-1::) : f r e e  pi. us b o u n d  The a r r o w s  i i"idi c a t e
t. h e p o s i t i o n o f t. h e B e n c e - J o n e s p r o t e i n .. Cl e a r 
e v i d e n c e  of B e n c e - J o n e s  p r o t e i n  b a n d i n g  in 
t r a c k s  2 and 3 w a s  o b t a i n e d  by d i l u t i n g  t h e  
s e r u m  s a m p l e s  1/20 and 1/25 r e s p e c t i  v e l y .
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r e v e a l e d  a f r e e  m o n o c l o n a l  kappa l i g h t  c h a i n  a t  pi  4 , 4  

( a r r o w e d ) ,  i n  a d d i t i o n  t o  t h e  m o n o c l o n a l  IgG.  T h i s  s e r um  

kappa c h a i n  i s  i d e n t i c a l  t o  t h e  u r i n a r y  B e n c e - J o n e s  

p r o t e i n  ( t r a c k  6) s i n c e  i t  w a s  a t  i d e n t i c a l  p i  t o  t he  

l a t t e r  and r e a c t s  w i t h  a n t i - f r e e  kappa c h a i n  but not  w i t h  

the  a n t i - I g G  ( t r a c k S ) .

T r a c k s  7 - 1 0  show t h e  r e s u l t s  o f  I I E F  on s e r um and  

u r i n e  f r o m a p a t i e n t  w i t h  an I gA l a m b d a  p a r a p r o t e i n .  

Ov e r l a y  o f  t h e  serum w i t h  a n t i  -  IgA ( t r a c k  7) r e v e a l e d  t h e  

i n t a c t  m o n o c l o n a l  IgA p a r a p r o t e i n .  W he n  t h e  s e r u m w a s  

o v e r l a i d  w i t h  a n t i - l a m b d a  c h a i n  ( f r e e  p l u s  bound : t r a c k  

8,  a n t i - f r e e  l a m b d a  c h a i n  ; t r a c k  9) ,  an a d d i t i o n a l  band  

a p p e a r e d  a t  p i  6 . 5  d u e  t o  f r e e  l a m b d a  l i g h t  c h a i n  

( a r r o we d ) .  Compar i s on w i t h  the u r i n e  from the same p a t i e n t  

( t r a c k  10) s howed t h e  serum band a t  pi  6.5 to be i d e n t i c a l  

t o  the u r i n a r y  B e n c e - J o n e s  p r o t e i n .

T r a c k s  1 1 - 1 4  show t h e  r e s u l t s  f r o m a p a t i e n t  w i t h  an 

IgD l amb da  myeloma.  When the serum wa s  o v e r l a i d  w i t h  a n t i 

l a m b d a  c h a i n  ( t r a c k  1 2 ) ,  a band a t  pi  5 . 5  was  i d e n t i f i e d  

i n  the IgD r e g i o n  t h a t  d i d  n o t  r e a c t  w i t h  a n t i - I g D  ( t r a c k  

1 1 ) .  T h i s  b a n d  w a s  i d e n t i f i e d  a s  s e r u m  B e n c e - J o n e s  

p r o t e i n ,  s i n c e  i t  a l s o  a p p e a r e d  w h e n  t h e  s e r u m  w a s  

o v e r l a i d  w i t h  a n t i - f r e e  l a m b d a  c h a i n  ( t r a c k  13) and  

c o r r e s p o n d s  t o  t he  p i  o f  t he  u r i n a r y  B e n c e - J o n e s  p r o t e i n  

( t r a c k  1 4 ) .

T a b l e  6 s u m m a r i s e s  t h e  r e s u l t s  f r om t h e  25 p a t i e n t s  

s t u Q i e d .  Of t h e s e  2 5 ,  16 had IgG m y e l o m a ,  7 I gA my e l o ma  

and 2 IgD m y e l o m a .  T h e s e  w e r e  s p l i t  i n t o  t wo  g r o u p s ,  t h o s e



T A B L E  8
I n c i d e n c e  o f  B e n c e - J o n e s  p r o t e i n  in  m u l t i p l e  myeloma

L i g ti t  c h a i n No « o f  
i s o t y p e  p a t  i e?nt <

No. o f  p o s i t i v e  
s a m p l e s  by IIEF

No. o f  p o s i t i v e  
s a m p le s  by lEP

= er  urn ur .1 ne serum ur :i, ne

kappa 16 9

100 

6

300

9 0

100

6

1ambda 9 8 4 7 4 2

T ota l 25 17 10 16 4 8

% i n c i d e n c e 68% 407. 64% 16% 32%

Abbrevi  a t  i o n s  :
IIEF immuno-i s o e l e c t r i c  f o c u s i n g  
IEP i m m u n o e l e c t r o p h o r e s i s
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h a v i n g  kappa  or l a m b d a  l i g h t  c h a i n  i s o t y p e .  T e s t i n g  t h e  

s e r a  by I I EF s h o w e d  t h a t  9 o u t  o f  t h e  16 w i t h  kappa  l i g h t  

c h a i n  i s o  t y p e  and 8 o u t  o f  t h e  9 p a t i e n t s  w i t h  l a mb d a  

l i g h t  c h a i n  had d e t e c t a b l e  serum B e n c e - J o n e s  p r o t e i n .  In 

c o n t r a s t ,  IEP p r o v e d  t o  be o f  l i t t l e  v a l u e  i n  d e t e c t i n g  

serum B e n c e - J o n e s  p r o t e i n .

•
T h e  i n c i d e n c e  o f  d e t e c t a b l e  u r i n a r y  B e n c e - J o n e s  

p r o t e i n  v a r i e d  a c c o r d i n g  to the c o n c e n t r a t i o n  of  the u r i n e  

s a m p l e  and t o  a l e s s e r  e x t e n t ,  t h e  m e t h o d  u s e d .  At  100X 

c o n c e n t r a t i o n , t h e  i n c i d e n c e  u s i n g  I I EF i s  o n l y  40%,  

w h e r e a s  i f  t he  u r i n e s  a r e  c o n c e n t r a t e d  300X,  t he  i n c i d e n c e  

r i s e s  t o  64%. Serum B e n c e - J o n e s  p r o t e i n  was  d e t e c t a b l e  i n  

a l l  c a s e s  i n  w h i c h  u r i n a r y  B e n c e - J o n e s  p r o t e i n  w a s  

o b s e r v e d  and i n  one  c a s e  i n  w h i c h  u r i n a r y  B e n c e - J o n e s  

p r o t e i n  wa s  u n d e t e c t a b l e .

A l l  t h e  p a t i e n t s  i n  t h i s  s t u d y  g r o u p  w e r e  u n d e r g o i n g  

c h e m o t h e r a p y ,  a f a c t o r  w h i c h  a d v e r s e l y  i n f l u e n c e s  t he  

d e t e c t i o n  o f  B e n c e - J o n e s  p r o t e i n  i n  u r i n e  (MRC V/ o r k i n g  

P a r t y  1984) .  R e s u l t s  w i t h  u r i n e s  from u n t r e a t e d  p a t i e n t s  

show t h a t  t h e  i n c i d e n c e  o f  B e n c e - J o n e s  p r o t e i n u r i a  i s  

h i g h e r  than 6 4% a t  around 80%.
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I I I  c ( v i i )  Q u a n t i t a t i o n  o f  m o n o c l o n a l  

i m m u n o g l o b u l i n s  by IE F and s c a n n i n g  d e n s i t o m e t r y .

For i s o e l e c t r i c  f o c u s i n g  t o  be a c c e p t a b l e  as  a r o u t i n e  

t e c h n i q u e ,  i t  w o u l d  be n e c e s s a r y  f o r  t h e  t e c h n i q u e  to be 

a b l e  t o  q u a n t i f y  p a r a p r o t e i n  c o n c e n t r a t i o n s  w i t h  e q u a l  

r e l i a b i l i t y  t o  t h a t  o f  a c c e p t e d  q u a n t i t a t i v e  t e c h n i q u e s  

such as  s c a n n i n g  d e n s i t o m e t r i c  a n a l y s i s  o f  a z o n a l  s t r i p .

V a r i o u s  mo n o c l o n a l  i m m u n o g l o b u l i n s  w e r e  p u r i f i e d  a s  

d e s c r i b e d  i n  M a t e r i a l s  and M e t h o d s  and w e r e  u s e d  a s  

s t a n d a r d s  i n  an a s s a y  f o r  q u a n t i t a t i o n  of  p a r a p r o t e i n s  by 

lEF and I IEF.  A number of  s a mp l e s  c o n t a i n i n g  p a r a p r o t e i n s  

w e r e  f o c u s e d  a l o n g  w i t h  t h e  s t a n d a r d s  and t h e  v a l u e s  

o b t a i n e d  f o r  t h e i r  c o n c e n t r a t i o n s  c o m p a r e d  w i t h  t h o s e  

o b t a i n e d  u s i n g  s c a n n i n g  d e n s i t o m e t r i c  a n a l y s i s  o f  a z o n a l  

s t r i p  and s i n g l e  r a d i a l  i m m u n o d i f f u s i o n .

F i g u r e  33 s ho ws  t h e  q u a n t i t a t i o n  o f  IgG p a r a p r o t e i n s  

by lEF.  P u r i f i e d  IgG p a r a p r o t e i n  s t a n d a r d s  and w h o l e  t e s t  

s e r a  w e r e  f o c u s e d  , t h e  g e l  f i x e d  i n  TCA and s t a i n e d .  The  

t r a c k s  w e r e  t hen  s c a n n e d  d e n s i  t o me t r  i c a l l y  and t h e  a r e a s  

under the p a r a p r o t e i n  peaks  p l o t t e d  v e r s u s  c o n c e n t r a t i o n .  

T h e r e  i s  a c l e a r  r e l a t i o n s h i p  b e t w e e n  t h e  a r e a  un de r  t h e  

p e a k s  and t h e  IgG c o n c e n t r a t i o n ,  w i t h  c l o s e  a g r e e m e n t  

b e t w e e n  t h e  a b s o r b a n c e  o f  d u p l i c a t e  s a m p l e s .  F i g u r e  33b  

s h o w s  t h e  same  IgG s t a n d a r d s  f o c u s e d  a l o n g s i d e  f o u r  

unknown s a m p l e s  ( t r a c k s  7 - 1 0  ; 3 f rom p a t i e n t s  w i t h  IgG 

m y e l o m a t o s i s  and 1 f r o m a p a t i e n t  w i t h  IgG m o n o c l o n a l  

gammopathy o f  u n d e t e r m i n e d  s i g n i f i c a n c e ) .  Ta b l e  9a s hows  

t h e  r e s u l t s  o f  qua n t i f y  i n g  t he  p a r a p r o t e i n s  i n  t h i s  way .



200

150

CONCENTRATION m q/m l

« • I
1 2 3 4 5 6  6 5 4 3 2  1

10 9 8 7  6 5 4 3 2 1

Fi g u r e  3 3  Q u a n t i  t a t i  on o f  m o n o c 1 o n a l  IgG by IEF

A I)u.p ]. 3. c :a t e  s t a n d a r d s  t o e u s e d  ancl f i  x ed i  n TCff;; pH 3 - 1 0  ;

T r a c k s  1 - 6 :  m o n o c l o n a l  IgG 2 5 . 5 ,  1 7 .  1 2 . 7 ,  6 . 4 ,  3 . 2 ,  1 . 6
mg /  in ],

k T r a c k s  1 --6 : m o n o c l o n a l  I g G  s t a n d a r d s  a s  F i  g . 33A
T r a c  k s  7  -■ 10  : t e s t  s a m p l e s ; 7  -  9 :  IgG myel  o rn a t a ,  10 in o n o  c 1 o  n a  1

I g G  g am m opathy  o f  u n d e t e r m i n e d  s i g n i f i c a n c e

The s t a n d a r d  c u r v e  f r o m  t h e  d e n s i  t o m e t r i  c s c a n  i s  show n a b o v e
t h e  I IGF g e l  . 
a  » L.i... : a  r b i t  r a  r  y  u  n i t  s
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The unknown s a m p l e s  w e r e  d i l u t e d  t o  a g r e a t e r  or l e s s e r  

e x t e n t  so t h a t  t h e i r  a b s o r b a n c e  f e l l  on bot h the upper and 

l o w e r  p a r t s  o f  t h e  s t a n d a r d  c u r v e .  T h e i r  c o n c e n t r a t i o n s  

v a r i e d  wh e n  t e s t e d  i n  t h i s  way by 10-15% a c c o r d i n g  to 

t h e i r  p l a c e  on t h e  s t a n d a r d  curve .  Q u a n t i t a t i o n  by IE F i s  

com p a r e  d ^w i  th s i n g l e  r a d i a l  i m m u n o d i f f u s i o n  and z o n a l  

e l e c t r o p h o r e s i s  i n  T a b l e  9 a.  Th e  a p p a r e n t  I gG 

c o n c e n t r a t i o n s  m e a s u r e d  by t h e  t w o  e l e c t r o p h o r e t i c  

t e c h n i q u e s  v a r y  by 5 - 1 0 %,  w h e r e a s  t h e  s i n g l e  r a d i a l  

i m m u n o d i f f u s i o n  f i g u r e s  a r e  c o n s i s t e n t l y  h i g h e r .  T h i s  

l a t t e r  o b s e r v a t i o n  i s  p r o b a b l y  due t o  t h e  p r e s e n c e  o f  

p o l y c l o n a l  i mmu n o g l o b u l i n .

Q u a n t i t a t i o n  o f  m o n o c l o n a l  IgA c o u l d  n o t  be c a r r i e d  

o u t  by IE F a l o n e  i n  many c a s e s  b e c a u s e  t h e  p i  o f  t h e  IgA 

w a s  s i m i l a r  t o  t h a t  o f  t h e  o t h e r  i n t e r f e r i n g  s e r u m  

p r o t e i n s .  O v e r l a y  w i t h  a n t i - I g A  w a s  t h e r e f o r e  u s e d  t o  

v i s u a l i s e  t h e s e  p r o t e i n s .  F i g u r e  3 4a s h o w s  an I I E F  g e l  

w i t h  a s e r i e s  o f  m o n o c l o n a l  IgA s t a n d a r d s  ( t r a c k s  1 - 5 )  and 

t e s t  s a m p l e s  c o n t a i n i n g  IgA p a r a p r o t e i n s  ( t r a c k s  6 - 9 ) .  The 

g e l  w a s  f o c u s e d  and o v e r l a i d  w i t h  a n t i - I g A  a n t i s e r u m ,  

s t a i n e d  and s c a n n e d  d e n s i t o m e t r i c a l l y .  The p a r a p r o t e i n  

c o n c e n t r a t i o n s  o f  t he  f o u r  t e s t  s a m p l e s  a t  two d i f f e r e n t  

d i l u t i o n s  a r e  g i v e n  i n  T a b l e  9a .  As w i t h  IgG,  t h e r e  i s  

l i t t l e  v a r i a t i o n  i n  a p p a r e n t  c o n c e n t r a t i o n  i n  d i f f e r e n t  

r e g i o n s  o f  t h e  s t a n d a r d  g r a p h .  T a b l e  9 a a l s o  s h o w s  t h e  

a p p a r e n t  c o n c e n t r a t i o n s  c a l c u l a t e d  from s c a n n i n g  a z o n a l  

e l e c t r o p h o r e s i s  s t r i p  a n d  f r o m  s i n g l e  r a d i a l  

i m m u n o d i f f u s i o n .  On t h e  o c c a s i o n s  on w h i c h  p a r a p r o t e i n s  

w e r e  q u a n t i f i a b l e  u s i n g  z o n a l  e l e c t r o p h o r e s i s ,  t h e i r



200-

150

100

CONCENTRATION imi/ml

200-

160

120

CONCENTRATION n.n^ml

1 2 3  4 5 6 7 8 9 1 2  3 4 5  5 4 3 2 1

pH r a n g e  5 - 8

" iq u r e  3 4  Q u a n t i t a t i o n  o f  m o n o c l o n a l  IgA by  lEF and IIEF"

A 11 EE F : T r a c k s  1 - 5  M o n o c l o n a l  I q A s t a n d a r d s  o v e r l a i d  w i t h
a n t i - I g  A a n d f i x e  d i  n T C A „ -{:] H 5 -  8 
( 9 . 5 ,  4 . 7 5 ,  2 . 3 ,  1.. 2 , 0 .  6 mg /  m 1 )

T r a c k s  6 , 7  S a rn p 1 e  s  f  i - o m p a t  i e  n t  s  w i t. h I q A
p a r a p r o t e i n s  o f  u n d e t e r m i n e d  s i g n i f i c a n c e  

T r a c k s  8 , 9  S a m p l e s  f r o m  p a t i e n t s  w i t h  IgA m ye lo m a

B IEF" : DI..Ip 1 i c a t e  monoc J. o n a l  IgA s t a n d a r d b f  o c las e d  ancj 
f i x e d  i n  TCA ( d i l u t i o n s  a s  i n  Fi  g . 3 4 A) , pH 5 - 8

The s t a n d a r d  c u r v e s  f r o m  t h e  d e n s i  t o m e t r i c  s c a n s  o f  b o t h  I El
and IIEF' m e t h o d s  a r e  show n a b o v e  t h e  g e l s  i n  e a c h  c a s e . 
a . u . : a r b i t r a r y u n i t s
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c o n c e n t r a t i o n s  s howed a c c e p t a b l e  c o n s i s t e n c y  wi t h  t h a t  o f  

IIEF q u a n t i t a t i o n .  As b e f o r e ,  t he  r a d i a l  i m m u n o d i f f u s i o n  

c o n c e n t r a t i o n s  w e r e  f o u n d  t o  be h i g h e r .  When an IgA 

p a r a p r o t e i n  f o c u s e s  a t  h i g h e r  p i  and i s  e n t i r e l y  v i s i b l e  

u s i n g  l E F  a l o n e ,  t h e  s t a n d a r d s  can be f i x e d  d i r e c t l y  i n  

TCA ( F i g u r e  34b)  and a s i m i l a r  c urve  c o n s t r u c t e d .  Exa mpl e s  

o f  t h e  u s e  o f  IE F i n  t h i s  way a r e  s h o wn  i n  t e s t  s a m p l e s  5 

and 6 i n  T a b l e  9 a ,

F i g u r e  35a  s hows  t h e  s t a n d a r d  c u r v e  and I IEF t r a c k s  o f  

m o n o c l o n a l  IgM s t a n d a r d s  ( T r a c k s  1 - 5 )  and f o u r  t e s t  s e r a  

from p a t i e n t s  w i t h  e i t h e r  Wa l d e n s t r o m ' s  Ma cr og l obu l  i n a e mi a  

or c h r o n i c  l y m p h o c y t i c  l e u k a e m i a  ( T r a c k s  6 - 9 ) .  The  

c o n c e n t r a t i o n  o f  t he  unknown IgM p a r a p r o t e i n s  i s  shown i n  

Ta b l e  9 a i n  c o mp a r i s o n  w i t h  o t h e r  q u a n t i t a t i v e  t e c h n i q u e s .  

In common w i t h  o t h e r  c l a s s e s ,  two d i f f e r e n t  d i l u t i o n s  o f  

t h e  t e s t  s e r a  and q u a n t i t a t i o n  by z o n a l  e l e c t r o p h o r e s i s  

g a v e  a p p a r e n t  c o n c e n t r a t i o n s  i n  c l o s e  a g r e e m e n t .  S i n g l e  

r a d i a l  i m m u n o d i f f u s i o n  t e n d e d  to g i v e  h i g h e r  r e s u l t s .  Some  

IgM p a r a p r o t e i n s  f o c u s  a t  s u f f i c i e n t l y  h i gh  pi  t o  e n a b l e  

them to be  q u a n t i f i e d  by IE F a l o n e .  F i g u r e  35b s h o w s  t h e  

s t a n d a r d  c u r v e  o b t a i n e d  a f t e r  TCA f i x a t i o n  o f  t h e  IgM 

s t a n d a r d s ,  IgM t e s t  s a m p l e s  5 and 6 ( T a b l e  9 a )  show 

c o m p a r a t i v e  c o n c e n t r a t i o n s  f o r  a l l  f o u r  m e t h o d s  o f  

q u a n t i t a t i o n .  B o t h  I g A and IgM s t a n d a r d s  g a v e  l i n e a r  

c a l i b r a t i o n  c u r v e s  up t o  1 0 - 1 4  mg/ml  by lEF and IIEF,

F i g u r e  36a s ho ws  the  s t a n d a r d  graph and IIEF t r a c k s  o f  

p u r i f i e d  f r e e  kappa l i g h t  c h a i n  s t a n d a r d s  and f o u r  t e s t  

s a m p l e s  ( 3  s erum and 1 u r i n e .  T r a c k s  8 - 1 1 ) ,  The p o s i t i o n



1401

120-

100

80

60-

40-

20-

CONCENTRATION mgjml

200?

160-

120

40-

« k

1 2 3  4 5 6 7 8 9 1 2 3 4 5  5 4 3 2 1

pH r a n g e  3 - 1 0

F i g u r e  3 5  Q u a n t i t a t i o n  o f  m o n o c l o n a l  I q M by IE'. F aind I IE F

A I I E F  : T r a c k s  1—5 M o n o c l o n a l  IgM s t a n d a r d s  o v e r l a i d  w i t h
a n t i - I g  M a n d f  i x e  d i n T C A , p H 3 ••••• 1 0  
(15, 12, 8, 4, 2 mg/m1)

T1'- a c k s  6  , 8  S e  r  a f r o  m p a t  i e  n t s  w i t. h W a ]. d e  n s  t  r  o m ' s  
M a c r o  g 1 o  b 1 i. n a e  m i a 

T r a c !•;:s  7 , 9  S e r a  f  rom p a t  i e n t s  wi t l i  c h r o n  i c  
1 y m p h o c y t  i c  1 e u k a e m i a

B I El F' : D u  |:i 1 i c a t  e  m o n o c l o  n a ]. I g M s  t  n d a r d f o c: u s  e  d a n d
f i x e d  i n  TCA ( 1 5 ,  8 ,  4,, 2 ,  1 mg/ml ) pH 3 - 1 0

The s t a n d a r d  c u r v e s  f r o m  t h e  d e n s i  t o m e t r  i c s c a n s  o f  b o t h  I IFF' 
and I I E F  m e t h o d s  a r e  show n a b o v e  t h e  g e l s  i n  e a c h  c a s e „ 
a „ 1.1.. : a r  b i t  v~ a r  y u n i t s



40<

30-

20

10-

CONCENTRATION mgj i

40-

30-

20-

10-

3
CONCENTRATION mqjml

r
1 2  3 4 5 6 7  8 9  10 11 1 2 3 4 5 1 2 3 4  5

pH r a n g e  3 - 1 0

F i g u r e  3 6  Q u a n t i  t a t i  on o f  f r e e  k a p p a  l i g h t  c h a i n s  by lEF. and  
I IE F

A I 1 h. t

B lEF

T r a c k s  1—7 M o n o c l o n a l  k a p p a  s t a n d a r d s  f o c u s e d  and  
oVer-1 a i d wi  t  h an t  i  - ka.ppa an t  i s e r  i..?rn
( 2 . 7 5 n 1 . 8 ,  1 M 4 ,  0 „ 9 ,  0 .  7 ,

pH 3 - 1 0
0 , m g / m l )„

TI - a. c k s  8 - 1 0  s e r a  f  r  a m m y e  1 o  m a p a t i e  n t  s  
Tr ac: k 11 ur  :i. n e? f i-om a. aiy e  1 o ma p a t  i en t

D u p 1 i c  a. t  e  m o n o c  1 o n a 1 k a. p p a s t a n d a r d s  f o e  u s  e  d a n d 
f i x e d  i n  TCA ( 2 . 7 5 ,  1 . 4 ,  0 . 7 ,  0 . 3 5 ,  0 . 2  m g /m l)  pH 1 0

The s t a n d a r d  c u r v e s  f r o m  t h e  d e n s i t o m e t r i c  s c a n s  o f  b o t h  IE 
and IIEF" m e t h o d s  a r e  show n a b o v e  t h e  g e l s  i n  e a c h  c a s e ,  
a . u : a r  b i  t  r  a r  y u n i t  s



40

30

20

10

p

CONCENTRATION

100

2»

I

1 2 3 4 5  6 7 8 9 1 2 3 4 5 5 4 3 2 1

pH r a n g e  3 - 1 0

Fi g Lire 7 U u a n t i t a t i o n  o f  f r e e  la m b d a  l i q h t  c h a i n s  by  1 FF and  
I I E F

A IIEF

B lEF

T r a c k s  1—5 M o n o c l o n a l  l a m b d a  s t a n d a r d s  f o c u s e d  and  
o v e r  1 a i d w i t  hi a n t i  — 1. a rn b d a a n t  i  s  e  r u rn 

“ ( 9 . 3 ,  6 . 2 ,  4 .  6 , 2 .  3 , 0 6 m g / m 1 ) p H 3 - 1 0
T r a c k s  6 -• 8 S e r a  f r o  fn m y e  1 o m a p a t  i e  n t  s
T r" a c k U r i n e  f  i'“ o  n'l a m y e  1 o  m b. p <ta t. i  e  n t
D u p 1 j. c: a t. e  rn o n o c l o n  a ]. ]. a m b d a s  t  a n d a r  d s  f o e  u. s  e  d a n d
f i ; ; e d  i n  ICA ( 9 . 3 ,  4 . 6 ,  2 . 3 ,  1 . 2 ,  0 . 6  m g /m l)  pH 3- -10

The s t a n d a r d  c u r v e s  f r o m  t h e  d e n s i t o m e t r i c  s c a n s  o f  b o t h  
IBP and I IE F  m e t h o d s  a r e  show n a b o v e  t h e  g e l s  i n  e a c h  c a s e ,  
â .. 1.1.. : a r Ln i t  r a  i" y u. n i t  s



TABLE 9 a

C o m p a r a t i v e  q u a n t i t a t i v e  t e c h n i q u e s  f o r  
i m m u n o g l o b u l i n s  i n  s e r u m

m o n o c l o n a l

M e t h o d

T e s t  S a m p l e  P a r a p r o t e i n  C o n c e n t r a t i o n  
( m g \ m l )

IgG l E F ( a ) 2 4 2 8 2 8 11
l E F ( b ) 2 2 2 7 2 6 11

GRID 2 5 3 1 3 2 2 0
ZEP 2 0 2 6 2 8 1 2

I g A I I E F ( a ) 2 . 0 5 - 2 2 7 4 1 3 4 2 8
I I E F ( b ) 2 . 5 6 . 0 2 8 4 7 3 9 2 9

l E F - - - - 3 6 3 1
GRID 4 . 2 1 0 3 4 5 8 4 4 3 2

ZEP 4 . 0 2 9 4 8 4 0 3 1

IgM I I E F ( a ) 9 . 0 2 .  1 7 8 3 . 0 31 1 6
I I E F ( b ) 8 . 2 2 . 4 6 5 2 . 5 3 4 1 8

l E F - - - - 31 2 0
GRID 11 5 . 6 8 6 4 . 8 3 9 2 1

ZEP 1 2 - 5 8 2 . 6 3 4 1 9

A b b r e v i a t i o n s : -  n o t  q u a n t i f i a b l e  
I I E F  i m m u n o - i s o e l e c t r i c  f o c u s i n g  

l E F  i s o e l e c t r i c  f o c u s i n g  
GRID s i n g l e  r a d i a l  i m m u n o d i f f u s i o n  

ZEP z o n a l  e l e c t r o p h o r e s i s

A l l  e l e c t r o p h o r e t i c  m e a s u r e m e n t s  w e r e  c a r r i e d  o u t  o n  
d u p l i c a t e  s a m p l e s .  P a r a p r o t e i n  c o n c e n t r a t i o n s  a r e  g i v e n  a s  
m e a n  v a l u e s  w i t h  t h e  v a r i a t i o n  b e t w e e n  d u p l i c a t e  s a m p l e s  
b e i n g  l e s s  t h a n  5% o f  t h e  m e a n .

S a m p l e s  w e r e  d i l u t e d  t o  b r i n g  t h e i r  c o n c e n t r a t i o n s  o n t o  
t w o  d i f f e r e n t  p a r t s  o f  t h e  s t a n d a r d  c u r v e s .  T h e r e f o r e ,  f o r  
p a r a p r o t e i n  c o n c e n t r a t i o n s  d e r i v e d  f r o m  l E F  ( I g G )  a n d  I I E F  
( I g A  a n d  I g M ) ,  t h e  v a l u e s  m a r k e d  l E F ( a )  a n d  I I E F ( a )  g i v e  
c o n c e n t r a t i o n s  f r o m  s a m p l e s  a t  l o w  d i l u t i o n  a n d  v a l u e s  
m a r k e d  l E F ( b )  a n d  I I E F ( b )  g i v e  c o n c e n t r a t i o n s  
f r o m  s a m p l e s  a t  h i g h e r  d i l u t i o n .



TABLE 9b

C o m p a r a t i v e  q u a n t i t a t i v e  t e c h n i q u e s  f o r  m o n o c l o n a l  
f r e e  l i g h t  c h a i n s  i n  s e r u m  a n d  u r i n e

T e s t  S a m p l e  P a r a p r o t e i n  C o n c e n t r a t i o n
( m g \ m l )

1 2  3  4  5
M e t h o d

f r e e

f r e e  X

I I E F ( a ) 2 . 8 2 . 0 4 . 2  1 1 . 4 5 . 0 4 . 0
I I E F ( b ) 3 . 6 2 . 4 3 . 8  1 5 . 0 7 . 0 3 . 0

l E F - - -  - 6 . 0 5 . 0
ZEP 2 . 4 1 0 . 0 5 . 0 3 . 0

I I E F ( a ) 4 . 2 3 - 9 4 . 1  1 4 . 0 2 . 0 2 . 5
I I E F ( b ) 5 .  1 5 . 0 4 . 6  1 7 . 0 3 . 5 3 . 0

l E F -  ' ■ - -  - 3 . 0 3 . 0
ZEP 3 . 4 1 5 - 0 1 . 5 4 . 0

A b b r e v i a t i o n s n o t  q u a n t i f i a b l e
I I E F i  m m u n o - i  s o d  s e t t i c  f - ■ j c u c i n g

l E F  i s o e l e c t r i c  f o c u s i n g  
ZEP z o n a l  e l e c t r o p h o r e s i s

S a m p l e s  1 , 2  a n d  3  w e r e  s e r u m  s a m p l e s  w h i l s t  s a m p l e s  
4 , 5  a n d  6  w e r e  u r i n e  s a m p l e s .

A l l  m e a s u r e m e n t s  w e r e  c a r r i e d  o u t  o n  d u p l i c a t e  
s a m p l e s .  P a r a p r o t e i n  c o n c e n t r a t i o n s  a r e  g i v e n  a s  mean  
v a l u e s  w i t h  t h e  v a r i a t i o n  b e t w e e n  d u p l i c a t e  s a m p l e s  b e i n g  
l e s s  t h a n  5% o f  t h e  m e a n .

S e r u m  s a m p l e s  w e r e  d i l u t e d  a n d  u r i n e  s a m p l e s  
c o n c e n t r a t e d  t o  b r i n g  t h e i r  p a r a p r o t e i n  c o n c e n t r a t i o n s  
o n t o  t w o  d i f f e r e n t  p a r t s  o f  t h e  s t a n d a r d  c u r v e s .  T h e r e f o r e ,  
t h e  v a l u e s  m a r k e d  I I E F ( a )  g i v e  v a l u e s  f r o m  s a m p l e s  w i t h  l o w e r  
p a r a p r o t e i n  c o n c e n t r a t i o n s  a n d  v a l u e s  m a r k e d  I I E F ( b )  g i v e  
c o n c e n t r a t i o n s  f r o m  s a m p l e s  w i t h  h i g h e r  p a r a p r o t e i n  
c o n c e n t r a t i o n s .
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o f  t h e  f r e e  l i g h t  c h a i n  i s  i n d i c a t e d  by a r r o w s .  The t e s t  

s a m p l e s  r u n  a t  d i f f e r e n t  d i l u t i o n s  g a v e  s i m i l a r  r e s u l t s  

( T a b l e  9b) .  Compar i s ons  w i t h  o t h e r  q u a n t i t a t i v e  t e c h n i q u e s  

c a n n o t  be a p p l i e d  a s  r e a d i l y  w i t h  f r e e  l i g h t  c h a i n s  a s  

w i t h  o t h e r  c l a s s e s .  When t h e y  o c c u r  i n  s erum , t h e y  may be. 

p r e s e n t  i n  l o w  c o n c e n t r a t i o n ,  o r  m a s k e d  by e i t h e r  

p o l y c l o n a l  or m o n o c l o n a l  i m m u n o g l o b u l i n ;  b o t h  f a c t o r s  

t e n d i n g  t o  l i m i t  d e t e c t i o n  and q u a n t i t a t i o n .  When p o s s i b l e  

t h e r e f o r e ,  c o m p a r i s o n s  w e r e  made b e t w e e n  I I EF  and z o n a l  

e l e c t r o p h o r e s i s .  T h e s e  a r e  s h o wn  i n  T a b l e  9b.  D i f f e r e n t  

d i l u t i o n s  o f  t he  t e s t  s a mp l e  ga v e  e q u i v a l e n t  r e s u l t s  when  

me as ured by IIEF,  as  d i d  s c a n n i n g  o f  a z o n a l  s t r i p .  As f o r  

IgA and I g M , w h e n  f r e e  l i g h t  c h a i n s  f o c u s  a t  a pi  h i g h e r  

t h a n  t h e  i n t e r f e r i n g  p r o t e i n s ,  a s  t h e y  do on o c c a s i o n  i n  

s e r um and r e g u l a r l y  i n  u r i n e ,  t h e y  can be q u a n t i f i e d  by

IE F a l o n e .  T h i s  i s  s hown by s a m p l e s  5 and 6 i n  T a b l e  9b.  

F i g u r e  3 6 b  s h o w s  t h e  g r a p h  and l E F  t r a c k s  o f  t h e  TCA f i x e d  

f r e e  kappa l i g h t  c h a i n  s t a n d a r d s .

A s i m i l a r  s i t u a t i o n  e x i s t s  w i t h  f r e e  l a m b d a  l i g h t  

c h a i n s .  The s t a n d a r d  g r a p h s  f o r  I I EF and IE F o f  t h e  f r e e  

l a m b d a  l i g h t  c h a i n  s t a n d a r d s  a r e  i l l u s t r a t e d  i n  F i g u r e s  

37a and 37b.  The IIEF g e l  s hows  f o u r  t e s t  s a mp l e s  (3 serum 

and 1 u r i n e ) .  T a b l e  9b g i v e s  t h e  c o m p a r a t i v e  f i g u r e s  f o r  

p a r a p r o t e i n  c o n c e n t r a t i o n s .  As b e f o r e  , the s a m p l e s  run a t  

d i f f e r e n t  d i l u t i o n s  gave  s i m i l a r  r e s u l t s ,  as  d i d  d i f f e r e n t  

t e c h n i q u e s  u s e d ,  wh e n  a p p r o p r i a t e .  As  w i t h  f r e e  kappa  

l i g h t  c h a i n s ,  when f r e e  l ambda l i g h t  c h a i n s  f o c u s  a t  h i g h  

p i ,  t h e y  c a n  b e  q u a n t i f i e d  u s i n g  IE F a l o n e  a s  i s  

d e m o n s t r a t e d  by s a m p l e s  5 a n d  6 i n  T a b l e  9 b .
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I I I  d I l l u s t r a t i o n  o f  para pr o t e i  naem i  a i n  Hodgki n ' s  

D i s e a s e  and Hon- Hodgki n ' s  Lymphoma

F i g u r e  3 8a s h o w s  t h e  I I E F  r e s u l t s  on s e r u m f r om t wo  

p a t i e n t s  w i t h  No n- Hodgki n’ s Lymphoma. Trac ks  1,2 and 3 are  

a n t i - I g M ,  a n t i - k a p p a  and a n t i - l a m b d a  l i g h t  c h a i n  a n t i s e r a  

o v e r l a y s  r e s p e c t i v e l y .  The p a r a p r o t e i n  v i s i b l e  i n  t h i s  

c a s e  i s  o f  IgM kappa i s o t y p e .  T r a c k s  4 , 5  and 6 show a n t i -  

IgM,  a n t i - k a p p a  and a n t i - l a m b d a  l i g h t  c h a i n  a n t i  s e r a  

o v e r l a y s  o f  serum from a s e c o n d  p a t i e n t  w i t h  Non- Hodgki n ' s  

Lymphoma.  The p a r a p r o t e i n  p r e s e n t  on t h i s  o c c a s i o n  i s  o f  

IgM l a m b d a  i s o t y p e .  O v e r l a y s  w i t h  o t h e r  h e a v y  c h a i n  

a n t i s e r a  i n  both c a s e s ,  s howed no q u a l i t a t i v e  a b n o r m a l i t y .

N e i t h e r  o f  t h e s e  p a r a p r o t e i n s  was  v i s i b l e  on r o u t i n e  

IE P a n d  w e r e  i n c l u d e d  m e r e l y  t o  i l l u s t r a t e  t h a t  

p a r a p r o t e i n s  a r e  d e t e c t a b l e  i n  t h e  s e r a  o f  some a f f e c t e d  

p a t i e n t s .  I n s u f f i c i e n t  n u m b e r s  o f  p a t i e n t s  w i t h  No n -  

Hodg k i n ' s  Lymphoma c o u l d  be t e s t e d  t o  g i v e  any i dea  o f  t he  

i n c i d e n c e  o f  p a r a p r o t e i  naemi a u s i n g  IIEF.

F i g u r e  3 8 b  s h o w s  t h e  r e s u l t s  o f  I I EF  on s e r um f r o m 2 

p a t i e n t s  w i t h  H o d g k i n ' s  D i s e a s e .  T r a c k s  1 - 3  show s e r u m  

f rom p a t i e n t  1 , f o c u s e d  and o v e r l a i d  w i t h  a n t i - I g M ,  a n t i 

kappa and a n t i - l a m b d a  l i g h t  c h a i n  a n t i s e r a  r e s p e c t i v e l y .  

T h e s e  o v e r l a y s  d e m o n s t r a t e d  t h e  p r e s e n c e  o f  m o n o c l o n a l  

i m m u n o g l o b u l i n s  o f  IgM l ambda and f r e e  l ambda l i g h t  c h a i n  

i s o  t y p e s .  T r a c k s  4 - 6  s how t h e  r e s u l t s  o f  I I E F  on s e r um  

from P a t i e n t  2 w i t h  the  a n t i b o d y  o v e r l a y s  b e i n g  a n t i - I g C ,  

a n t i - k a p p a  and a n t i - l a m b d a  l i g h t  c h a i n  i n  t r a c k s  4 - 6  

r e s p e c t i v e l y .  These  o v e r l a y s  d e m o n s t r a t e d  t he  p r e s e n c e  o f
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A

pH r a n g e  5 - 8
F i g u r e  38 I l l u s t r a t i o n  o f  abnormal  i mmunoql obul i n 

Pr o f  i 1 e s  i n Non-Hodq !< i n ' s  Lymph oma and  
Ho d g k i n ' s  D i s e a s e

Se r a  were f o c u s e d  and t r e a t e d  as  i n d i c a t e d
b e l  ow

( a )  N o n - H o d g k i  n ' s  L.y mphoma
Track:s  1 - 3 :  P a t  i e n t  1 , T r a c k s  4 - 6 :  P a t  i e n t  2 
T r a c k s  1 , 4  : a n t i - I  q N , T r a c k s  2,, 5 : a r'; t  i -• k. a p p a ,, 
T1“ a c k s  3  n 6 : a n t  i - 1  a m b d a

( b ) Hod g k; i n ' D i  s  e  a s  e ;; N onoc 3 o n a 3. G a m m o p a t. Ii i e  s  
T r a c k s  1 - 3 :  F'at: i  e n t  1 , Ti"a c k s  4 - 6 :  F‘a t  i e n t  2 
T r a c  k 1 r. a ri 1 1 - 1 g G , T r a c  k 4 :: a  n t  i  - 1  g M ,
Trac k s  2 , 5  : a n t  i  -  k a p p a., T r a c  k: s  3 ,  f > a n t  i. -  
1ambda
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pH r a n g e  3 - 1 0 pH r a n g e  3 - 1 0

F i g u r e  3wc  F u r t h e r  s t u d i e s  on p a t i e n t s  w i t h  .
Hodg k i  n ' s  Di s e a s e

IFF' : A n t i  s e r  a u,sed a r e  q i  v e n  t o  t h e
r i g h t  o f  t h e  IEF* p a 1 1 e r n  . Ar r o w s  
d e n o t e  t h e  p r e s e n c e  o f  o 1 i q o c 1 o n a I 
i m m u n o q l o b u l i  n

IFF : S e r a  w e r e  f o c u s e d  and f i x e d  i n  TCA

T h e  z o n a 1 a n d i  m m u. n o e  1 e  c t  r o  p h o r e  s  i s  
p a t t e r n s  and T r a c k  1 o f  t h e  IFF p a t t e r n s  
a r e  f r o m  P a t i e n t  1., T r a c k s  2 and 3 o f  t h e  
IEF p a t t e r n s  a r e  f r o m  P a t i e n t s  2 and 3 
r e s p e c t i v e l y
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m o n o c l o n a l  IgG l a mb da  i n  t h e  s erum o f  t h i s  p a t i e n t .  In  

bot h c a s e s ,  a n t i b o d y  o v e r l a y  w i t h  a n t i  s e r a  o f  o t h e r  c l a s s  

s p e c i f i c i t i e s  w e r e  n e g a t i v e .

F i g u r e  3 8 c  s ho ws  a c o mp a r i s o n  b e t we e n  a g a r o s e  IEP and 

IE F on s e r um f r o m P a t i e n t  3.  The z o n a l  e l e c t r o p h o r e s i s  

s h o w s  t h r e e  s m a l l  p a r a p r o t e i n  bands  i n  t h e  gamma r - eg i on  

( a r r o w e d )  w i t n  t he  IE P s h o w i n g  l o c a l i s e d  d e v i a t i o n s  o f  

b o t h  t h e  IgG and l a m b d a  l i g h t  c h a i n  a r c s .  T r a c k  1 o f  

F i g u r e  3 8 c  s h o w s  t h e  r e s u l t s  o f  IE F on t h i s  s e r u m.  The  

t r a c k  w a s  f i x e d  i n  TCA t o  show t h e  t o t a l  p r o t e i n  and s h o w s  

many bands  c h a r a c t e r i s t i c  of  the p r e s e n c e  o f  o l i g o c l o n a l  

i m m u n o g l o b u l i n .  A n t i b o d y  o v e r l a y s  o f  t h i s  s erum s h o w e d  

t h e s e  b a n d s  t o  be o f  b o t h  IgG kappa and l a m b d a  l i g h t  c h a i n  

t y p e s  ( n o t  shown) .  Tracks  2 and 3 of  t h i s  f i g u r e  show s e r a  

f r o m t wo  f u r t h e r  p a t i e n t s  w i t h  H o d g k i n ' s  D i s e a s e ,  b o t h  

f i x e d  i n  TCA and both s h o wi n g  IFF p a t t e r n s  c h a r a c t e r i s t i c  

o f  o l i g o c l o n a l  i mm u n o g l o b u l i n s .

A t o t a l  o f  9 p a t i e n t s  w e r e  s t u d i e d  i n  t h i s  manner and 

o f  t h e s e ,  2 h a d  m o n o c l o n a l  i m m u n o g l o b u l i n s ,  3 ha d  

o l i g o c l o n a l  i m m u n o g l o b u l i n s  and 4 had no q u a l i t a t i v e  

a b n o r m a l i t y  o f  t h e i r  i m m u n o g l o b u l i n  p r o f i l e s .  A l l  t h r e e  

p a t i e n t s  w i t h  o l i g o c l o n a l  p a t t e r n s  had S t a g e  4 d i s e a s e ,  as  

had the  p a t i e n t  w i t h  the  IgM l ambda mo n o c l o n a l  gammopathy  

( f o r  d e t a i l s  o f  s t a g i n g  s y s t e m ; Ca r b o n e  e t  a l  1 9 7 1 ) .
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I I I  e S t u d i e s  on Chr oni c  L y mp h o c y t i c  Leukaemi a  

I I I  e ( i )  I l l u s t r a t i o n  o f  serum para pr o t e i  naemi  a i n  CLL

Wi t h  t h e  e x p e r i e n c e  a c c u m u l a t e d  i n  u s i n g  I I E F  t o  

d e t e c t  p a r a p r o t e i n s  w h e n  t h e y  o c c u r r e d  i n  m u l t i p l e  

myel oma,  i t  was  c o n s i d e r e d  p o s s i b l e  t h a t  p a r a p r o t e i  naemi a  

m i g h t  be  s u c c e s s f u l l y  d e t e c t e d  i n  CLL w h e n  a m o r e  

s e n s i t i v e  t e c h n i q u e  i s  used.

F i g u r e  39  s h o w s  t h e  I I EF  p a t t e r n  f r o m a p a t i e n t  w i t h  

CLL. The serum wa s  f o c u s e d  and o v e r l a i d ,  wh e r e  i n d i c a t e d ,  

w i t h  s p e c i f i c  a n t i  s e r u m.  Tr a c k  1 s h o w s  t h e  a n t i - I g M  

o v e r l a y  w i t h  c h a r a c t e r i s t i c  b a n d s  o f  r e s t r i c t e d  

h e t e r o g e n e i t y  c l e a r l y  v i s i b l e .  T r a c k s  2 and 3 show a n t i 

l i g h t  c h a i n  o v e r l a y s  wh i c h  d e m o n s t r a t e  c l e a r  e v i d e n c e  o f  

l i g h t  c h a i n  i s o t y p e  r e s t r i c t i o n .  Thus,  t h e  p r e s e n c e  o f  an 

IgM l a m b d a  p a r a p r o t e i n  i s  d e t e c t a b l e  by I I EF,  i n  t h i s  

c a s e .  O v e r l a y  o f  t h e  s er um w i t h  a n t i - I g D  a l s o  s h o w e d  t h e  

p r e s e n c e  o f  an IgD p a r a p r o t e i n .

F i g u r e  40 i l l u s t r a t e s  a n o t h e r  s e r u m  f r o m  a CLL 

p a t i e n t .  On t h i s  o c c a s i o n ,  IIEF showed the  p r e s e n c e  o f  an 

IgM kappa ( t r a c k s  2 and 3) p a r a p r o t e i n  and an IgG l a mb da  

p a r a p r o t e i n  ( t r a c k s  1 and 4) .  The z o n a l  e l e c t r o p h o r e s i s  

showed no p a r a p r o t e i n  band i n  t h e  gamma r e g i o n  and t h e  lEP 

showed no q u a l i t a t i v e  a b n o r m a l i t y .
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1. ex I g M
2 . ex K.
3  . ex A

4. T.C. A. fixed 
5 .o< D
6.o<D(N.H.S)

pH r a n g e  3 - 1 0

F i g LA r e  3 9  1 1 E F p a t t e  r n t  r om a p a t  :i. e n t  w i t  11 c h r o ii i c:;
3. ymp h o c  y t  i c 3. eu. k aemi a

Serum w as  f o c u s e d  and and t r e a t e d  a s  
i n d i c a t e d  b e l o w .

T r  a c  I: ;!. a n ti-I q ! - l ;; T r~ a c: k: 2 a n t i -  k a n p a ;; J  r  a c l<
3 a II t i - J. a m b c:l a ii T r a c k: 4- T C A f i x e d ; 1" v a c k: 5
a n t i - I g D  Track 6 normal h u m a n  s e r u m
o V e I ' 1 a i cJ w i t !i a n t  i  -  I q D

The a r r o w s  d e n o t e  !. !ie |.iai-ai;;;otei n o ?;;■ i t :i. o n
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a  IgG 

a  IgA 

aigM  

QtK
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A. IIEF

1. a  IgG 3. a  K
2.  a  IgM 4.  a  A

5. T .C .A . fixed *N - Normal Human Serum 

*P - Patient 4

pH r a n g e  3 - 1 0

F i g u r e  4 0  C o m p a r i s o n  o f  lEP a n d  IIEF  p a t t e r n s  o f  s e r u m
f r c: rn a C L. L p a t i e n t

A n t i s e r a  in t r o u g h s  a r e  i n d i c a t e d  t o  t h e
r i g 11 t o f the IE P ..

T v~ a c: k 1 a n t i - I g  G ;; 1" r a c !< 2 a n t i - 1 g M ;; T r  a. c k.
; a n t i - k a p p a  ; T i- a c; !■• 4 a n t ;i. -  ]. a m b d a ;; T r a c k 5 
T C A  fix e d

A r r o w s  d e n o t e  t h e  p a r a p r  o t e i  n p o s t  i on-: 
N : Normal  Human P l a s m a  
F-‘ : F' a  t  i e  n i: s  S e  r u m
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I I I  e ( i i )  S t u d i e s  on  t h e  p a r a p r o t e i n  a n d

p e r i p h e r a l  b l o o d  l y m p h o c y t e  c y t o p l a s m i c  i m m u n o g l o b u l i n  

i s o  t y p e s  i n  CLL.

A s e r i e s  o f  56 CLL p a t i e n t s  w a s  s c r e e n e d  f o r  t h e  

p r e s e n c e  o f  p a r a p r o t e i n s  i n  t h e i r  s e r u m.  T h e s e  p a t i e n t s  

came  f r o m t h e  D e p a r t m e n t s  o f  M e d i c i n e  and H a e m a t o l o g y ,  

We s t e r n  I n f i r m a r y ,  Gl asgow or the De pa r t me nt  o f  C l i n i c a l  

and L a b o r a t o r y  H a e m a t o l o g y ,  W e s t e r n  G e n e r a l  H o s p i t a l ,  

E din burgh.

A l l  p a t i e n t s  ha d  C h r o n i c  L y m p h o c y t i c  L e u k a e m i a  

w h i c h  w a s  d i a g n o s e d  on t h e  b a s i s  o f  p e r i p h e r a l  b l o o d  

l y m p h o c y t o s i s  o f  g r e a t e r  t h a n  10 X 10 l y m p h o c y t e s  per  

l i t r e  and b o n e  marrow e x a m i n a t i o n .  A l l  w e r e  a l l o t e d  a 

s t a g e  a c c o r d i n g  t o  t h e  s t a g i n g  s y s t e m of  Rai e t  a l  ( 1975) .  

Al l  s e r a  w e r e  t e s t e d  by IIEF as  d e s c r i b e d  i n  M a t e r i a l s  and  

Me t h o d s  and  c y t o p l a s m i c  i m m u n o g l o b u l i n  i s o  t y p e s  w e r e  

d e t e r m i n e d  e i t h e r  by t h e  a u t h o r  or by Dr.  A, E. . Dewar ,  

De par t me nt  o f  P a t h o l o g y ,  U n i v e r s i t y  o f  Edi nburgh.

T a b l e  10 s h o w s  t h e  i s o t y p e s  o f  t h e  p a r a p r o t e i n s  

d e t e c t e d .  Of t h e  56 p a t i e n t s  s t u d i e d ,  34 had e v i d e n c e  o f  

s e r u m  p a r a p r o t e i  n a e m i a  ( 6 1  %). The  t o t a l  n u m b e r  o f  

p a r a p r o t e i n s  d e t e c t e d  w a s  4 4 ,  so i t  i s  c l  e a r  t h a t a  number  

o f  p a t i e n t s  h a d  m o r e  t h a n  o n e  p a r a p r o t e i n .  T h e  

p a r a p r o t e i n s  w e r e  m o s t l y  o f  IgM c l a s s ,  w i t h  21 IgM, 1 IgD 

and 3 IgG o c c u r i n g  i n  p a t i e n t s  a s  s i n g l e  e n t i t i e s .  N i n e  

p a t i e n t s  had more  than one p a r a p r o t e i n  i e ,  4 w i t h  IgM and 

IgG p a r a p r o t e i n s ;  3 w i t h  IgM p l u s  f r e e  l i g h t  c h a i n s ;  1 

w i t h  IgM p l u s  IgD and one w i t h  IgM, IgD, IgG p l u s  f r e e  l i g h t
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M l
ND
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1
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M
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ND
ND

-  = not detected  
ND = NOT DONE

PBL = peripheral blood lymphocytes 
C yto.Ig . = cytoplasm ic immunoglobulin

Table IQ Cytoplasmic immunoglobulin and Paraprotein iso ty p es in  56 CU.patients
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c h a i n .  When s c r e e n e d  f o r  p a r a p r o t e i  naemi a by lEP,  a t o t a l  

o f  4 p a t i e n t s  had p a r a p r o t e i n s  d e t e c t a b l e  by t h i s  method  

( n u m b e r s  1 6 , 2 3 , 4 0 , 5 1 ) .  Thus ,  I I E F  h a s  r e v e a l e d  a much  

h i g h e r  i n c i d e n c e  o f  p a r a p r o t e i n a e m i a  i n  CLL t h a n  w a s  

p r e v i o u s l y  d e t e c t a b l e  u s i n g  c o n v e n t i o n a l  t e c h n i q u e s .

T a b l e  10 a l s o  s hows  t he  r e s u l t s  o f  imm u n o f l u o r e s c e n t  

s t a i n i n g  o f  t h e  c y t o p l a s m i c  i m m u n o g l o b u l i n  i n  t h e  

p e r i p h e r a l  b l o o d  l y m p h o c y t e s  o f  the p a t i e n t s .  As w i t h  t he  

p a r a p r o t e i n s ,  t he  p r e d o mi n a n t  c e l l u l a r  i s o t y p e  e x p r e s s e d  

w a s  IgM w i t h  32 p a t i e n t s  h a v i n g  IgM s t a i n i n g  a l o n g  w i t h  

e i t h e r  kappa or l a mb d a  l i g h t  c h a i n .  C y t o p l a s m i c  IgM and  

IgG o c c u r r e d  3 t i m e s ;  IgM and I gD o c c u r r e d  3 t i m e s ;  IgM 

w i t h  bot h kappa and l ambda l i g h t  c h a i n s  o c c u r r e d  o n c e ;  IgG 

o c c u r r e d  a l o n e  on 4 o c c a s i o n s ;  IgA o c c u r r e d  a l o n e  o n c e ;  

IgM w i t h o u t  l i g h t  c h a i n s  o c c u r r e d  t w i c e  and f r e e  l i g h t  

c h a i n s  o c c u r r e d  s i n g l y  on one  o c c a s i o n .  C y t o p l a s m i c  

i m m u n o g l o b u l i n  d e t a i l s  w e r e  u n a v a i l a b l e  f o r  9 p a t i e n t s .

I t  i s  c l e a r  f r o m T a b l e  10 t h a t  t h e r e  i s  a l i n k  b e t w e e n  

t h e  i s o t y p e s  o f  t h e  p a r a p r o t e i n s  a n d  t h o s e  o f  t h e  

c y t o p l a s m i c  i m m u n o g l o b u l i n s .  Of t h e  30 p a t i e n t s  w i t h  

d e t e c t a b l e  p a r a p r  o t e i  n a e m i a  and f o r  w h i c h  c y t o p l a s m i c  

i m m u n o g l o b u l i n  d e t a i l s  w e r e  a v a i l a b l e ,  a l l  30 h a d  

c y t o p l a s m i c  i m m u n o g l o b u l i n  o f  s i m i l a r  l i g h t  c h a i n  i s o t y p e  

and i n  16 c a s e s  i n  wh i c h  p a r a p r o t e i n s  o c c u r r e d  s i n g l y ,  the  

h e a v y  c h a i n  i s o  t y p e s  a l s o  m a t c h e d .  In 4 c a s e s  ( n u m b e r s  

1 9 , 3 5 , 3 6 , 5 4 )  i n  w h i c h  t wo  or  more  p a r a p r o t e i n s  w e r e  

d e t e c t a b l e ,  t h e  p r e s e n c e  o f  IgD or  IgG p a r a p r o t e i n s  w i t h  

t h e  s a me  l i g h t  c h a i n  i s o t y p e  a s  t he  c y t o p l a s m i c  IgM and
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IgM p a r a p r o t e i n  may i n d i c a t e  a c a p a c i t y  f o r  i s o  t y p e  

s w i t c h i n g ,  and t h e r e f o r e  p o s s i b l e  c l o n a l  m a t u r a t i o n .  In 2 

c a s e s  ( n u m b e r s  33 and 3 7 ) ,  d o u b l e  p a r a p r o t e i n s  w e r e  a l s o  

d e t e c t e d ,  but  on t h e s e  o c c a s i o n s  the IgG p a r a p r o t e i n  l i g h t  

c h a i n  i s o  t y p e  d i d  n o t  m a t c h  w i t h  t h e  l i g h t  c h a i n  i s o t y p e  

o f  t h e  c y t o p l a s m i c  i m m u n o g l o b u l i n .  T h i s  may i n d i c a t e  

e i t h e r  t he  p r e s e n c e  o f  an u n r e l a t e d  p a r a p r o t e i n  o r ’ i s o t y p e  

s w i t c h i n g .  I n  t wo c a s e s  ( n u m b e r s  17 and 3 8 ) ,  c y t o p l a s m i c  

s t a i n i n g  r e v e a l e d  t h e  p r e s e n c e  o f  2 h e a v y  c h a i n  i s o  t y p e s  

w h e r e a s  IIEF showed p a r a p r o t e i n s  o f  onl y  one heavy c h a i n  

i s o t y p e .  In  3 c a s e s  ( n u m b e r s  2 7 , 4 5 , 5 3 ) ,  I I EF s h o w e d  t h e  

p r e s e n c e  o f  f r e e  l i g h t  c h a i n s  o f  s i m i l a r  l i g h t  c h a i n  

i s o  t ype  t o  t h a t  o f  both t he  c y t o p l a s m i c  i m m u n o g l o b u l i n  and 

t he  p a r a p r o t e i n .  On 3 o c c a s i o n s  ( n u m b e r s  1 8 , 2 5 , 4 8 ) ,  t h e  

heavy c h a i n  i s o t y p e s  o f  t he  p a r a p r o t e i n s  and t h o s e  o f  t he  

cy t o p l a s m i  c i m m u n o g l o b u l i n s  d i d  n o t  m a t c h ,  a g a i n  

i n d i c a t i n g  u n r e l a t e d  p a r a p r o t e i n s  or  a c a p a c i t y  f o r  

i s o  t ype  s w i t c h i n g .

The p a t i e n t s  i n  T a b l e  10 a r e  a r r a n g e d  a c c o r d i n g  t o  

t h e i r  a l l o t t e d  Rai  s t a g e  and the  a s s o c i a t i o n  b e t w e e n  the  

p r e s e n c e  o f  serum p a r a p r o t e i  naemi a  as  a s s e s s e d  by IIEF and 

Rai s t a g e  wa s  t e s t e d  u s i n g  the Chi s quar e d  t e s t .  For t h i s  

, t h e  p a t i e n t s  i n  s t a g e s  0 and 1 w e r e  p o o l e d  a s  w e r e  

s t a g e s  3 a n d  4 .  A s i g n i f i c a n t  a s s o c i a t i o n  b e t w e e n  

i n c r e a s i n g  s e v e r i t y  o f  t h e  d i s e a s e  a s  d e s c r i b e d  by Rai  

s t a g e  and the p r e s e n c e  of  a p a r a p r o t e i n  wa s  o b s e r v e d  ( p= 

0 . 0 3 8 ) .

Ta bl e  10 a l s o  s hows  t h e  p e r i p h e r a l  b l o o d  l y m p h o c y t o s i s  

i n  t h e  56 p a t i e n t s  a t  t h e  t i m e  o f  t e s t i n g  by I IEF.  T h e r e
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i s  no c o r r e l a t i o n  b e t we e n  t h e  d e g r e e  o f  l y m p h o c y t o s i s  and 

t h e  p r e s e n c e  o f  p a r a p r o t e i  n a e m i  a w i t h  a v e r y  w i d e  

v a r i a t i o n  i n  p e r i p h e r a l  b l o o d  l y m p h o c y t e  count  i n  p a t i e n t s  

w i t h  and w i t h o u t  serum p a r a p r o t e i  naemi a.

The p e r i p h e r a l  b l o o d  l y m p h o c y t o s i s  f i g u r e s  w e r e  k i n d l y  

s u p p l i e d  by e i t h e r  Dr.  G . S t o c k d i l l ,  W e s t e r n  G e n e r a l  

H o s p i t a l ,  E d i n b u r g h  o r  D r . J . H . D a g g ,  D e p a r t m e n t  o f  

Me d i c i n e ,  We s t e r n  I n f i r m a r y ,  Gl as gow.

I l l  e ( i i i )  I n v e s t i g a t i o n  i n t o  t h e  m o l e c u l a r  w e i g h t  

of  IgM p a r a p r o t e i n s  i n  CLL

As d e s c r i b e d  i n  M a t e r i a l s  and Met hods ,  s u c r o s e  d e n s i t y  

g r a d i e n t  u l t r a c e n t r i f u g a t i o n  was  c a r r i e d  o u t  on a number  

o f  CLL s e r a  to d e t e r m i n e  t h e  m o l e c u l a r  w e i g h t  of  t he  serum 

IgM p a r a p r o t e i n s .  T h i s  was  done t o  e x c l u d e  the p o s s i b i l i t y  

t h a t  t h e  p a r a p r o t e i n s ,  d e t e c t a b l e  by I IEF a r o s e  s i mp l y  as  

a r e s u l t  o f  s u r f a c e  i m m u n o g l o b u l i n  t u r n o v e r  f r o m t he  

n e o p l a s t i c  l y m p h o c y t e s .  Membrane IgM h a s  a s e d i m e n t a t i o n  

c o e f f i c i e n t  o f  8S,  w h e r e a s  s e c r e t e d  p e n t a m e r i c  IgM i s  19S.  

Wi t h  t h i s  d i f f e r e n c e  i n  s i z e ,  i t  s h o u l d  be p o s s i b l e  t o  

i s o l a t e  the  IgM by a number o f  me t h o d s  eg.  sodium d o d e c y l  

s u l p h a t e  p o l y a c r y l a m i d e  e l e c t r o p h o r e s i s ,  but  a s  s u c r o s e  

d e n s i t y  g r a d i e n t  u l t r a c e n t r i f u g a t i o n  u s e s  l a r g e r  amount s  

o f  s e r u m,  i t  w a s  t h o u g h t  p o s s i b l e  t h a t  t h i s  m e t h o d  may 

a f f o r d  r e a s o n a b l e  q u a n t i t i e s  o f  p u r i f i e d  m o n o c l o n a l  IgM 

f o r  use i n  o t h e r  ways  eg.  r a i s i n g  a n t i - i d i c t y p e  a n t i s e r a .

A f t e r  c e n t r i f u g a t i o n  o f  a l l  s e r e  t e s t e d ,  f r a c t i o n s
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a S e r a  w e r e  u l t r a c e n t r  i f  u g e d  and f r a c t i o n s  
a n a l y s e d  f o r  p r o t e i n  c o n t e n t .  L o w e r  part 
s h o w s  a graph o f  o ptical d e n s i t y  v e r s u s  
f r a c t i o n  n u m b e r  for o n e  serum.. 1 9 S ., 8S and
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g r a d i e n t s -  T h e  s a m p l e s  n u m b e r s  r e f e r  t o  
t  h o  s  B i n T a  b 3. e  1 0
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were  r emoved and p r o t e i n  c o n t e n t  e s t i m a t e d  o p t i c a l  d e n s i t y  

a n a l y s i s .  F i g u r e  41 s h o w s  a g r a p h  o f  o p t i c a l  d e n s i t y  

v e r s u s  f r a c t i o n  number f o r  a normal  serum and a serum from 

a CLL p a t i e n t .  F r a c t i o n s  1 - 2 4  o f  a l l  t h e  CLL s e r a  w e r e  

t e s t e d  by I I E F  t o  d i s c o v e r  t h e  p o s i t i o n  o f  t h e  IgM 

p a r a p r o t e i n s .  O v e r l a y  w i t h  a n t i - I g M  s h o w e d  t h a t  t h e  IgM 

p a r a p r o t e i n s  mo v e d  t o  t h e  same  r e g i o n  o f  t h e  g r a d i e n t  a s  

t h e  19 S m a r k e r .  F i g u r e  42 a i l l u s t r a t e s  t h i s  f o r  a n o t h e r  

CLL s e r u m.  The uppe r  p a r t  o f  t h i s  f i g u r e  s h o w s  t h e  a n t i -  

IgM o v e r l a y  o f  t he  f r a c t i o n s  i l l u s t r a t e d  i n  t he  l o w e r  p a r t  

o f  t h e  f i g u r e ,  w h i c h  s h o w s  a g r a p h  o f  o p t i c a l  d e n s i t y  

v e r s u s  f r a c t i o n  n u mbe r .  As  w e l l  a s  t he  pe a k  a t  f r a c t i o n s  

1 - 4 ,  a s e c o nd  peak a t  f r a c t i o n  11 was n o t e d  i n  t h i s  serum;  

a pe ak  n o t  p r e s e n t  i n  any o t h e r  CLL s e r u m.  B o t h  t h e s e  

peaks  w e r e  shown by a n t i - I g M o v e r l a y  to be mo n o c l o n a l  IgM,  

i  e. b o t h  19 S and 8S m o n o c l o n a l  IgM w e r e  p r e s e n t  i n  t h e  

serum.  The r e m a i n i n g  f r a c t i o n s  w e r e  t e s t e d  by lEF and w e r e  

s h o wn  to c o n t a i n  t h e  o t h e r  s e r um p r o t e i n s .  IgM w a s  n o t  

d e t e c t e d  i n  any o f  t h e s e  r e m a i n i n g  f r a c t i o n s .

A t o t a l  o f  8 CLL s e r a  w e r e  t e s t e d  i n  t h i s  way .  A l l  8 

had IgM p a r a p r o t e i n a e m i a  d e t e c t a b l e  by I I EF  and a l l  

c o n t a i n e d  1 9 S m o n o c l o n a l  IgM. The 19S pe aks  f o u n d  i n  t h e s e  

s e r a  a r e  i l l u s t r a t e d ,  a f t e r  a n t i - I g M  o v e r l a y  i n  F i g u r e  

42b.  Each peak showed mo n o c l o n a l  IgM bands .  Only one serum 

was  f o u n d  t o  c o n t a i n  8S IgM by t h i s  m e t h o d  and no s er um  

c o n t a i n e d  8S IgM a l o n e  by t h i s  method.

I t  can  be c o n c l u d e d  f r o m t h e s e  e x p e r i m e n t s  t h a t  t h e  

IgM p a r a p r o t e i n s  r e p r e s e n t  i m m u n o g l o b u l i n  w h i c h  i s



141

s e c r e t e d  f r o m c e l l s  and do n o t  a r i s e  a s  a r e s u l t  o f  

s u r f a c e  membrane t u r n o v e r .

I l l  e ( i v )  D e m o n s t r a t i o n  o f  a n t i - i d i c t y p e  a n t i b o d y  

r e a c t i v i t y  and s p e c i f i c i t y

The r e a c t i v i t y  o f  an a n t i - i d i o t y p e  a n t i  s er um r a i s e d  

a g a i n s t  the IgM l ambda p a r a p r o t e i n  i n  the serum o f  p a t i e n t  

36 ( T a b l e  10)  was  t e s t e d  i n  a number o f  ways  ;

Doubl e  i mmu n o d i f f u s i o n  

The a n t i s e r u m  was  t e s t e d  a g a i n s t  7 CLL s e r a  (5 w i t h  IgM 

l ambda p a r a p r o t e i n s  and 2 w i t h  IgM kappa p a r a p r o t e i n s )  and 

a l s o  a g a i n s t  7 n o r m a l  human s e r a  a s  w e l l  a s  s e r um f r om  

p a t i e n t  36.  The a n t i s e r u m  w a s  f o u n d  to be r e a c t i v e  o n l y  

a g a i n s t  s e r um f r om p a t i e n t  3 6 .  T h i s  i s  i l l u s t r a t e d  i n  

F i g u r e  43a and 43b whi c h  show doubl e  d i f f u s i o n  e x p e r i m e n t s  

w i t h  t h e  c e n t r a l  w e l l  i n  b o t h  c a s e s  f i l l e d  w i t h  a n t i 

i d i o t y p e  a n t i s e r u m  and the o u t e r  w e l l s  f i l l e d  w i t h  e i t h e r  

CLL serum from t he  c o n t r o l  group or normal  human serum i n  

a d d i t i o n  to serum from p a t i e n t  3 6 ( We l l  1 in bot h c a s e s ) .

I mmu n o f l u o r e s c e n c e  s t u d i e s  

The a n t i - i d i o t y p e  a n t i b o d y  r e a c t i v i t y  w a s  c o n f i r m e d  

a f t e r  t h e  d e m o n s t r a t i o n  t h a t  i t  s h o w e d  s u r f a c e  

i mm u n o g l o b u l i n  s t a i n i n g  o f  g r e a t e r  than 95% o f  a u t o l o g o u s  

CLL p e r i p h e r a l  b l o o d  l y m p h o c y t e s  a s  a s s e s s e d  by 

i m m u n o f l u o r e s c e n c e .  F i g u r e  44a s hows  a u t o l o g o u s  p e r i p h e r a l  

b l o o d  l y m p h o c y t e s  t r e a t e d  w i t h  a n t i - i d i o t y p e  a n t i  s erum  

f o l l o w e d  by FITC l a b e l l e d  s h e e p  a n t i - r a b b i t  IgG and v i e w e d  

u n de r  p h a s e  c o n t r a s t  c o n d i t i o n s  a t  X120 m a g n i f i c a t i o n .



F' i  g 1.11'- e 4 3 D e m o n s t r a t. i  o n o f a n t i - i d i o t y p e a n t i b o cl y
s p e c i f i c i t y  and r e a c t i v i t y  by O u c h t e r 1 ony 
d o u b l e  d i f f i.i. s i o n

The ce n t r a 1 w e 1 1 s i n a a ri d b gel s c o i"i t  a i n 
a n t i - i d i o t y p e  a n t i s e r u m ,  w h i 1 st well 1 in 
both g e l s  c o n t a :i. n a i..i t o log o n s e r u m ( F' at i e n t 
36 i n  T a b l e  10)

a Wel 1 s  2  -  8 :  7  8: !.... L... s  e r a  w i  t  h I g M pa r  a p r o t  e  :i. n
( 5 w i t h  IgM lam b d a)

B W e  ]. 1 s  2 -■ 8 ;; 7 N o r ni a 1 FI l.i m a n S e r a



F i g u r e  4 4 D e  m o ii s  t  f" a t  i  o n c> f a n t  i -  i t j i  a  t  y | j  e  a n t  :i. s  e  i'~ u m
r e a c t i v i t y  a g a i n s t  a u t o l o g o u s  PBL a s  ju d g e d  
b y S rn I g i m m u. n o f 1 u o r e s c e n c: e

a A u t o ]. C) g o u s  PB !... i..i n d e r  p h a s e  c:: n tr ast ( X 12 0 )
1 j A 1.11 o l o g o  u. 5 P BI... t r e a t e d  w i t  In a n t. J. ••••• i cl i o t y p e 

a n t i s e r  u m t ol 1 owe cl by F 11" C c; o n j u g a t e  cl s h e e p 
a n t i - r a b b i t  I g B , viwed un ( :;l er Li V 1 i g h 11 

475nm ; X I 20)
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F i g u r e  44b s hows  t h e  same c e l l s  v i e w e d  under u l t r a - v i o l e t  

i l l u m i n a t i o n  475 nm) ,  Membrane  i m m u n o f l u o r e s c e n c e  i s  

v i s i b l e  on t h e  c e l l s .  The  a n t i - i d i o t y p e  a n t i  s e r u m  

s p e c i f i c i t y  was  c o n f i r m e d  when i t  was  a p p l i e d  i n  t h i s  way 

t o  p e r i p h e r a l  b l o o d  l y m p h o c y t e s  from 6 o t h e r  CLL p a t i e n t s  

( 4 w i t h  s u r f a c e  IgM l a m b d a , 2 w i t h  s u r f a c e  IgM kappa)  and 

from 6 normal  human c o n t r o l s  and f a i l e d  t o  show membrane  

i m m u n o f l u o r e s c e n c e  i n  any one  o f  t h e s e .  In  a d d i t i o n ,  

normal  r a b b i t  serum was  s u b s t i t u t e d  f o r  t he  a n t i - i d i o t y p e  

a n t i b o d y  a s  a f u r t h e r  c o n t r o l ,  w i t h  n e g a t i v e  r e s u l t s .

Immunoi s o e l  e c t r  i  c F o c u s i n g  S t u d i e s

To d e t e r m i n e  d i r e c t l y  w h e t h e r  t h e  IgM a n d  I g D  

p a r a p r o t e i n s  f rom p a t i e n t  36 w e r e  p r o d u c t s  o f  t h e  s ame  

c l o n e ,  the a n t i - i d i o t y p e  a n t i  serum was  used a s  an o v e r l a y  

i n  an I I E F  a s s a y .

F i g u r e  45 s hows  w h o l e  serum from p a t i e n t  36 f o c u s e d  

a l o n g s i d e  s erum d e p l e t e d  o f  IgM or I gD a s  d e s c r i b e d  

e a r l i e r .  The w h o l e  serum showed t wo  d i s t i n c t  s e t s  o f  bands  

c h a r a c t e r i s t i c  o f  m o n o c l o n a l  IgM and m o n o c l o n a l  IgD  

( t r a c k s  1 and 5 r e s p e c t i v e l y )  when o v e r l a i d  w i t h  s p e c i f i c  

a n t i s e r u m .  The a n t i - i d i o t y p e  a n t i  s er um o v e r l a y  s h o w e d  

i d e n t i c a l  bands  t o  a c o m p o s i t e  o f  t h o s e  s e e n  i n  t r a c k s  1 

and 5,  i n d i c a t i n g  t h a t  t h e  a n t i - i d i o t y p e  a n t i  s e r u m i s  

r e a c t i n g  w i t h  b o t h  p a r a p r o t e i n s  ( t r a c k  3 ) .  To c o n f i r m  

t h i s ,  o v e r l a y  of  the IgM d e p l e t e d  serum w i t h  a n t i - i d i o t y p e  

a n t i  s e r um s h o w e d  a s e t  o f  ba n ds  i d e n t i c a l  t o  t h e  IgD 

s p e c t r o t y p e  ( t r a c k  5) ,  w h e r e a s  o v e r l a y  of  the IgD d e p l e t e d  

serum w i t h  a n t i - i d i o t y p e  a n t i  serum s howed a s p e c t r o t y p e



1 2

pH r a n g e  4 —6

F' i g u Y~ e 4 5 D e  m o n s i: r a t ;i. o n b y I Ï E F' o f i. d i o t. y p i c i d e ri t: :i. t y 
b e t w e Ef n t w o p a i - a p r o t e i n s; ( ]'. g M ]. a m !:) d a a n ci g D
lambda) found in one CLL p a t i e n t

S e r u m  was f o c u s e d  and t r e a t e d  as i n d i c a t e d  
b e l o w  ( o v e r l a y  anti s e r a  in p a r e n t h e s i s )

J r ac: Ir 1 Wli o 1. e s e r' um (ant :i. - IgM)
Tr a (::: !< 2 IgD d ep 1 et ed ser um ( an t i i c:! :i. o t y p e )
T r a c !■:; 3 Wlio]. e s e r”ufn (ant i. • -i di. o t y p e  )
T r a c k  4 Iq!"'! d e p l e t e d  s e v um (ant.i i di otype)
T rac k 5 W h o ]. e ser uf• i ( ant i  I g D )
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i d e n t i c a l  to  the IgM s p e c t r o t y p e  s e e n  i n  t r ac k  1.

I t  can be c o n c l u d e d  f r om t h e s e  e x p e r i m e n t s  t h a t  t h e  

IgM and I gD p a r a p r o t e i n s  i n  t he  s erum o f  p a t i e n t  36 s h a r e  a 

common i d i  o t ype  and o r i g i n a t e  from t he  same c l o n e .



CHAPTER IV 

DISCUSSION
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IV ( i ) I s o e l e c t r i c  f o c u s i n g

The q u e s t i o n  o f  t he  need f o r  an a l t e r n a t i v e  t o  r o u t i n e  

t e c h n i q u e s  such as  z o n a l  and I m m u n o e l e c t r o p h o r e s i s  f o r  the  

d e t e c t i o n  o f  serum and u r i n a r y  p a r a p r o t e i n s  a r o s e  from t he  

r e a l i s a t i o n  t h a t  t h e  l a b o r a t o r y  w a s  f o r c e d  t o  s e n d  o u t  

r e p o r t s  t o  c l i n i c i a n s  w h i c h  w e r e  i n a d e q u a t e .  T h e i r  

i n a d e q u a c y  s t e m m e d  f r o m  t wo  s o u r c e s .  F i r s t ,  i f  t h e  

p r e s e n c e  o f  a p a r a p r o t e i n  w a s  s u s p e c t e d  on c l i n i c a l  

g r o u n d s ,  z o n a l  e l e c t r o p h o r e s i s  w a s  n o t  a l w a y s  a b l e  t o  

d e t e c t  i t .  S e c o n d l y ,  on o c c a s i o n ,  z o n a l  e l e c t r o p h o r e s i s  

w a s  a b l e  to d e t e c t  a p a r a p r o t e i n  w h i c h  wa s  i n  i n s u f f i c i e n t  

c o n c e n t r a t i o n  t o  c a u s e  t h e  n e c e s s a r y  d e v i a t i o n s  i n  t h e  

imm u n o e l e c t r o p h o r e t i c  a r c s  w h i c h  a r e  e s s e n t i a l  f o r  t h e  

c o r r e c t  i d e n t i f i c a t i o n  o f  p a r a p r o t e i n s .

C o n s e q u e n t l y ,  an  a l t e r n a t i v e  t o  t h e s e  r o u t i n e  

t e c h n i q u e s  w a s  s o u g h t .  A r e p o r t  by K e s h g e g i a n  & P f e i f f e r  

( I 9 8 I) compared the s e n s i t i v i t y  o f  imm u n o e l e c  t r o p h o r e s i  s 

and one a l t e r n a t i v e  i e .  z o n a l  e l e c t r o p h o r e s i s  f o l l o w e d  by 

imm unof  i x a t i  on,  a t e c h n i q u e  wh i c h  has  g a i n e d  i n  u s a g e  i n  

r e c e n t  y e a r s .  T h e i r  s t u d y  r e p o r t e d  t h a t  a l t h o u g h  mo r e  

s e n s i t i v e  t h a n  imm u n o e l e c t r o p h o r e s i  s , z o n a l  

e l e c t r o p h o r e s i s  f o l l o w e d  by imm un o f  i  xa t i  on f a i l e d  i n  a 

s u b s t a n t i a l  n u m b e r  o f  c a s e s ,  p a r t i c u l a r l y  w h e n  t h e  

p a r a p r o t e i n  was  l e s s  t han 10 mg/ ml .  Thus , a l t h o u g h  t he  use  

o f  t h e s e  t w o  t e c h n i q u e s  w o u l d  e n a b l e  many o f  t h e  

p a r a p r o t e i n s  e n c o u n t e r e d  i n  a r o u t i n e  s i t u a t i o n  t o  be 

d e t e c t e d  and c o r r e c t l y  i d e n t i f i e d ,  they w o u l d  s t i l l  l e a v e  

a n u m b e r  o f  c a s e s  u n i d e n t i f i e d .  The  t w o  f a c e t s  o f
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d e t e c t i o n  and c o r r e c t  i d e n t i f i c a t i o n  o f  p a r a p r o t e i n s  a r e  

o f  e q u a l  i m p o r t a n c e  a s  a t e c h n i q u e  w h i c h  can d e t e c t  

p a r a p r o t e i n s  but  w h i c h  c a n n o t  i d e n t i f y  them on e v e r y  

o c c a s i o n  i s  o f  l i m i t e d  v a l u e  as  c o r r e c t  i d e n t i f i c a t i o n  o f  

p a r a p r o t e i n  i s o  t y p e  may h a v e  a m a j o r  i m p a c t  on p a t i e n t  

management .

I s o e l e c t r i c  f o c u s i n g  h a s  b e e n  s h o wn  t o  be a v e r y  

s e n s i t i v e  t e c h n i q u e  i n  d e m o n s t r a t i n g  t h e  

m i c r o h e t e r o g e n e i t y  and h o mo g e n e i t y  o f  p r o t e i n s  ( R i g h e t t i  & 

D r y s d a l e  1 9 7 4 ; R o s e n  e t  a l  1 9 7 9 ) .  Awdeh e t  a l  ( 1 96 8) f i r s t  

a d a p t e d  t h e  t e c h n i q u e  f o r  use i n  f l a t  bed g e l s .  U n t i l  t hen  

i t  had b e e n  p e r f o r m e d  i n  l i q u i d  m e d i a  s u c h  a s  s u c r o s e  

d e n s i t y  g r a d i e n t s .  P o l y a c r y l a m i d e  w a s  t h e  g e l  medi um o f  

c h o i c e  p r i n c i p a l l y  b e c a u s e  i t  s u f f e r e d  n o  

e l e c t r  o e n d o s mo s i  s,  and w i t h  r e g a r d  t o  i m m u n o g l o b u l i n  work,  

a l l  c l a s s e s ,  w i t h  the e x c e p t i o n  o f  IgM , c o u l d  be f o c u s e d  

s a t i s f a c t o r i l y  u s i n g  p o l y a c r y l a m i d e .  IgM p r e s e n t e d  

p r o b l e m s  b e c a u s e  o f  i t s  l a r g e  s i z e  and i t s  t e n d e n c y  to  

p r e c i p i t a t e  i n  t h e  g e l  b e f o r e  i t  c o u l d  f o c u s .  The m a i n  

d r a w b a c k  w i t h  t h e  us e  o f  p o l y a c r y l a m i d e  g e l  i s o e l e c t r i c  

f o c u s i n g  i s  t h a t  a l t h o u g h  d e t e c t i o n  o f  p a r a p r o t e i n s  i s  

p o s s i b l e ,  i m m u n o l o g i c a l  i d e n t i f i c a t i o n  i s  much mor e  

d i f f i c u l t  u s i n g  a n t i b o d y  o v e r l a y  t e c h n i q u e s .  A n o t h e r  

s h o r t c o m i n g  i s  t h a t  p o l y a c r y l a m i d e  i s  a n e u r c t o x i n .  An 

a l t e r n a t i v e  t o  p o l y a c r y l a m i d e  a s  a s u p p o r t  medi um f o r  

i s o e l e c t r i c  f o c u s i n g  i s  a g a r o s e .  A g a r o s e  h a s  a number  o f  

a d v a n t a g e s  o v e r  p o l y a c r y l a m i d e  f o r  t h i s  p u r p o s e .  I t  i s  

n o n - t o x i c ,  s t a i n i n g  and d e s t a i n i n g  t i m e s  a r e  much s h o r t e r  

and i t  s u f f e r s  l e s s  from t he  e f f e c t s  o f  m o l e c u l a r  s e i v i n g .
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However,  as  m e n t i o n e d  p r e v i o u s l y  a g a r o s e  s u f f e r e d  s e v e r e  

s h o r t - c o m i n g s  a s  a s u p p o r t  me di um w i t h  t h e  e f f e c t s  o f  

e l  e c t r  oe ndosm o s i  s b e i n g  an i n s u r m o u n t a b l e  probl em f or  many 

y e a r s .  E v e n t u a l l y ,  t h e s e  p r o b l e ms  we r e  ove r c o me  a f t e r  t he  

i n t r o d u c t i o n  o f  a g a r o s e  t h a t  w a s  f r e e  o f  t h e  e f f e c t s  o f  

e l e c  t r o e n d o s mo s i  s .

A f a c t o r  w h i c h  h a s  t e n d e d  t o  l i m i t  t h e  r o u t i n e  

a p p l i c a t i o n  o f  i s o e l e c t r i c  f o c u s i n g  t o  c l i n i c a l  s a m p l e s  

h a s  b e e n  e x p e n s e .  I f  i s o e l e c t r i c  f o c u s i n g  g e l s  a r e  

c o n s t r u c t e d  i n  t h e  ma n ne r  r e c o mme n d e d  by P h a r m a c i a ,  i e  

30ml  o f  a g a r o s e  t o  make one g e l ,  t h e n  t h e  c o s t  b e c o m e s  

p r o h i b i t i v e .  I f ,  h o w e v e r ,  g e l s  a r e  c o n s t r u c t e d  i n  t h e  

ma n n e r  d e s c r i b e d  h e r e  u s i n g  1 5 m l / g e l ,  t h e n  t h e  c o s t  

b e c o m e s  c o m p a r a b l e  w i t h  t h e  c o s t  i n v o l v e d  i n  

i  mm unoe l  e c t r  ophor e s i  s when c o m m e r c i a l l y  p r e p a r e d  a g a r o s e  

p l a t e s  a r e  u s e d .  A l t h o u g h  e x p e n s i v e ,  c u s t o m  b u i l t  

i s o e l e c t r i c  f o c u s i n g  t anks  and power packs  a r e  i d e a l ,  t he  

w h o l e  p r o c e d u r e  can be c a r r i e d  o ut  s a t i s f a c t o r i l y  a t  l ow  

v o l t a g e  ( 200V c o n s t a n t  v o l t a g e  f o r  18 h o u r s ) ,  w i t h  any 

e l e c t r o p h o r e s i s  t a n k  f i t t e d  w i t h  a c o o l i n g  p l a t e  and  

s a f e t y  c u t - o u t .  Thus ,  mo s t  l a b o r a t o r i e s  e q u i p p e d  f o r  

r o u t i n e  z o n a l  e l e c t r o p h o r e s i s  can c a r r y  o u t  a l l  t h e  

p r o c e d u r e s  i n v o l v e d .

I t  i s  e v i d e n t  from t he  r e s u l t s  p r e s e n t e d  h e r e  t h a t  t he  

c o n d i t i o n s  i d e a l  f o r  c o s t  e f f e c t i v e  and s a t i s f a c t o r y  

f o c u s i n g  o f  a l l  c l a s s e s  o f  i m m u n o g l o b u l i n  m o l e c u l e s  a r e  

s omewhat  a t  v a r i a n c e  w i t h  p r e v i o u s  r e p o r t s .  The c o n d i t i o n s  

r e c o m m e n d e d  by P h a r m a c i a ,  R o s e n  e t  a l  ( 1 97 9) and  

W i l l i a m s o n  ( 1978)  w e r e  a l l  f o u nd  to be u n s u i t a b l e .  In the
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c a s e  o f  t h e  c o n d i t i o n s  r e c o m m e n d e d  by P h a r m a c i a ,  

i n s u f f i c i e n t  v o l t h o u r s  w e r e  f o u n d  to be d e l i v e r e d  f o r  

s a t i s f a c t o r y  f o c u s i n g ,  R o s e n ' s  c o n d i t i o n s  ( R o s e n  e t  

a l ,  1 979)  i n  t h e i r  r e c o mme n d a t i o n  f o r  c a t h o d a l  a p p l i c a t i o n  

o f  s a m p l e s  w e r e  a l s o  f ound t o  be u n s u i t a b l e .  E x c e s s  d r y i n g  

o f  t h e  g e l s  w a s  t h e  m a j o r  d r a w b a c k  i n  t h e  u s e  o f  t h e  

f o c u s i n g  c o n d i t i o n s  a d v o c a t e d  by W i l l i a m s o n  ( 1 9 7 8 ) .

M o n o c l o n a l  19S IgM p r o v e d  to be t h e  m o s t  d i f f i c u l t  

p a r a p r o t e i n  t o  f o c u s .  Rosen e t  a l  ( 1979) us e d  p u r i f i e d  IgM 

p a r a p r o t e i n s  f r o m  p a t i e n t s  w i t h  W a l d e n s t r o m ' s  

M a c r o g l o b u l i n a e m i a  and a t t e m p t e d  t o  f o c u s  t hem i n  t h e i r  

n a t i v e  19S f orm. They f ound t h a t  the p a r a p r o t e i n s  f o c u s e d  

i n  a b r o a d  band r a t h e r  t h a n  a c l e a r  m i c r o c l o n a l  p a t t e r n  

a n d  c o n c l u d e d  f r o m  t h i s  t h a t  t h e  IgM m o l e c u l e  w a s  

r e s i s t a n t  t o  g l y c o l y s i s  a n d / o r  d e a m i d a t i o n .  The r e s u l t s  

r e p o r t e d  i n  t h i s  t h e s i s  s u g g e s t  t h a t  t h e i r  i n t e r p r e t a t i o n  

may n o t  be c o r r e c t .  M o n o c l o n a l  1 9S IgM s h o w e d  no s i g n  o f  

r e s t r i c t e d  h e t e r o g e n e i t y  u n d e r  a v a r i e t y  o f  f o c u s i n g  

c o n d i t i o n s  i n c l u d i n g  a t o t a l  number  o f  v o l t h o u r s  o f  

1 4 , 4 0 0  ; d i f f e r e n t  p l a c e s  o f  a p p l i c a t i o n  on t h e  g e l ;  

i n c o r p o r a t i o n  o f  u r e a  i n t o  t h e  g e l  i n  an a t t e m p t  t o  

i m p r o v e  s o l u b i l i t y .  The o n l y  c o n d i t i o n s  u n d e r  w h i c h  IgM 

showed a ban di n g  p a t t e r n  o f  r e s t r i c t e d  h e t e r o g e n e i t y  was  

a f t e r  p a r t i a l  r e d u c t i o n  t o  t h e  8 S  m o n o m e r  w i t h  2 -  

Merca p t o e t h a n o l .

S o ,  s a t i s f a c t o r y  i s o e l e c t r i c  f o c u s i n g  o f  

i m m u n o g l o b u l i n s  o f  a l l  c l a s s e s  i n  a g a r o s e  i s  p o s s i b l e  

u s i n g  t h e  met hod o u t l i n e d  e a r l i e r .
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Awdeh e t  a l  w e r e  t h e  f i r s t  g r o u p  t o  d e m o n s t r a t e  t h e  

r e s o l u t i o n  o f  m o n o c l o n a l  i m m u n o g l o b u l i n s  by i s o e l e c t r i c  

f o c u s i n g  (Awdeh e t  a l ,  1 968) .  By a p p l y i n g  mouse myel oma IgG 

t o  i s o e l e c t r i c  f o c u s i n g ,  they s howed t h a t  m o n o c l o n a l  IgG 

r e s o l v e d  i n t o  a s e r i e s  o f  bands  d e c r e a s i n g  i n  b o t h  s i z e  

a n d  i n t e n s i t y  o f  s t a i n i n g  t o w a r d s  t h e  a n o d e . .  T h i s  

c h a r a c t e r i s t i c  p a t t e r n ,  t h e  s p e c t r o t y p e ,  i s  due i n  p a r t ,  

t o  p o s t  s y n t h e t i c  c h a n g e s  i n  t h e  c a r b o h y d r a t e  c o n t e n t  o f  

t h e  i m m u n o g l o b u l i n  m o l e c u l e  and a l s o  t o  d e a m i d a t i o n  o f  

g l u t a m i n e  a n d  a s p a r a g i n e  ( W i l l i a m s o n  1 97 8 ) .  The  

c a r b o h y d r a t e  c h a n g e s  i n c l u d e  d i f f e r e n c e s  i n  s i a l i c  a c i d  

r e s i d u e s  ( A b e l  e t  a l  , 1 9 6 8 ) ,  w h i c h  c a u s e  s i n g l e  c h a r g e  

d i f f e r e n c e s  i n  t h e  m o l e c u l e s ,  thus  e f f e c t i n g  d i f f e r e n c e s  

i n  t he  p o s i t i o n  i n  an i s o e l e c t r i c  f o c u s i n g  g e l  a t  w h i c h  

t h e y  h a v e  no n e t  c h a r g e .  The  s p e c t r o t y p e s  o f  o t h e r  

i m m u n o g l o b u l i n s  a r e  much mo r e  v a r i a b l e  b o t h  i n  t e r m s  o f  

band number  and s t a i n i n g  i n t e n s i t y .  M o n o c l o n a l  IgA,  f o r  

e x a m p l e ,  can be  r e s o l v e d  i n t o  a s  many a s  15 d i s t i n c t  

b a n d s ;  w i t h  IgM r e s o l v i n g  o n l y  a f t e r  r e d u c t i o n  t o  i t s  

mo n o me r i c  s t a t e ,  i n t o  a n y t h i n g  f rom 4 t o  12 bands .  IgD,  a 

much r a r e r  p a r a p r o t e i n ,  r e s o l v e s  under t h i s  s y s t e m i n t o  a 

b a n d i n g  p a t t e r n ,  u s u a l l y  o f  v e r y  t i g h t l y  s p a c e d  b a n d s ,  

r a n g i n g  i n  number from 5 to 18.  Free  l i g h t  c h a i n  g e n e r a l l y  

r e s o l v e s  i n t o  a s m a l l e r  numbe r  o f  b a n d s  r a n g i n g  f r o m a 

s i n g l e  band t o  a r o u n d  6 b a n d s .  I t  i s  p o s s i b l e  t h a t  t h e  

h e t e r o g e n e i t y  p r o d u c e d  i n  t h e  c a s e s  o f  . I gA, IgM and I gD  

p a r a p r o t e i n s  f o r  e x a m p l e ,  i s  due  t o  c h a n g e s  i n  t h e  

c a r b o h y d r a t e  c o n t e n t s  i  e. t h e  c a r b o h y d r a t e  c o n t e n t s  o f  

I g G , I g A , I g M  a n d  I g D a r e  2 - 3 % ,  7 - 1 1 % ,  12%,  and 19%
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r e s p e c t i v e l y  ( A b e l  e t  a l ,  1 9 6 8 ) .  Wi t h  t h e  c a r b o h y d r a t e  

c o n t e n t s  o f  I gA,  IgM and IgD b e i n g  g r e a t e r  t h a n  t h a t  o f  

IgG,  t h i s  may g i v e  mo r e  p o s s i b l e  v a r i a b i l i t y .  I t  i s  a l s o  

p o s s i b l e  t h a t  the d e a m i d a t i o n  of  g l u t a m i n e  and a s p a r a g i n e  

c o n t r i b u t e s  t o  t h i s  h e t e r o g e n e i t y  ( W i l l i a m s o n  1 9 7 8 ) ,  

p a r t i c u l a r l y  i n  t he  c a s e  o f  f r e e  l i g h t  c h a i n  a s  t h e s e  

f r a g m e n t s  g e n e r a l l y  h a v e  no c a r b o h y d r a t e  c o n t e n t .

IV ( i i )  The use o f  i s o e l e c t r i c  f o c u s i n g  i n  pl asma c e l l  

d y s c r a s i a s  and mo n o c l o n a l  gammopathy o f  

unde t e r mi ne d  s i g n i f i c a n c e

A f t e r  t h e  s u c c e s s f u l  f o c u s i n g  o f  a l l  major  c l a s s e s  o f  

mo n o c l o n a l  i mmu n o g l o b u l i n  u s i n g  t h i s  s y s t e m,  i t  had to be  

s h o w n  t h a t  i t  c o u l d  be a p p l i e d  t o  e v e r y d a y  wor k  i n  t h e  

l a b o r a t o r y .  T h i s  wa s  d o n e  i n  s e v e r a l  w a y s .  C o m p a r i s o n s  

w e r e  made i n  t h e  r e l a t i v e  s e n s i  t i v i t y  o f  i s o e l e c t r i c  

f o c u s i n g  compared t o  o t h e r  t e c h n i q u e s  commonly i n  us e  i n  

h o s p i t a l  l a b o r a t o r i e s .  T h e s e  i n c l u d e d  z o n a l  

e l e c t r o p h o r e s i s  on b o t h  c e l l u l o s e  a c e t a t e  me mb r a n e  and  

a g a r o s e ;  I m m u n o e l e c t r o p h o r e s i s  i n  a g a r o s e  and f i n a l l y ,  

imm u n o f  i  xa t i  on o f  a z o n a l  e l e c t r o p h o r e t i c  s t r i p .  I n  

a d d i t i o n ,  t h e  t e c h n i q u e  h a d  t o  be u s e d  i n  c l i n i c a l  

s i t u a t i o n s  w h e r e  s e n s i t i v i t y  o f  t h e  t e c h n i q u e  u s e d  t o  

d e t e c t  mo n o c l o n a l  i m m u n o g l o b u l i n s  i s  c r u c i a l .  I s o e l e c t r i c  

f o c u s i n g  had t o  o f f e r  a m e a n s  o f  q u a n t i f y i n g  m o n o c l o n a l  

i m m u n o g l o b u l i n s  t h a t  proved t o  be a s  a c c u r a t e  and r e l i a b l e  

as  c u r r e n t l y  a c c e p t e d  t e c h n i q u e s .

F i g u r e s  1 9 , 2 0  a n d  21 i l l u s t r a t e  t h e  v a l u e  o f
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i s o e l e c t r i c  f o c u s i n g  i n  i d e n t i f i c a t i o n  o f  p a r a p r o t e i n a e m i a  

when c o n v e n t i o n a l  t e c h n i q u e s  f a i l .

F i g u r e  19 i l l u s t r a t e s  a p r o b l e m  w h i c h  o c c u r s  w i t h  

r e g u l a r i t y .  In t h e  m i d s t  o f  a p o l y c l o n a l  i n c r e a s e  i n  t h e  

gamma g l o b u l i n  r e g i o n  o f  a z o n a l  s t r i p ,  a p a r a p r o t e i n  i s  

v i s i b l e  and b e c a u s e  t h e  p o l y c l o n a l  i m m u n o g l o b u l i n  i s  

s p r e a d  o v e r  a d i s t a n c e  o f  o n l y .  2 - 3 c m ,  t h e  b a c k g r o u n d  

s t a i n i n g  i s  v e r y  h i g h .  T h i s  l e a d s  t o  t h e  p r e c i p i t i n  a r c s  

o f  a l l  t h e  h e a v y  c h a i n s  and b o t h  l i g h t  c h a i n s  b e i n g  

s y m m e t r i c a l l y  t h i c k e n e d .  As  m e n t i o n e d  p r e v i o u s l y ,  t he  

i n t e r p r e t a t i o n  o f  q u a l i t a t i v e  c h a n g e s  i n  t h e s e  a r c s  f o r m s  

the b a s i s  upon wh i c h  a d i a g n o s i s  o f  m ono c l  onal  i  ty i s  made.  

The h i g h  b a c k g r o u n d  s t a i n i n g  i n  t h i s  c a s e  h a s  p r e c l u d e d  

d e f i n i t e  i d e n t i f i c a t i o n  o f  a p a r a p r o t e i n ,  thus  d e n y i n g  the  

c l i n i c i a n  p o t e n t i a l l y  u s e f u l  i n f o r m a t i o n .  The probl em s e t  

by t h i s  s e r um i s  o v e r c o m e  by i s o e l e c t r i c  f o c u s i n g  . The  

s e n s i t i v i t y  o f  t h e  t e c h n i q u e  i s  due t o  i t s  a b i l i t y  t o  

c o n c e n t r a t e  s e l e c t i v e l y  any m o n o c l o n a l  i m m u n o g l o b u l i n  i n t o  

an e a s i l y  r e c o g n i s a b l e  s p e c t r o t y p e ,  w h i l s t  a t  t h e  s ame  

t i me  s p r e a d i n g  the p o l y c l o n a l  i m m u n o g l o b u l i n s  o v e r  a w i d e  

a r e a  o f  t h e  g e l .  T h i s  w i d e  s e p a r a t i v e  d i s t a n c e  can r a n g e  

f rom 10-15cm d e p e n d i n g  on the g e l  s i z e ,  t hus  n e g a t i n g  the  

e f f e c t s  o f  b a c k g r o u n d  s t a i n i n g  t o  a f a r  g r e a t e r  e x t e n t  

than was  p o s s i b l e  u s i n g  z o n a l  e l e t r o p h o r e s i  s.

F i g u r e  20 i l l u s t r a t e s  a d i f f e r e n t  probl em e n c o u n t e r e d  

i n  r o u t i n e  wo r k .  In t h i s  c a s e ,  w i t h o u t  any a b n o r m a l i t y  

v i s i b l e  on t h e  z o n a l  s t r i p ,  t h e  IgM and l ambda a r c s  s howed  

d i s t o r t i o n  to some e x t e n t ,  w i t h  bot h d i s t o r t i o n s  o c c u r i n g  

i n  t h e  same a r ea  o f  t h e  g e l .  The i n i t i a l  i m p r e s s i o n  g a i n e d
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from s t udy o f  t h i s  i mmunoel  e c t r  o p h o r e s i  s p a t t e r n  was  t h a t  

t h e r e  may be an IgM l a m b d a  p a r a p r o t e i n  p r e s e n t  i n  a 

c o n c e n t r a t i o n  t o o  l ow to show as  a p a r a p r o t e i n  band on t h e  

z o n a l  s t r i p .  The o t h e r  p o s s i b i l i t y  w a s  t h a t  t h e r e  may be  

f r e e  l a m b d a  l i g h t  c h a i n s  i n  t h e  s e r u m .  The  u s e  o f  

i s o e l e c t r i c  f o c u s i n g ,  h o w e v e r  g i v e s  a d i f f e r e n t  a n s w e r  

w i t h  a s m a l l  IgG l a m b d a  p a r a p r o t e i n  v i s i b l e  on 

imm u n o f i x a t i o n ,  a p a r a p r o t e i n  n o t  s u s p e c t e d  b e f o r e  t he  

a p p l i c a t i o n  o f  t he  more s e n s i t i v e  t e c h n i q u e .

F i g u r e  21 r e p r e s e n t s  v.hat  i s  a f a i r l y  s t r a i g h t f o r w a r d  

c a s e  f o r  t h e  us e  o f  I I EF when t h e  i s o  t y p e  o f  a p o s s i b l e  

p a r a p r o t e i n  c a n n o t  be  i d e n t i f i e d  i n  a p a t i e n t  w i t h  

s u s p e c t e d  B c e l l  neopl as m.  There  i s  a s l i g h t  d e f o r m i t y  o f  

t h e  I g A  a r c ,  b u t  a n y  p a r a p r o t e i n  p r e s e n t  i s  i n  

i n s u f f i c i e n t  c o n c e n t r a t i o n  t o  c a u s e  a l o c a l i s e d  

d e f o r m a t i o n  o f  e i t h e r  o f  t h e  l i g h t  c h a i n  a r c s .  The f a c t  

t h a t  IgA p a r a p r o t e i n s  o f t e n  m i g r a t e  i n t o  t h e  be t a  r e g i o n  

o f  a z o n a l  s t r i p  can h i n d e r  t h e i r  d e t e c t i o n .  IIEF doe s  not  

s u f f e r  from t h e  same drawbacks  and c l e a r  e v i d e n c e  o f  IgA 

para pr o t e i  naemi  a i s  v i s i b l e  i n  t h i s  f i g u r e .

T a b l e  2 g i v e s  b r i e f  d e t a i l s  o f  a number  o f  s i m i l a r  

c a s e s  i n  whi c h  the a p p l i c a t i o n  o f  i s o e l e c t r i c  f o c u s i n g  ha s  

r e s o l v e d  p r o b l e m s  s a t i s f a c t o r i l y  when c o n v e n t i o n a l  z o n a l  

and I m m u n o e l e c t r o p h o r e s i s  have  f a i l e d .

L i m i t s  o f  s e n s i t i v i t y  o f  I IEF we r e  compared t o  t h o s e  

o f  IE P t o  e s t a b l i s h  t h e  f u l l  r a n g e  o f  p a r a p r o t e i n  

c o n c e n t r a t i o n s  t h r o u g h  w h i c h  I I E F  c o u l d  be a p p l i e d .  The  

u s e  o f  n o r ma l  human s e r u m w i t h  a f u l l  c o m p l e m e n t  o f
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p o l y c l o n a l  I m m u n o g l o b u l i n s  a s  a d i l u e n t  f o r  t h e  m y e l o m a  

s e r a  w a s  a p p l i e d  t o  make  i n t e r p r e t a t i o n  a s  r e a l i s t i c  a s  

p o s s i b l e  f o r  b o t h  t e c h n i q u e s .  The r e a s o n  f o r  t h i s  b e i n g  

t h a t  wh e n  m o n o c l o n a l  g a m m o p a t h i e s  do a r i s e ,  t h e y  do so 

o f t e n  when t h e  p a t i e n t  has  a f u l l  i mmu n o g l o b u l i n  p r o f i l e .

St udy  of  the c o mp a r i s o n s  b e t w e e n  IIEF and IEP p a t t e r n s  

s h o w s  t h a t  e s t i m a t e s  o f  t h e  s e n s i t i v i t y  o f  t h e  l a t t e r  

t e c h n i q u e  ha v e  be e n  g e n e r o u s .  Had some o f  t h e  p a t t e r n s  

a p p e a r e d  i n  a r o u t i n e  i n v e s t i g a t i o n ,  t h e y  c o u l d  e a s i l y  

have  been mi s s e d .

For each o f  t h e  f i v e  i m m u n o g l o b u l i n  c l a s s e s  s t u d i e d ,  

I IEF w a s  s h o wn  to be  more  s e n s i t i v e  f o r  d e t e c t i n g  s m a l l  

c o n c e n t r a t i o n s  o f  m o n o c l o n a l  i m m u n o g l o b u l i n s .  S i n c e  t h e  

d i l u t i o n s  w e r e  made  i n  n o r ma l  s e r u m,  w h e r e a s  p o l y c l o n a l  

i m m u n o g l o b u l i n  i s  o f t e n  s u p p r e s s e d  i n  m u l t i p l e  myel oma,  

the e s t i m a t e s  f o r  the  l i m i t s  o f  s e n s i t i v i t i e s  o f  d e t e c t i o n  

o f  m o n o c l o n a l  i m m u n o g l o b u l i n s  s h o u l d  be r e g a r d e d  a s  

maximum. Fu r t he r mo r e ,  the  e a s e  o f  i n t e r p r e t a t i o n  o f  IIEF 

b e a r s  l i t t l e  c o mp a r i s o n  w i t h  t h a t  o f  l EP. The IEP and I IEF  

p a t t e r n s  o f  t h e  IgM d i l u t i o n s  i l l u s t r a t e s  t h i s  w e l l .  The 

i  mmunoel  e c t r  ophor e t i  c a r c  o f  IgM i s  n o t o r i o u s l y  d i f f i c u l t  

t o  i n t e r p r e t ,  m a i n l y  b e c a u s e  o f  i t s  s m a l l  s i z e  a n d  

p o s i t i o n .  Al t hough a b n o r m a l i t i e s  a r e  s ee n ,  mo n o c l o n a l  i t y  

i s  o f t e n  i n  doubt  ( S c h e n  e t  a l ,  1972) .  As w e l l  a s  IgM, t he  

o c c u r e n c e  o f  f r e e  l i g h t  c h a i n s  i n  s er um c a n  o f t e n  be t h e  

s o u r c e  o f  i n t e r p r e t a t i v e  p r o b l e m s .  T h e  

i m m u n o e l e c t r o p h o r e t i c  a r c s  o f  t he  kappa and l ambda l i g h t  

c h a i n s  ( f r e e  and bound)  i n  s erum a r e  c o n t r i b u t e d  t o  t h e
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g r e a t e s t  e x t e n t  by t h e  l i g h t  c h a i n s  a t t a c h e d  t o  t h e  IgG 

h e a v y  c h a i n ,  b e c a u s e  IgG i s  p r e s e n t  i n  t h e  g r e a t e s t  

c o n c e n t r a t i o n  i n  serum.  Co n s e q u e n t l y ,  when f r e e  kappa or 

f r e e  l ambda  l i g h t  c h a i n  o c c u r  i n  the serum,  t h e i r  p r e s e n c e  

may not  be e a s i l y  d e t e c t e d  i f  they occur  i n  c o n c e n t r a t i o n s  

t o o  l o w  t o  c a u s e  t h e  n e c e s s a r y  d e v i a t i o n s  o f  t h e  

i m m u n o e l e c t r o p h o r e t i c  ar c .  The d e t e c t i o n  o f  a l l  c l a s s e s  o f  

p a r a p r o t e i n  can be a d v e r s e l y  a f f e c t e d  by t h i s  s w a m p i n g  

e f f e c t  o f  t he  p o l y c l o n a l  a r c s  o f  t he  IgG.

These  p r o b l e ms  are  g r e a t l y  o b v i a t e d  by the use o f  IIEF  

w i t h  t h e  m a i n  r e a s o n  f o r  t h i s  b e i n g  t h e  f a c t  t h a t  

p o l y c l o n a l  i m m u n o g l o b u l i n  i s  s p r e a d  ove r  a l a r g e  area .

Monoc l ona l  IgG i s  pr obabl y  t h e  e a s i e s t  t o  i n t e r p r e t  by 

IE F b e c a u s e  o f  t h i s  s p r e a d i n g  o f  p o l y c l o n a l  IgG.  I IEF  

g i v e s  r e s u l t s  o f  s i m i l a r  s e n s i t i v i t y .  In t h e  d i l u t i o n s ,  

t he  a n t i - h u ma n  IgG p r e c i p i t a t e s  the p o l y c l o n a l  IgG and,  a s  

t h e  mo n o c l o n a l  IgG c o n c e n t r a t i o n  f a l l s ,  so d i f f e r e n c e s  i n  

s t a i n i n g  b e c o me  p r o g r e s s i v e l y  l e s s  a p p a r e n t  u n t i l  t he  

p a r a p r o t e i n  b e c o m e s  u n d e t e c t a b l e  a t  a c o n c e n t r a t i o n  o f  

l e s s  t h a n  0 . 2 7 m g / m l .  T h i s  p o t e n t i a l  d r a w b a c k  d o e s  n o t  

oc c u r  w i t h  IgD however ,  b e c a u s e  o f  i t s  l ow c o n c e n t r a t i o n  

i n  s e r u m.  In t h i s  c a s e ,  u s i n g  I I EF t h e  n o r m a l  p o l y c l o n a l  

IgD d o e s  n o t  mask t h e  mo n o c l o n a l  IgD p a t t e r n  u n t i l  a h i g h  

d i l u t i o n  i s  r e a c h e d .  Onl y  a t h i c k e n i n g  o f  t h e  I g D a r c  i s  

s e e n  by IEP and o n e  h a s  t o  r e l y  on an a b n o r m a l i t y  o f  t h e  

l i g h t  c h a i n  a r c s  f o r  e v i d e n c e  o f  m o n o c l o n a l i t y .  

I s o e l e c t r i c  f o c u s i n g  i s  r e l a t i v e l y  l e s s  s e n s i  t. i v e  than  

I I EF on t h i s  o c c a s i o n  b e c a u s e  o f  t h e  t e n d e n c y  o f  t h e  I gD  

p a r a p r o t e i n  t o  f o c u s  a l o n g s i d e  t h e  m a j o r i t y  o f  t he  serum
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p r o t e i n s  i n  t h e  a n o d i c  end o f  t h e  g e l .  D i s c u s s i o n  o f  IgD 

p a r a p r o t e i n s  i s  i n c l u d e d  m e r e l y  a s  an i l l u s t r a t i o n  

b e c a u s e ,  i n  p r a c t i c e ,  t h e  l o w  c o n c e n t r a t i o n  o f  IgD i n  

s erum me a n s  t h a t  m o n i t o r i n g  o f  I gD m y e l o m a t o s i s  can be 

s u c c e s s f u l l y  a c c o m p l i s h e d  u s i n g  r a d i a l  i m m u n o d i f f u s i o n ,  

f o r  e x a m p l e ,  t o  m e a s u r e  t o t a l  I gD i n  t h e  k n o w l e d g e  t h a t  

t h e  n o r ma l  IgD i s  n o t  l i k e l y  t o  c o n t r i b u t e  t o  t o t a l  l e v e l s  

i n  the same way as  p o l y c l o n a l  IgG. .

D e t e c t i o n  o f  mo n o c l o n a l  IgA i s  a f f e c t e d  a d v e r s e l y  by 

ma s k i n g  o f  the p a r a p r o t e i n  bot h by p o l y c l o n a l  IgA and t he  

l i g h t  c h a i n  a r c s  o f  IgG,  a l t h o u g h  n o t  t o  t h e  s ame  e x t e n t  

a s  IgM, when I m m u n o e l e c t r o p h o r e s i s  i s  used.  The f a c t  t h a t  

IgA p a r a p r o t e i n s  o f t e n  m i g r a t e  i n t o  t h e  be t a  r e g i o n  h e l p s  

t h e i r  d e t e c t i o n  by imm u n o e l e c  t r o p h o r e s i  s a s  t h i s  t a k e s  

them o u t  o f  t h e  m a i n  IgG a r e a .  U n f o r t u n a t e l y ,  t h e  s a me  

f a c t o r  p r e c l u d e s  t h e i r  d e t e c t i o n  by one  o f  t h e  m o s t  

commonly us e d  s c r e e n i n g  t e c h n i q u e s ,  z ona l  e l e c t r o p h o r e s i s ,  

a s  they can be masked by the b e t a  r e g i o n  p r o t e i n s .  F i g u r e  

23 i l l u s t r a t e s  t h e  d i f f i c u l t y  i n  i n t e r p r e t a t i o n  o f  IgA 

i m m u n o e l e c t r o p h o r e t i c  a r c s . T h e  1 / 2 0  d i l u t i o n  i s  c l e a r l y  

m o n o c l o n a l ,  but  t h e  1 / 5 0  d i l u t i o n  i s  d o u b t f u l  and t h e  

r e m a i n i n g  g r e a t e r  d i l u t i o n s  s ho w no a b n o r m a l i t y .  

I s o e l e c t r i c  f o c u s i n g  o f  mo n o c l o n a l  IgA can s u f f e r  t he  same  

d r a w b a c k  a s  I gD i n  t h a t  i t  t o o  c a n  f o c u s  i n  t h e  same  

r e g i o n  o f  t h e  g e l  a s  t h e  r e s t  o f  t h e  s er um p r o t e i n s ,  t h u s  

l e s s e n i n g  t h e  r e l a t i v e  s e n s i t i v i t y .  I I E F ,  h o w e v e r ,  

b e n e f i t s  f rom t h e  s p r e a d i n g  o f  p o l y c l o n a l  i mm u n o g l o b u l i n  

maki ng  the s e n s i t i v i t y  much g r e a t e r .
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The d i f f e r e n c e s  i n  s e n s i t i v i t y  b e t we e n  lEF and I IEF i n  

t h e  d e t e c t i o n  o f  p a r a p r o t e i n a e m i a  i l l u s t r a t e s  t h e  m a j o r  

d r a w b a c k  i n  u s i n g  IE F w i t h o u t  i  m m un o f  i  xa t i  on.  T h i s  i s  

p a r t i c u l a r l y  r e l e v a n t  i n  c o n s i d e r i n g  I gA, I gM, I gD and t o  a 

c e r t a i n  e x t e n t  f r e e  l i g h t  c h a i n s .  On t h e  o c c a s i o n s  on 

w h i c h  t h e s e  p a r a p r o t e i n s  a r e  o b s c u r e d  by t h e  s e r u m  

p r o t e i n s  u s i n g  l E F ,  e i t h e r  a c h a n g e  i n  t h e  pH g r a d i e n t  

g e n e r a t e d  by t he  a mp h o l y t e s  or the use o f  imm u n o f i  x a t i o n  

i s  r e q u i r e d  t o  v i s u a l i s e  t h e  p a r a p r o t e i n s  p r o p e r l y .  I t  i s  

a p p a r e n t ,  h o w e v e r ,  t h a t  o n l y  d e t e c t i o n  o f  m o n o c l o n a l  I gD  

p a r a p r o t e i n s  by IE F i s  a f f e c t e d  t o  such an e x t e n t  t h a t  t h e  

s e n s i t i v i t y  o f  IE P i s  a l m o s t  e q u i v a l e n t  t o  t h a t  o f  lEF.  

A l l  o t h e r  c l a s s e s  w h i c h  a r e  n o r m a l l y  a f f e c t e d  by t h e  

o b s c u r i n g  e f f e c t s  o f  serum p r o t e i n s  are  s t i l l  v i s i b l e  down 

t o  a g r e a t e r  d i l u t i o n  u s i n g  l E F  t h a n  w a s  f o u n d  p o s s i b l e  

u s i n g  IE P.

T h e s e  o b s c u r i n g  e f f e c t s  c a n  be c i r c u m v e n t e d  by 

p r e c i p i t a t i o n  o f  t h e  i m m u n o g l o b u l i n s  by e i t h e r  50% 

s a t u r a t e d  ammoni um s u l p h a t e  or 18% w / v  s o d i u m  s u l p h a t e  

b e f o r e  f i x i n g  w i t h  TCA. Thi s  p r o c e d u r e  w i l l  r emove  many o f  

t h e  i n t e r f e r i n g  p r o t e i n s .  The s e n s i t i v i t y  c a n  a l s o  be 

i n c r e a s e d  by u s i n g  a r e s t r i c t e d  pH g r a d i e n t ,  w h i c h  

p r o v i d e s  g r e a t e r  s e p a r a t i o n  o f  t h e  p a r a p r o t e i n  f r o m t h e  

o t h e r  s e r u m  p r o t e i n s  and  g r e a t e r  s p r e a d i n g  o f  t h e  

p o l y c l o n a l  i mmu n o g l o b u l i n .

The c a s e s  i l l u s t r a t e d  i n  F i g u r e  1 8 , 1 9 , 2 0  and 27 and 

t h e  d a t a  i n  T a b l e  2 s h o w t h e  v a l u e  o f  I I E F  i n  t h e  

d e t e c t i o n  and i d e n t i f i c a t i o n  o f  p a r a p r o t e i n s .  With r e g a r d  

t o  F i g u r e  27 ,  i t  i s  a c k n o w l e d g e d  t h a t  p a t i e n t s  w i t h
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m a l i g n a n c i e s  i n v o l v i n g  a b n o r m a l i t i e s  o f  l i g h t  c h a i n s  o n l y  

h a v e  p o o r e r  p r o g n o s e s  and s h o r t e r  r e m i s s i o n  t i m e s  t h a n  

t h o s e  w i t h  m a l i g n a n c i e s  i n v o l v i n g  c o m p l e t e  i m m u n o g l o b u l i n  

m o l e c u l e s  ( H o b b s , 1 9 7 1 ;  D u r i e  & S a l m o n ,  1 9 8 0 ) .  I f  t h e  

o r i g i n a l  l a b o r a t o r y  p r o c e d u r e ’ o f  r e v i e w i n g  s uc h  p a t i e n t s  

a t  3 m o n t h  i n t e r v a l s  u n t i l *  t h e  a b n o r m a l i t y  c o u l d  be 

c h a r a c t e r i s e d  by immunoel  e c t r  ophor e s i  s had been f o l l o w e d ,  

then c o n f i r m a t i o n  o f  a p o t e n t i a l l y  s i g n i f i c a n t  l i g h t  c h a i n  

a b n o r m a l i t y  w o u l d  h a v e  b e e n  d e l a y e d  f o r  an u n a c c e p t a b l y  

l o n g  p e r i o d .  I n  t h i s  c a s e ,  a p e r i o d  o f  10 m o n t h s  e l a p s e d  

a f t e r  t h e  c o n f i r m a t i o n ,  by I I EF,  o f  t h e  p r e s e n c e  o f  f r e e  

k a p p a  l i g h t  c h a i n s  b e f o r e  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  t h e  

p a r a p r o t e i n  had r i s e n  t o  a d e g r e e  s u f f i c i e n t  f o r  i t  t o  be 

c h a r a c t e r i s e d  by r o u t i n e  lEP.

Hobbs ( 1971)  e s t i m a t e d  t h a t  a p a r a p r o t e i n  c o u l d  f i r s t  

b e  d e t e c t e d  ( p r e s u m a b l y  b y  z o n a l  a n d  

I m m u n o e l e c t r o p h o r e s i s )  when about  20g o f  tumour t i s s u e  was  

p r e s e n t  i n  a 7 0 k g  p a t i e n t ,  t h i s

f i g u r e  r e p r e s e n t i n g  a r o u n d  9 X 10 ' t u m o u r  c e l l s .  The  

a b o v e  c a s e  s h o w s  t h a t  I I EF can d e t e c t  a p a r a p r o t e i n  whe n  

t h e  c o n c e n t r a t i o n  i s  l o w e r  and t h e  t u mo u r  l o a d  s m a l l e r .  

Thus ,  i f  a s  H o b b s ( 1 9 7 1 )  s u g g e s t s ,  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  

mo n o c l o n a l  i mmu n o g l o b u l i n  i s  an i n d i c a t o r  o f  tumour mass ,  

t h e  u s e  o f  I I EF w o u l d  make  i t  p o s s i b l e  to d e t e c t  a p r i m a r y  

mo n o c l o n a l  gammopathy a t  a much e a r l i e r  t i me .

In t he  c a s e  i l l u s t r a t e d  a b o v e ,  t h e  p a t i e n t  d e v e l o p e d  

s y m p t o m a t i c  myel oma,  but  t h i s  need n o t  a l w a y s  o c c u r  a f t e r  

the d e m o n s t r a t i o n  o f  p a r a p r o t e i n a e m i a .  T h i s  i s  i l l u s t r a t e d
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i n F i g u r e s  20 and 29 ,  where  t h e  p r e s e n c e  of  a p a r a p r o t e i n ,  

a s  y e t ,  h a s  n o t  h e r a l d e d  B c e l l  m a l i g n a n c y .  I n  t h e s e  

c a s e s ,  t he  p a r a p r o t e i n  c o n c e n t r a t i o n s  ha v e  r e ma i n e d  f a i r l y  

c o n s t a n t  o v e r  a p e r i o d  o f  y e a r s .  Ky l e  ( 1 9 8 2 )  n o t e d  t h a t  

m o n o c l o n a l  gammopathy o f  u n d e t e r mi n e d  s i g n i f i c a n c e  i s  a 

r e l a t i v e l y  common probl em and t h a t  l o n g  term f o l l o w  up o f  

t h e s e  p a t i e n t s  i s  e s s e n t i a l  as  s ome  p a t i e n t s  do go on t o -  

d e v e l o p  m y e l o m a t o s i s .  T h i s  t h e s i s  s u g g e s t s  t h a t  I IEF i s  

t h e  m e t h o d  o f  c h o i c e  f o r  t h i s  p u r p o s e  b e c a u s e  o f  i t s  

a b i l i t y  to d e t e c t  a p a r a p r o t e i n  when i t s  c o n c e n t r a t i o n  i s  

s t i l l  r e l a t i v e l y  l ow and t h e  p o s s i b l e  t u mo u r  l o a d  i s  

s m a l l e r .  K y l e  f o u n d  t h a t  t h e  o n l y  r e l i a b l e  wa y  t o  

d i s t i n g u i s h  b e t we e n  mo n o c l o n a l  gammopathy o f  u n d e t e r m i n e d  

s i g n i f i c a n c e  and my e l o ma  w a s  s e r i a l  m e a s u r e m e n t  o f  

p a r a p r o t e i n  c o n c e n t r a t i o n s ,  w h e r e  an i n c r e a s i n g  

c o n c e n t r a t i o n  o f  mo n o c l o n a l  i mm u n o g l o b u l i n  o f t e n  h e r a l d s  

t h e  o n s e t  o f  m a l i g n a n t  d i s e a s e  ( Ky l e  1 982) .  Other met hods  

w h i c h  a t t e m p t  t h i s  d i s t i n c t i o n  a r e  r e p o r t e d  r e g u l a r l y ,  

m o s t  n o t a b l e  o f  t h e s e  b e i n g  a p l a s m a  c e l l  l a b e l l i n g  

i n d e x ( G r e i p p  & Ky l e ,  1979) ,  me a s u r e me n t  o f  serum b e t a - 2 -  

mi cr  o g l o b u l  i n l e v e l s  ( N o r f o l k  e t  a l  1 980)  and e n u m e r a t i o n  

o f  i m m u n o g l o b u l i n  s e c r e t i n g  c e l l s  i n  p e r i p h e r a l  b l o o d  

( S c h i m u z u  e t  a l  1 980 ,1 9 8 2 ) .  U n t i l  a m e t h o d  i s  d e v i s e d  

w h i c h  f i n d s  u n i v e r s a l  a c c e p t a n c e  and w h i c h  r e l i a b l y  

d i s t i n g u i s h e s  b e t w e e n  m o n o c l o n a l  g a m m o p a t h y  o f  

u n d e t e r m i n e d  s i g n i f i c a n c e  and p r e - c l i n i c a l  m y e l o m a  i n  a 

s i n g l e  b l o o d  s p e c i m e n ,  I I EF w i l l  h a v e  a l a r g e  p a r t  t o  p l a y  

i n  m o n i t o r i n g  b o t h  o f  t h e s e  s t a t e s .  The  n e e d  f o r  a 

d i s t i n c t i o n  b e t we e n  t h e  be ni gn  and t h e  m a l i g n a n t  c o u r s e  o f  

a m o n o c l o n a l  g a mmo p a t h y  i s  w e l l  i l l u s t r a t e d  by t h e  I I EF
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dat a  o b t a i n e d  from t he  200 i n d i v i d u a l s  ov e r  t he  age o f  45 

w h o s e  s e r a  w e r e  s c r e e n e d  f o r  t he  p r e s e n c e  o f  m o n o c l o n a l  

g a m m o p a t h y .  P r e v i o u s  r e p o r t s  u s i n g  c o n v e n t i o n a l  

e l e c t r o p h o r e s i s  i n d i c a t e  t h a t  t h e  i n c i d e n c e  o f  

p a r a p r o t e i n a e m i a  i n  a normal  p o p u l a t i o n  i s  1-2%. A x e l l s o n  

e t  a l  ( 1 9 6 6 ) ,  i n  a s t u d y  i n v o l v i n g  6 995 n o r ma l  S w e d i s h  

s u b j e c t s  o v e r  t h e  a g e  o f  2 5 ,  f o u n d  t h e  p r e v a l e n c e  o f  

p a r a p r o t e i n a e m i a  to be 1%. In a n o t h e r  s t udy o f  1200 p e o p l e  

o v e r  50 y e a r s  o l d ,  t h e  p r e v a l e n c e  w a s  p l a c e d  a t  1.25% 

( K y l e  e t  a l  1 9 7 2 ) .  The r e s u l t s  s h o wn  h e r e  i n d i c a t e  t h a t  

t h e  a p p a r e n t  p r e v a l e n c e  o f  m o n o c l o n a l  g a mmo p a t h y  o f  

u n d e t e r mi n e d  s i g n i f i c a n c e  i n c r e a s e s  wh e n  mor e  s e n s i t i v e  

t e c h n i q u e s  a r e  u s e d .  A f a c t o r  w h i c h  i n f l u e n c e s  t h e  

p o s s i b l e  u s e f u l n e s s  o f  I IEF i s  t h e  o b s e r v a t i o n  t h a t  

t r e a t m e n t  f o r  m o n o c l o n a l  g a mmo p a t h y  i s  n o t  i n d i c a t e d .  

B r o s s e l  & M e y r i e r  ( 1 9 7 9 ) ,  i n  a s t u d y  o f  13 p a t i e n t s  w i t h  

n o n - h a e m a t o i o g i c  s o l i d  t u m o u r s  but  w i t h  s u p e r v e n i n g  

m o n o c l o n a l  gammopathy o f  u n d e t e r mi n e d  s i g n i f i c a n c e ,  no t ed  

t h a t  11 showed no r e d u c t i o n  i n  p a r a p r o t e i n  c o n c e n t r a t i o n  

when s u b j e c t e d  t o  r a d i o t h e r a p y  and c he mot her apy  known to  

be e f f e c t i v e  a g a i n s t  B c e l l  n e o p l a s i a ,  t h u s  s u g g e s t i n g  

t h a t  t h e s e  m o n o c l o n a l  g a m m o p a t h i e s  do n o t  r e s p o n d  t o  

t h e r a p y ,  i f  r e d u c t i o n  i n  c o n c e n t r a t i o n  i s  t h e  j u d g e m e n t  

c r i t e r i o n .  So,  the o n l y  e f f e c t i v e  means  o f  d i s t i n g u i s h i n g  

t h e  b e n i g n  f rom t he  m a l i g n a n t  c o u r s e  i s  by me a s u r i n g  serum 

p a r a p r o t e i n  c o n c e n t r a t i o n s  i n  s e r i a l  s a mp l e s ,  but  i c  may 

be o f  g r e a t  b e n e f i t  i f  t h i s  c a n  be a c c o m p l i s h e d  a t  an  

e a r l i e r  s t a g e ,  i  e.  whe n  t he  p a r a p r o t e i n  c o n c e n t r a t i o n  i s  

l o w e r  and any p o s s i b l e  ma l i g n a n c y  s m a l l e r  i n  s i z e .
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I t  i s  c l e a r  f rom t h e s e  r e s u l t s  t h a t  t h e  i n c i d e n c e  o f  

d e t e c t a b l e  p a r a p r o t e i n a e m i a  i n  s u b j e c t s  o v e r  45 y e a r s  i s  

much h i g h e r  whe n  l EF i s  u s e d ,  t h a n  r e p o r t e d  i n c i d e n c e  

f i g u r e s  u s i n g  c o n v e n t i o n a l  t e c h n i q u e s .  T h e s e  r e p o r t e d  

f i g u r e s ,  b e i n g  f a i r l y  c o n s t a n t  a t  a r o u n d  1-2% o f  t h e  

p o p u l a t i o n  ( K y l e  .1 9 7 2 )  a r e  i n  a g r e e m e n t  w i t h  t h e  r e s u l t s  

r e p o r t e d  h e r e  u s i n g  t h e s e  me t hods ,  wh e r e a s  11% o f  p e o p l e  

w i t h o u t  h i s t o r y  o f  E c e l l  neopl as m had c l e a r l y  d e t e c t a b l e  

p a r p r o t e i  naemi a  by IIEF.  Th i s  g r e a t e r  s e n s i t i v i t y  may have  

i m p o r t a n t  i m p l i c a t i o n s  f o r  p a t i e n t  management .  F i r s t ,  IIEF 

c o u l d  be u s e d  t o  i d e n t i f y  i n d i v i d u a l  s u b j e c t s  who can be 

m o n i t o r e d  f o r  s i g n s  o f  E c e l l  n e o p l a s m .  S e c o n d l y ,  t h e  

d e t e c t i o n  o f  p a r a p r o t e i n s  a t  l o w e r  c o n c e n t r a t i o n s  t h a n  

f o r m e r l y  p o s s i b l e  m e a n s  t h a t  t h e  c l o n e  o f  c e l l s  

r e s p o n s i b l e  f o r  p a r a p r o t e i n  p r o d u c t i o n  i s  s m a l l e r  whe n  

d e t e c t a b l e  by I IEF t h a n  w a s  p o s s i b l e  u s i n g  c o n v e n t i o n a l  

t e c h n i q u e s .  The  p a r a p r o t e i n  c o n c e n t r a t i o n  c a n  be  

q u a n t i f i e d  u s i n g  t h i s  t e c h n i q u e  a n d , i n  c o n j u n c t i o n  w i t h  

t h e  a b i l i t y  t o  d e t e c t  l o w  l e v e l s  o f  p a r a p r o t e i n ,  t h i s  

c o u l d  be o f  c o n s i d e r a b l e  v a l u e  i n  t h e  e a r l y  d e t e c t i o n  o f  

m a l i g n a n c y .  I t  w o u l d  be o f  g r e a t  i n t e r e s t  t o  f o l l o w  t h e  

s u b j e c t s  w i t h  m o n o c l o n a l  p a r a p r o t e i n a e m i a  to t e s t  wh e t h e r  

I IEF d o e s  i n d i c a t e  t he  o n s e t  o f  ma l i g n a n c y  when t h e  tumour  

l o a d  i s  s m a l l e r .

T h e r e  i s  no c l e a r  c o r r e l a t i o n  i n  t h i s  s t u d y  b e t w e e n  

p a r a p r o t e i n a e m i a  and s e x  i n  t he  s ame  way a s  t h e r e  i s  an 

a s s o c i a t i o n  b e t w e e n  m y e l o m a  and m a l e  s u b j e c t s  ( E l a t t n e r  

1 9 8 0 ) .  B o t h  s e x e s  s e e m  t o  b e  e q u a l l y  a f f e c t e d  by 

p a r a p r o t e i n a e m i a  i n  t h e  n o r m a l  p o p u l a t i o n .  A l s o  i n
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c o n t r a s t  t o  m y e l o m a ,  t h e  o c c u r e n c e  o f  m o n o c l o n a l  

i m m u n o g l o b u l i n s  s h o w s  no a g e  d é p e n d a n c e ,  a l t h o u g h  i t  i s  

n o t  p o s s i b l e  t o  r u l e  o u t  s m a l l  d i f f e r e n c e s  w h i c h  c o u l d  

o n l y  be d e t e c t a b l e  i n  a l a r g e r  p o p u l a t i o n .  The r e l e v a n c e  

o f  t h e s e  o b s e r v a t i o n s  t o  t h e  a e t i o l o g y  o f  m y e l o m a  i s  

u n c l e a r  w i t h o u t  k n o w l e d g e  o f  w h e t h e r  any o f  t h e  p e o p l e  

w i t h  m o n o c l o n a l  g a mmo pa t hy  w i l l  d e v e l o p  m y e l o m a t o s i s .

The o t h e r  maj or  f i n d i n g  i n  t h i s  s tudy i s  t h a t  12% o f  

t h e  p o p u l a t i o n  had s e r u m o l i g o c l o n a l  i m m u n o g l o b u l i n s .  

Kreth and W i l l i a m s o n  ( 1973)  s howed t h a t  the normal  immune  

r e s p o n s e  i s  t h e  p r o d u c t  o f  a l a r g e  number  o f  r e s p o n d i n g  

l y mp h o c y t e  c l o n e s  and normal  serum i m m u n o g l o b u l i n  i s  t oo  

h e t e r o g e n e o u s  f o r  t h e  i n d i v i d u a l  c l o n a l  p r o d u c t s  t o  be 

r e s o l v e d ,  even by lEF ( W i l l i a m s o n  e t  a l  1973) .  Only when a 

s m a l l  number  o f  d o m i n a n t  c l o n e s  o u t g r o w  t h e  r e m a i n i n g  

p o p u l a t i o n  o f  p l a s m a  c e l l s  c a n  i n d i v i d u a l  c l o n o t y p e s  be 

d e t e c t e d .  T h i s  w o u l d  a p p e a r  t o  be t h e  c a s e  i n  t h o s e  

s u b j e c t s  w i t h  o l i g o c l o n a l  b a n d s .  M o n o c l o n a l  a n d  

o l o i g o c l o n a l  lEF s p e c t r a  ha v e  been o b s e r v e d  i n  aut oi mmune  

d i s e a s e s  such a s  H a s h i m o t o ' s  T h y r o i d i t i s  ( S t o t t , M c L e a r i e  

1 9 8 5 ) ;  s y s t e m i c  l u p u s  e r y t h e m a t o s u s  ( Nye  e t  a l  1 9 8 1 )  and  

m u l t i p l e  s c l e r o s i s  ( S i d e n  e t  a l  1978) ,  but  t h e i r  o c c u r e n c e  

i n  normal  i n d i v i d u a l s  r a i s e s  t h e  q u e s t i o n  o f  t h e i r  o r i g i n .  

I f  an a n t i g e n i c  c h a l l e n g e  i s  r e s p o n s i b l e  f o r  t h e s e  bands  , 

i t s  o r i g i n  i s  u n c l e a r  a l t h o u g h  s i m i l a r  r e s t r i c t e d  r e s p o n s e s  

have been i n d u c e d  i n  r a b b i t s  f o l l o w i n g  i m m u n i s a t i o n  w i t h  

some b a c t e r i a l  p o l y s a c c h a r i d e s / 6 r %u n

A f t e r  t h e  i n i t i a l  d i s t i n c t i o n  b e t we e n  t h e  b e n i g n  and
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m a l i g n a n t  c o u r s e ,  a p a t i e n t  d e v e l o p i n g  m y e l o m a  can be 

t r e a t e d  and may move i n t o  a r e m i s s i o n  p e r i o d  i n  whi c h  the  

p a r a p r o t e i n  c o n c e n t r a t i o n  r e m a i n s  f a i r l y  c o n s t a n t  o v e r  a 

p e r i o d  o f  t i m e  ( D u r i e  & S a l m o n ,  1 97 8) .  T h i s  i s  a p l a t e a u  

s t a t e  i n  whi c h  t he  number of  n e o p l a s t i c  c e l l s  e n t e r i n g  t h e  

c l o n e  i s  equal  t o  the numbers  removed by che mot her apy  or 

l o c a l i s e d  r a d i o t h e r a p y .  Current  t r e a t m e n t  o f  myel oma woul d  

seem t o  aim f o r  a r e d u c t i o n  i n  t h e  l e v e l  o f  t h i s  p l a t e a u  

s t a t e ,  and d e p e n d i n g  on how s u c c e s s f u l  t h i s  t r e a t m e n t  i s  

the p a r a p r o t e i n  may "d i s appe ar"  from the serum d u r i n g  t h i s
F<3W(< £

r e m i s s i o n  p h a s e  (Al  e x a n i o n  e t  a l  1 9 78 ;  M cEl  w ai  n̂ /1 982 ) ,  

when j u dg e d  by c o n v e n t i o n a l  t e c h n i q u e s .  In m o s t  r e m i s s i o n  

p a t i e n t s  howe v e r ,  t he  i s o t y p e  o f  t he  p a r a p r o t e i n  i s  no t  i n  

d o u b t  and i s  d e t e c t a b l e  t h r o u g h o u t  t h e  r e m i s s i o n  and  

r e l a p s e  p h a s e s  o f  t h e  d i s e a s e ;  b u t  i n  t h o s e  p a t i e n t s  who  

r e s p o n d  w i t h  an a p p a r e n t  co m p l e t e  d i s a p p e a r a n c e  of  serum 

p a r a p r o t e i n ,  a mo r e  s e n s i t i v e  m e t h o d  o f  d e t e c t i o n  i s  

o b v i o u s l y  d e s i r a b l e .  T h i s  t h e s i s  h a s  s hown t h a t  i n  s u c h  

p a t i e n t s ,  I IEF can s t i l l  d e t e c t  a s u b s t a n t i a l  p r o p o r t i o n  

of  the p a r a p r o t e i n s  p r e s e n t  i n  the serum,  but u n d e t e c t a b l e  

by b o t h  c o n v e n t i o n a l  i m m u n o e l e c t r o p h o r e s i  s a n d  

imm u n o f i  x a t i  on o f  a z o n a l  s t r i p .  The i m p l i c a t i o n  from t h i s  

w o r k  u s i n g  I I E F  i s  t h a t  t h e  c o u r s e  o f  t h e  d i s e a s e  a s  

a s s e s s e d  by m o n o c l o n a l  i m m u n o g l o b u l i n  c o n c e n t r a t i o n  i n  

s e r u m,  can be f o i l ôw ed i n  t h e s e  p a t i e n t s  f o r  l o n g e r  

p e r i o d s  d u r i n g  t h e  r e m i s s i o n  p h a s e  t h a n  w a s  p r e v i o u s l y  

p o s s i b l e .  Then,  when t h e  i n e v i t a b l e  r e l a p s e  o c c u r s  i n  

t h e s e  p a t i e n t s ,  IIEF s ho u l d  be a b l e  to d e t e c t  t h i s  b e f o r e  

i t  becomes  a p p a r e n t  a f t e r  t h e  d e t e c t i o n  o f  t he  p a r a p r o t e i n  

by c o n v e n t i o n a l  t e c h n i q u e s .
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As w e l l  as  b e i n g  a b l e  t o  d e t e c t  l ow c o n c e n t r a t i o n s  o f  

p a r a p r o t e i n  i n  t he  s erum o f  p a t i e n t s  w h o s e  d i s e a s e  i s  

c h a r a c t e r i s e d  by t he  p r e s e n c e  o f  s e c r e t e d  i m m u n o g l o b u l i n ,  

lEF may be o f  v a l u e  i n  a s s e s s i n g  t h e  r e s p o n s e  t o  t r e a t m e n t  

i n  some c a s e s  o f  " n o n - s e e r e t o r y "  myel oma.  In a p p r o x i m a t e l y  

1-2% o f  c a s e s  o f  m u l t i p l e  myeloma,  c o n v e n t i o n a l  t e c h n i q u e s  

f a i l  t o  d e t e c t  t h e  p r e s e n c e  o f  e i t h e r  a s erum "or u r i n a r y  

p a r a p r 0 t e i n ( H o b b s  1 9 6 9 ) .  T h e s e  n o n - s e c r e t o r y  v a r i a n t s  

a pp e a r  t o  be u n u s u a l l y  a g g r e s s i v e  w i t h  a medi an s u r v i v a l  

o f  o n l y  7 mont hs  r e p o r t e d  i n  one s e r i e s  ( Azar  1972) ,  w i t h  

t h i s  po o r  p r o g n o s i s  c o n f i r m e d  by o t h e r  a u t h o r s  ( Hobbs  

1 9 7 1 ;  R i v e r  e t  a l  1 9 7 2 ;  B a r  t o l i  n i  e t  a l  1 9 8 0 ) .  The  

a p p a r e n t  a b s e n c e  o f  a d e t e c t a b l e  p a r a p r o t e i n  i n  t h e s e  

c a s e s  r e mo v e s  one of  t he  mo s t  i m p o r t a n t  means  o f  a s s e s s i n g  

r e s p o n s e  t o  t r e a t m e n t .  The e x p l a n a t i o n  f o r  t he  a b s e n c e  o f  

a s e c r e t e d  p a r a p r o t e i n  i n  c o n c e n t r a t i o n s  l a r g e  enough t o  

be d e t e c t a b l e  by c o n v e n t i o n a l  t e c h n i q u e s ,  h a s  b e e n  t h e  

s u b j e c t  o f  some d e b a t e .  In some c a s e s ,  t h e  p r e s e n c e  o f  

i n t r a c e l l u l a r  i mm u n o g l o b u l i n  i n  t h e  n e o p l a s t i c ,  c e l l s  has  

b e e n  d e m o n s t r a t e d  by i m m u n o f l u o r e s c e n c e  ( Hu r e z  e t  a l ,

1 9 70 ;  Ar e n d  & A dam so n, 1 97 4 ) ,  w i t h  h o m o g e n a t e s  o f  t h e  

n e o p l a s t i c  c e l l s  h a v i n g  a m o n o c l o n a l  i m m u n o g l o b u l i n  

d e m o n s t r a b l e  by e l e c t r o p h o r e s i s  ( Whi cher  e t  a l ,  1 975 ) .  Th i s  

s u g g e s t s  a f a i l u r e  i n  the s e c r e t i o n  p r o c e s s  r a t h e r  than a 

f a i l u r e  i n  p r o d u c t i o n .  The m e c h a n i s m  f o r  t h i s  f a i l u r e  i s  

n o t  known,  a l t h o u g h  e x p l a n a t i o n s  s u c h  a s  a n a t o m i c a l l y  

d i s o r d e r e d  s e c r e t o r y  a p p a r a t u s  a n d  f a i l u r e  o f  t h e  

g l y  CO sy 1 a t i  on t h a t  n o r m a l l y  a c c o m p a n i e s  i m m u n o g l o b u l i n  

s e c r e t i o n  h a v e  b e e n  p o s t u l a t e d  ( Mabry e t  a l ,  1 977 ) .  The  

f i n d i n g  o f  a m y l o i d o s i s  i n  one  c a s e  o f  " n o n - s e c r e t o r y "
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m y e l o m a  r a i s e d  t h e  p o s s i b i l i t y  t h a t ,  i n  some  c a s e s ,  t h e  

m a l i g n a n t  c e l l s  may s e c r e t e  i m m u n o g l o b u l i n  i n  q u a n t i t i e s  

t o o  s m a l l  t o  be  d e t e c t e d  u s i n g  c o n v e n t i o n a l  

e l e c t r o p h o r e t i c  t e c h n i q u e s .  The d e t e c t i o n  o f  a s m a l l  

p a r a p r o t e i n  i n  t h e  c a s e  d e s c r i b e d  i n  t h i s

t h e s i s  may l e n d  s u p p o r t  t c  t h e  v i e w  t h a t  a l i m i t e d  

s e c r e  t o r y  - c a p a c i t y  i s  i n h e r a n t  i n  some  o f  t h e s e  c a s e s .  

Mabry e t  a l  ( 1977)  d e mo n s t r a t e d  "in v i t r o "  t h a t  s e c r e t i o n  

o f  p a r a p r o t e i n  d i d  t a k e  p l a c e ,  but  o n l y  t o  a l i m i t e d  

e x t e n t ,  however .  The i r  dat a  s u g g e s t e d  t h a t  a b l o c k  a t  the  

G o l g i  a p p a r a t u s  l e v e l  w h i c h  w a s  p e r h a p s  r e l a t e d  t o  

g l y  c o s y l  a t i  on and whi c h  p r e v e n t e d  s e c r e t i o n  t o  i t s  f u l l e s t  

e x t e n t .

A r e p o r t  by Ce r e d a  e t  a l  ( 1 9 8 2 )  h i g h l i g h t s  one  o f  t h e  

d i f f i c u l t i e s  a s s o c i a t e d  w i t h  " n o n - s e e r e t o r y " myel oma.  In 

t h e  c a s e  t h e y  d i s c u s s ,  a m i s t a k e n  d i a g n o s i s  o f  b r e a s t  

c a r c i n o m a  wa s  made on a p a t i e n t ,  p a r t l y  on the b a s i s  t h a t  

b i o c h e m i c a l  markers  f o r  myel oma w e r e  a b s e n t  i  e. t h e r e  was  

no d e t e c t a b l e  serum or u r i n a r y  p a r a p r o t e i n .  E v e n t u a l l y ,  an 

IgA l ambda p a r a p r o t e i n  was  i d e n t i f i e d  u s i n g  c o n v e n t i o n a l  

t e c h n i q u e s  a f t e r  w h i c h  t r e a t m e n t  f o r  m y e l o m a  w a s  

i n s t i g a t e d  b u t  t h e  p a t i e n t  s u b s e q u e n t l y  d e v e l o p e d  

n e u t r o p e n i a  and d i e d .  I t  i s  p o s s i b l e  t h a t  IIEF c o u l d  be o f  

h e l p  i n  p r o v i d i n g  a pr o mp t  and d e f i n i t i v e  d i a g n o s i s  i n  

s u c h  c a s e s .  The r e s u l t s  p r e s e n t e d  h e r e  s u g g e s t  t h a t  a 

d i a g n o s i s  o f  m y e l o m a  c a n n o t  be r u l e d  o u t  b e c a u s e  no 

e v i d e n c e  o f  p a r a p r o t e i  n a e m i a  or  p a r a p r o t e i n u r i a  i s  

a v a i l a b l e  a f t e r  t he  a p p l i c a t i o n  o f  r o u t i n e  e l e c t r o p h o r e t i c  

t e c h n i q u e s .  S i m i l a r l y ,  "n o n - s e c r e t o r y " myeloma s h o u l d  not



1 64

be  d i a g n o s e d  w i t h o u t  r e c o u r s e  t o  m o r e  s e n s i t i v e  

t e c h n i q u e s .  I t  i s  p o s s i b l e  t h a t  I I EF,  i n  a d d i t i o n  t o  

c o n f i r m i n g  t h e  s e c r e t o r y  c a p a c i t y  o f  t he  d i s e a s e  i n  some  

c a s e s ,  may a l s o  o f f e r  a m e a n s  o f  a s s e s s i n g  t h e  r e s p o n s e  t o  

t r e a t m e n t .

In a d d i t i o n  t o  m u l t i p l e  myel oma wh e t h e r  i t  i n v o l v e s  a 

s e c r e t e d  p r o d u c t  or n o t ,  o t h e r  r e l a t e d  d i s e a s e s  may 

b e n e f i t  f r o m t h e  a p p l i c a t i o n  o f  I I EF.  A l t h o u g h  m u l t i p l e  

myel oma i s  the us ua l  mode of  p r e s e n t a t i o n  o f  pl asma c e l l  

d y s c r a s i a s ,  on o c c a s i o n  p l a s ma c y t o ma s  can d e v e l o p  s i n g l y  

or r e m a i n  s o l i t a r y , e i t h e r  i n  t he  b o n e  ma r r o w ,  i n  w h i c h  

s i t e  t h e  d i s e a s e  i s  c l a s s e d  a s  a s o l i t a r y  m e d u l l a r y  

p l a s m a c y t o m a  o r  i n  s o f t  t i s s u e  ( e x t r a  m e d u l l a r y  

p l a s m a c y t o m a ) .  Thus ,  t h e s e  d i s e a s e s  a r e  c l o s e l y  r e l a t e d  

w i t h  t he  m a j o r i t y  g o i n g  on to d e v e l o p  s y m p t o m a t i c  m u l t i p l e  

my e l o ma .  Th o s e  p a t i e n t s  d e v e l o p i n g  m y e l o m a  may do so  

s h o r t l y  a f t e r  a n  i n i t i a l  d i a g n o s i s  o f  s o l i t a r y  

p l a s m a c y t o m a  ( B a t a i l l e  1 9 8 2 ) .  I t  i s  c l e a r  t h e n ,  t h a t  

e f f e c t i v e  m o n i t o r i n g  of  the d i s e a s e  s t a t e  i s  r e q u i r e d  t o  

d i s t i n g u i s h  b e t we e n  p a t i e n t s  who w i l l  s u b s e q u e n t l y  d e v e l o p
■j-ir-eyn

d i s s e m i n a t e d  d i s e a s e / t h o s e  whos e  p l a s m a c y t o m a s  w i l l  r emai n  

s o l i t a r y  f or  l o n g  p e r i o d s .

A1 e x a n i o n  ( 1 980  ) e s t i m a t e d  t h a t  5 5 3» o f  s o l i t a r y  

pl a s ma c y t o ma  c a s e s  had d e t e c t a b l e  para pr o t e i  naemi  a, w h i l s t  

B a t a i l l e  e t  a l  ( 1 9 8 1 )  r e v i e w i n g  114 c a s e s  s a i d  t h a t  25% 

had a serum mo n o c l o n a l  component ,  a l t h o u g h  he  l a t e r  no t ed  

t h a t  t h i s  w a s  p r o b a b l y  an u n d e r e s t i m a t e  ( B a t a i l l e  1 9 8 2 ) .  

He a l s o  n o t e d  t h a t  t he  s erum m o n o c l o n a l  i m m u n o g l o b u l i n



165

l e v e l s  w e r e  l o w  a t  1 . 5 g  p e r  c e n t  i n  s e r um w i t h  t h e s e  

p a r a p r o t e i n s  " d i s a p p e a r i n g "  a f t e r  s u r g e r y  a n d / o r  r a d i a t i o n  

t h e r a p y .

The i n c r e a s e  i n  s e n s i t i v i t y  t h a t  i s  s e e n  w i t h  t he  use  

o f  I I EF i s  o f  v a l u e  b o t h  i n  c o n f i r m i n g  d i a g n o s i s  and  

m o n i t o r i n g  t h e  e f f e c t i v e n e s s  o f  t r e a t m e n t  o f  s o l i t a r y  

pl a s ma c y t o ma .  In s i x  o f  the seven c a s e s  d e s c r i b e d  e a r l i e r ,  

c o n v e n t i o n a l  e l e c t r o p h o r e t i c  t e c h n i q u e s  w e r e  o f  l i m i t e d  

v a l u e  b o t h  i n  t e r m s  o f  a i d i n g  d i a g n o s i s  and m o n i t o r i n g  

e i t h e r  t h e  f u t u r e  d i s s e m i n a t i o n  o f  t h e  d i s e a s e  or t h e  

r e s p o n s e  t o  t r e a t m e n t .

A s s e s s m e n t  o f  d i s s e m i n a t i o n  o f  t h e  d i s e a s e  i s  o f  

p a r t i c u l a r  i m p o r t a n c e ,  a s  m o s t  p a t i e n t s  w i t h  s o l i t a r y  

p l a s ma c y t o ma  d e v e l o p  m u l t i p l e  myeloma.  In t h e  same way as  

IIEF may be o f  v a l u e  i n  d e t e r m i n i n g  a b e n i g n  or m a l i g n a n t  

c o u r s e  by m o n i t o r i n g  p a r a p r o t e i n  c o n c e n t r a t i o n s  i n  

m o n o c l o n a l  gamrnopathy o f  u n d e t e r m i n e d  s i g n i f i c a n c e  and  

a l s o  by e a r l y  d e t e c t i o n  o f  r e l a p s e  o f  m u l t i p l e  m y e l o m a ,  

t h e  t e c h n i q u e  may d e t e c t  d i s s e m i n a t i o n  o f  s o l i t a r y  

p l a s m a c y t o m a  b e f o r e  i t  i s  p o s s i b l e  u s i n g  c o n v e n t i o n a l  

t e  chni q u e s .

As  s h o wn  i n  t h i s  t h e s i s ,  B e n c e - J o n e s  p r o t e i n  c an  be  

d e t e c t e d  bo t h  i n  the serum and u r i n e  o f  myeloma p a t i e n t s  

and a l s o ,  i n  t h e  c as e  i l l u s t r a t e d  e a r l i e r  i n  t h e  serum of  

p a t i e n t s  w i t h  s o l i t a r y  p l a s ma c y t o ma  by IIEF.  I t  i s  c l e a r  

f r o m p r e v i o u s  w o r k  t h a t  B e n c e - J o n e s  p r o t e i n  c a n  be a 

u s e f u l  and i m p o r t a n t  t u m o u r  m a r k e r  ( P e r r y  & K y l e  1 9 7 5 ) .  

The n e o p l a s t i c  c e l l s  i n  mye l oma,  i n  a d d i t i o n  t o  s e c r e t i n g



166

i n t a c t  mo n o c l o n a l  i mmu n o g l o b u l i n s ,  o f t e n  produce  an e x c e s s  

o f  m o n o c l o n a l  f r e e  l i g h t  c h a i n  o r  B e n c e - J o n e s  p r o t e i n ,  

w h i c h  can  be d e t e c t e d  e i t h e r  i n  t h e  s er um or u r i n e  o f  

a f f e c t e d  p a t i e n t s .  I t  has  been s u g g e s t e d  r e c e n t l y  t h a t  i n  

myel oma,  a r e d u c t i o n  i n  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  B e n c e - J o n e s  

p r o t e i n  i n  the u r i n e  may i n d i c a t e  the  o n s e t  of  a r e m i s s i o n  

p e r i o d  some t i m e  b e f o r e , t h e r e  i s  a c o r r e s p o n d i n g  d e c r e a s e  

i n  t h e  i n t a c t  m o n o c l o n a l  i m m u n o g l o b u l i n  i n  t h e  s erum  

( M c L a u g h l i n  & A 1 e x a n i o n  1 9 8 2 ) .  When t h e  B e n c e - J o n e s  

p r o t e i n  c o n c e n t r a t i o n  i n  t h e  u r i n e  f a l l s  i t  b e c o m e s  

i n c r e a s i n g l y  more  i m p r a c t i c a l  t o  m e a s u r e ,  a s  t h i s  o f t e n  

n e c e s s i t a t e s  c o n c e n t r a t i o n  o f  t he  u r i n e  up t o  300 t i m e s .  

F u r t h e r m o r e ,  a n a l y s i s  o f  f r e e  l i g h t  c h a i n s  i n  s e r um by 

r o u t i n e  e l e c t r o p h o r e s i s  i s  o f  l i m i t e d  v a l u e  a s  they may be 

p r e s e n t  i n  l o w  c o n c e n t r a t i o n s  or  be ma s k e d  by t h e  i n t a c t  

m o n o c l o n a l  i mmu n o g l o b u l i n .  McLaughl i n  & A1 e x a n i o n  ( 1982)  

f o u n d  t h a t  a p r o p o r t i o n  o f  p a t i e n t s  r e s p o n d e d  t o  

c h e m o t h e r a p y  w i t h  c o m p l e t e  e l i m i n a t i o n  c f  B e n c e - J o n e s  

p r o t e i n  f r o m t h e  u r i n e .  T h i s  l e f t  a gap i n  t r e a t m e n t  

m o n i t o r i n g  b e f o r e  t h e  m o n o c l o n a l  i m m u n o g l o b u l i n  

c o n c e n t r a t i o n  i n  s e r u m  b e g a n  t o  f a l l .  T h i s  t h e s i s  

d e s c r i b e d  an e x p e r i m e n t  w h i c h  may h e l p  f i l l  t h a t  gap.

From t h i s  w o r k ,  i t  i s  c l e a r  t h a t  s er um B e n c e - J o n e s  

p r o t e i n  i s  d e t e c t a b l e  i n  a s u b s t a n t i a l  m a j o r i t y  o f  c a s e s  

a n d  a t  a s i m i l a r  i n c i d e n c e  t o  t h a t  o f  B e n c e - J o n e s  

p r o t e i n u r i a .  The e s t i m a t e  o f  t he  i n c i d e n c e  c f  B e n c e - J o n e s  

p r o t e i n u r i a  o f  64% by I I E F  i s  i n  b r o a d  a g r e e m e n t  w i t h  

o t h e r  e s t i m a t e s  u s i n g  d i f f e r e n t  t e c h n i q u e s  o f  50-80% 

( K y l e ,  1 9 7 5 ;  S o i l i n g  e t  a l ,  1 9 82;  Hobbs ,  1 9 7 5 ) .  T h i s  w i d e
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range pr obabl y  r e f l e c t s  some o f  t he  d i f f i c u l t i e s  i n v o l v e d  

i n  t he  d e t e c t i o n  o f  B e n c e - J o n e s  p r o t e i n  i n  u r i n e  a f t e r  

che mot her apy  has  been i n s t i g a t e d  (MRC Worki ng  Par t y  1 984) .  

B e f o r e  the d e v e l o p m e n t  o f  more s e n s i t i v e  t e c h n i q u e s  s u c h  

as  I IEF,  t h e r e  was  no a d v a n t a g e  t o  m o n i t o r i n g  B e n c e - J o n e s  

p r o t e i  naemi a as  t h i s  was  d e t e c t a b l e  i n  f e w e r  p a t i e n t s  than  

B e n c e - J o n e s  p r o t e i n u r i a  u s i n g  c o n v e n t i o n a l  t e c h n i q u e s .  The 

r e s u l t s  shown i n  t h i s  t h e s i s  have  r e v e r s e d  t h a t  s i t u a t i o n ,  

as  B e n c e - J o n e s  p r o t e i n  was  f ound t o  be d e t e c t a b l e  by IIEF  

i n  t he  s er um o f  68% o f  t he  c a s e s  s t u d i e d  c o m p a r e d  w i t h  6 4% 

of  t he  u r i n e  s a mp l e s .  I t  i s  a l s o  i m p o r t a n t  t o  no t e  t h a t  i n  

no c a s e  w a s  B e n c e - J o  ne s p r o t e i n f o u n d  to be p r e s e n t  i n  t h e  

u r i n e  w i t h o u t  i t s  b e i n g  d e t e c t a b l e  i n  t h e  serum.

T h e s e  r e s u l t s  i n d i c a t e  t h a t  i t  may be u s e f u l  t o  

m o n i  t o r  s e r um B e n c e - J o n e s  p r o t e i n  l e v e l s  i n  a d d i t i o n  t o  

the u r i n a r y  l e v e l s  t h r o u g h o u t  t he  t r e a t m e n t ,  r e m i s s i o n  and 

r e l a p s e  ph a s e s  o f  m u l t i p l e  myel oma.  There  woul d  be c e r t a i n  

p r a c t i c a l  a d v a n t a g e s  t o  m e a s u r i n g  serum l e v e l s  i n  a d d i t i o n  

t o  u r i n a r y  l e v e l s .  F i r s t ,  random u r i n e  s a m p l e s  may not  be 

r e p r e s e n t a t i v e  o f  t o t a l  e x c r e t i o n ,  e v e n  whe n  r e l a t e d  t o  

c r e a t i n i n e  ( v i d e  i n f r a )  and 24 hour u r i n e  c o l l e c t i o n s  can 

s o m e t i m e s  be d i f f i c u l t  t o  o b t a i n  i f  t he  p a t i e n t  i s  n o t  

c o n f i n e d  t o  h o s p i t a l .  Large c o l l e c t i o n s  o f  u r i n e  a r e  a l s o  

d i f f i c u l t  to  p r e s e r v e .  I f ,  a s  i s  t h e  p r a c t i c e  i n  some  

l a b o r a t o r i e s ,  r a n d o m  u n p r e s e r v e d  u r i n e s  a r e  u s e d ,  

u n r e l i a b l e  r e s u l t s  may be  o b t a i n e d  a s  a r e s u l t  o f  

b a c t e r i a l  d e g r a d a t i o n .  Ur i n e s  a r e  o f t e n  c o n c e n t r a t e d  1 00 -  

300 t i m e s  b e f o r e  a n a l y s i s  and l o s s e s  d u r i n g  t h i s  p r o c e d u r e  

can i n t r o d u c e  a s i g n i f i c a n t  e r r o r  i n t o  t h e  f i n a l  v a l u e  f o r
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t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  B e n c e - J o n e s  p r o t e i n .  I f  t h e  

c o n c e n t r a t i o n  p r o c e d u r e  i s  n o t  e n t i r e l y  a c c u r a t e ,  t h e n  

bo t h  o v e r  and u n d e r e s t i m a t e s  o f  B e n c e - J o n e s  p r o t e i n  

c o n c e n t r a t i o n s  can r e s u l t .  Fu r t he r  c o n c e n t r a t i o n  o f  u r i n e  

t o  500  t i m e s  i s  s o m e t i m e s  p o s s i b l e  d e p e n d i n g  on t h e  

g e n e r a l  l e v e l  o f  p r o t e i n u r i a ,  but  the p o s s i b l e  e r r o r s  from 

. t h i s  c o n c e n t r a t i o n  s t e p  may be f u r t h e r  compounded.

Meas urement  of  serum B e n c e - J o n e s  p r o t e i n  l e v e l s  wo u l d  

o b v i a t e  t h e s e  d i f f i c u l t i e s  t o  a g r e a t  e x t e n t  a n d  

i m p o r t a n t l y ,  w o u l d  mean t h a t  s u c c e s s i v e  s erum s a m p l e s  

t a k e n  t h r o u g h o u t  t h e  d i s e a s e  c o u l d  be c o m p a r e d  d i r e c t l y  

w i t h  a g r e a t  de a l  more c o n f i d e n c e  and r e l i a b i l i t y  than i s  

p o s s i b l e  u s i n g  u r i n e  s a m p l e s  w i t h  t h e i r  a t t e n d a n t  

d i f f i  cul  t i e s .

I n  a d d i t i o n  t o  m u l t i p l e  m y e l o m a  i n v o l v i n g  i n t a c t  

i m m u n o g l o b u l i n  m o l e c u l e s  w i t h  e x c e s s  f r e e  l i g h t  c h a i n s ,  

o t h e r  p o s s i b l e  a r e a s  o f  a p p l i c a t i o n  o f  t h e  me a s u r e me n t  o f  

s e r u m B e n c e - J o n e s  p r o t e i n  l e v e l s  w o u l d  be B e n c e - J o n e s  

myel oma i n  wh i c h  mo n o c l o n a l  f r e e  l i g h t  c h a i n s  a r e  t h e  onl y  

n e o p l a s t i c  p r o du c t ,  or i d i o p a t h i c  B e n c e - J o n e s  gammopathy  

( K y l e ,  1 9 8 2 ) .  I f  i n  t h e s e  c i r c u m s t a n c e s ,  u r i n a r y  B e n c e -  

J o n e s  p r o t e i n  i s  u n d e t e c t a b l e  u s i n g  c o n v e n t i o n a l  

t e c h n i q u e s ,  I I EF  c o u l d  be u s e d  t o  m e a s u r e  s e r um and  

u r i n a r y  B e n c e - J o n e s  p r o t e i n  c o n c e n t r a t i o n s .  I n de e d ,  w i t h  

r e g a r d  t o  t h e s e  d i s e a s e s ,  Dur i e  ( 1 9 8 2 ) ,  i n  d i s c u s s i n g  t h e  

u t i l i t y  o f  m e a s u r i n g  serum be t a - 2 - m i  c r o g l o b u l i  n l e v e l s  a s  

a m e a n s  o f  a s s e s s i n g  t h e  r e s p o n s e  t o  t h e r a p y ,  o b s e r v e d  

t h a t  i t  i s  much more  c o n v e n i e n t  t o  m e a s u r e  t h e s e  l e v e l s  

than t o  me a s u r e  t o t a l  B e n c e - J o n e s  p r o t e i n  e x c r e t i o n  i n  24
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hour u r i n e  c o l l e c t i o n s .  The r e s u l t s  r e p o r t e d  h e r e  s u g g e s t  

t h a t  me a s u r e me n t  of  serum b e t a - 2 - m i  c r o g l o b u l i  n l e v e l s  may 

not  be r e q u i r e d  s i m p l y  as  an a l t e r n a t i v e  t o  u r i n a r y  B e n c e -  

J o n e s  p r o t e i n  e s t i m a t i o n  a s  s e r u m B e n c e - J o n e s  p r o t e i n  

l e v e l s  c o u l d  be m e a s u r e d  by I I EF.  C u z i c k  e t  a l  ( 1 985 ) ,  i n  

a s t u d y  i n v o l v i n g  674 m u l t l i p l e  my e l o ma  p a t i e n t s ,  f o u n d  

t h a t  me a s ur e me nt  o f  serum be t a - 2 - m i c r  og l  obul  i n  l e v e l s  was  

an i m p o r t a n t  p r o g n o s t i c  f a c t o r  on p r e s e n t a t i o n  a nd  a 

r e p o r t  by C r a w f o r d  ( 1 9 8 c )  drew a t t e n t i o n  t o  t h e

i m p o r t a n c e  o f  s erum c a l c i u m  l e v e l s  a s  a p r o g n o s t i c  and  

m o n i t o r i n g  f e a t u r e  i n  m y e l o m a .  So,  i t  i s  c l e a r  t h a t  t h e  

r a n g e  o f  i n f o r m a t i o n  a v a i l a b l e  f r o m t e s t s  on s erum  

p a r a m e t e r s  i s  be c o mi ng  w i d e r  and more de pe nd a bl e .

R e n a l  f u n c t i o n  i s  a m a j o r  c o m p l i c a t i n g  f a c t o r  i n  t h e  

a s s e s s m e n t  o f  t he  r e l a t i o n s h i p  b e t we e n  B e n c e - J o n e s  p r o t e i n  

l e v e l s  and t u m o u r  m a s s .  U r i n a r y  B e n c e - J o n e s  p r o t e i n  

r e p r e s e n t s  t h a t  p r o t e i n  w h i c h  h a s  e s c a p e d  c a t a b o l i s m  or 

r e a b s o r p t i o n  by t he  t u b u l a r  c e l l s  of  the  k i d ne y .  Mogenson  

& S o i l i n g  ( 1 977)  s h o w e d  t h a t  mo r e  t h a n  95% o f  g l o m e r u l a r  

f i l t e r e d  f r e e  l i g h t  c h a i n  i s  n o r m a l l y  r e a b s o r b e d  by t h e  

t u b u l a r  c e l l s ,  w h i l s t  M c L a u g h l i n  & A 1 e x a n i o n  ( 1 9 8 2 )  

e s t i m a t e d  t h a t  r e n a l  c a t a b o l i s m  o f  f r e e  l i g h t  c h a i n  can  

e x c e e d  3 0 g / d a y .  Thus ,  i t  s e e m s  l i k e l y  t h a t  d e c r e a s e d  

c o n c e n t r a t i o n s  o f  u r i n a r y  B e n c e - J o n e s  p r o t e i n  may r e f l e c t  

an i m p r o v e m e n t  o f  r e n a l  f u n c t i o n  w i t h  t h e  e f f e c t s  o f  

t h e r a p y  upon t h e  t u mo u r  b e i n g  o b s c u r e d  by t h i s .  Some  

l a b o r a t o r i e s  r e p o r t  B e n c e - J o n e s  p r o t e i n  i n  t e r m s  o f  amount  

e x c r e t e d  p e r  mg o f  c r e a t i n i n e ,  b u t  B e n c e - J o n e s  p r o t e i n  

c o n c e n t r a t i o n  : c r e a t i n i n e  r a t i o s  d o e s  n o t  s o l v e  t h e
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p r o b l e m  o f  a l l o w i n g  f o r  c h a n g e s  i n  r e n a l  f u n c t i o n  a s  i t  

h a s  b e e n  s h o wn  t h a t  c l e a r a n c e  o f  B e n c e - J o n e s  p r o t e i n  i s  

i n v e r s e l y  p r o p o r t i o n a l  t o  c r e a t i n i n e  c l e a r a n c e  i n  myel oma  

p a t i e n t s  ( Fer mi n  e t  a l ,  1974) .

I n  a d d i t i o n  t o  r e n a l  f u n c t i o n ,  t he  s e c o nd  maj or  f a c t o r  

w h i c h  g o v e r n s  the s e c r e t i o n  and e x c r e t i o n  o f  B e n c e - J o n e s  

p r o t e i n  i s  c h e m o t h e r a p y .  M c L a u g h l i n  & A 1 e x a n i o n  ( 1 9 8 2 )  

s u g g e s t e d  t h a t  f o l l o w i n g  c h e m o t h e r a p y ,  a d e c l i n e  i n  t h e  

serum mo n o c l o n a l  i m m u n o g l o b u l i n  c o n c e n t r a t i o n  was  a b e t t e r  

i n d e x  o f  t u m o u r  m a s s  t h a n  t h e  " d i s a p p e a r a n c e "  o f  u r i n a r y  

B e n c e - J o n e s  p r o t e i n  a s  t h e  d i s a p p e a r a n c e  of  t he  l a t t e r  may 

n o t  c o r r e l a t e  w e l l  w i t h  t h e  t o t a l  B e n c e - J o n e s  p r o t e i n  

p r o d u c t i  on.

I n  v i e w  o f  t h e s e  p r o b l e m s  w i t h  i n t e r p r e t a t i o n  o f  

l e v e l s  o f  B e n c e - J o n e s  p r o t e i n  i n  u r i n e ,  t h i s  s t u d y  

s u g g e s t s  t h a t  m e a s u r e m e n t  o f  s e r um B e n c e - J o n e s  p r o t e i n  

l e v e l s  may be a d d e d  t o  t h e  l i s t  o f  par a  m e t  er s t h a t  can be 

u s e f u l l y  me as ured i n  m y e l o m a t o s i s .
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IV c Q u a n t i t a t i o n  o f  p a r a p r o t e i n s

Q u a n t i t a t i o n  o f  s erum p a r a p r o t e i n s  i s  n o r m a l l y  

c a r r i e d  o u t  e i t h e r  by s i n g l e  r a d i a l  i m m u n o d i f f u s i o n  

( M a n c i n i  e t  a l  1 9 6 5 ) ,  or by d e n s i t o m e t r i c  s c a n n i n g  o f  a 

z o n a l  e l e c t r o p h o r e t i c  s t r i p .  The f o r me r  t e c h n i q u e  s u f f e r s  

f rom t h e  d i s a d v a n t a g e  t h a t  i t  d o e s  n o t  d i s c r i m i n a t e  

b e t w e e n  the p a r a p r o t e i n  and the p o l y c l o n a l  i m m u n o g l o b u l i n  

w h i c h  may be p r e s e n t ,  t h u s  i n t r o d u c i n g  e r r o r s  w h e n  

p a r a p r o t e i n  c o n c e n t r a t i o n s  a r e  l o w  i n  r e l a t i o n  t o  t he  

p o l y c l o n a l  i m m u n o g l o b u l i n s .  Zo n a l  e l e c t r o p h o r e s i s  i s  

s o m e w h a t  b e t t e r  i n  t h i s  r e s p e c t ,  b u t  i t s  r e s o l u t i o n  and  

s e n s i t i v i t y  are  i n f e r i o r  t o  lEF a s  t h i s  t h e s i s  h a s  shown.

T h i s  s t u d y  h a s  d e m o n s t r a t e d  t h a t  i t  i s  p o s s i b l e  t o  

q u a n t i f y  a c c u r a t e l y ,  t he  c o n c e n t r a t i o n  o f  p a r a p r o t e i n s  i n  

s e r u m  a n d u r i n e  by l EF a n d  I I E F .

A c c u r a t e  q u a n t i t a t i o n  o f  mo n o c l o n a l  i m m u n o g l o b u l i n s  i s  

an i m p o r t a n t  a s p e c t  o f  t h e  l a b o r a t o r y  i n v e s t i g a t i o n  o f  

p a t i e n t s  w i t h  B c e l l  n e o p l a s i a ,  such as  m u l t i p l e  myel oma,  

whe r e  the p a r a p r o t e i n  c o n c e n t r a t i o n  i s  b e l i e v e d  to be ar  a 

d i r e c t  r e l a t i o n s h i p  t o  t h e  s i z e  o f  t h e  t u m o u r  

( Hobbs ,  1971) .  R e s u l t s  r e p o r t e d  e a r l i e r  shown t h a t  lEF and 

I IEF a r e  much more  s e n s i t i v e  ( 10 - 40X)  t han c o n v e n t i o n a l  

e l e c t r o p h o r e t i c  t e c h n i q u e s  f o r  t h e  d e t e c t i o n  o f  

p a r a p r o t e i n s .  T h i s  w o r k  h a s  b e e n  e x t e n d e d  by t h e  

d e m o n s t r a t i o n  t h a t  the same t e c h n i q u e s  can be used f o r  t he  

a c c u r a t e  q u a n t i t a t i o n  o f  p a r a p r o t e i n s  a t  both h i g h  and l ow  

c o n c e n t r a t i o n s  ( <1 mg/  ml t o > 2 6 r n g / m l  d e p e n d i n g  on t h e
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i m m u n o g l o b u l i n  c l a s s ) .  In t h e  l a t t e r  c a s e ,  q u a n t i t a t i o n  i s  

p o s s i b l e  whe n  t h e  t u mo u r  s i z e  i s  s m a l l e r  t h a n  a l l o w s  

d e t e c t i o n  o f  a p a r a p r o t e i n  u s i n g  c o n v e n t i o n a l  t e c h n i q u e s .  

The f i g u r e s  i n  T a b l e s  9a and 9b d e s c r i b e  r e s u l t s  f r o m a 

s ys t e m wh i c h  q u a n t i f i e s  p a r a p r o t e i n s  t o  w i t h i n  1C-15% o f  

t h e  c a l c u l a t e d  c o n c e n t r a t i o n  o b t a i n e d  by s c a n n i n g  

d e n s i  tom e t r i  c a n a l y s i s  o f  a z o n a l  e l e c t r o p h o r e t i c  s t r i p .  

H o w e v e r ,  t h e  m a j o r  a d v a n t a g e  o f  u s i n g  t h i s  s y s t e m  i s  i t s  

s e n s i t i v i t y .  I t  c an  q u a n t i f y  p a r a p r o t e i n s  o v e r  a w i d e r  

c o n c e n t r a t i o n  r a n g e  t h a n  w a s  f o r m e r l y  p o s s i b l e  u s i n g  

s t a n d a r d  t e c h n i q u e s ,  and a s  a c o n s e q u e n c e ,  r e p r e s e n t s  a 

m a j o r  a d v a n c e  i n  t h e  m o n i t o r i n g  o f  s e c r e t o r y  B c e l l  

n e o p l a s i a .  T h e r e  a p p e a r s  t o  be l i t t l e  d i f f e r e n c e  i n  

a c c u r a c y  b e t w e e n  t h e  u s e  o f  IE F and I I EF a s  a q u a n t i t a t i v e  

t e c h n i q u e .  The u s e  o f  IE F w o u l d  be p r e f e r a b l e  f o r  a l l  

c l a s s e s  a s  i t  i n v o l v e s  f e w e r  s t e p s  and t h e r e f o r e  l e s s  room 

f o r  e r r o r ,  but  t h e  p r o b l e m s  s e t  by p a r a p r o t e i n s  s u c h  as  

I g A or IgM can be s u c c e s s f u l l y  o v e r c o m e  u s i n g  I IEF.  The 

m a j o r  t e c h n i c a l  i n c o n v e n i e n c e  o f  t h e  us e  o f  I I EF  i n  t h i s  

wa y ,  i s  t h a t  to  c o n s t r u c t  s t a n d a r d  c u r v e s  u s i n g  a n t i b o d y  

o v e r l a y ,  i t  i s  n e c e s s a r y  t o  a c h i e v e  c o m p l e t e  p r e c i p i t a t i o n  

of  the p a r a p r o t e i n  s t a n d a r d s  by t he  a n t i  serum.  T h i s  f a c t o r  

t e n d s  t o  r e d u c e  t h e  upper c o n c e n t r a t i o n  l i m i t  wh i c h  can 

be u s e d  and i t  b e c o m e s  n e c e s s a r y  t o  f i n d  t h e  d i l u t i o n  o f  

t h e  t e s t  s a m p l e  w h i c h  g i v e s  f u l l  p r e c i p i t a t i o n  o f  t h e  

p a r a p r o t e i n ,  b u t  w h i c h  a l s o  g i v e s  an a b s o r b a n c e  f a l l i n g  

w i t h i n  t h e  range  s e t  by t h e  s t a n d a r d s .  IE F d o e s  n o t  s u f f e r  

from t h i s  i n c o n v e n i e n c e .  . I t s  onl y  l i m i t i n g  f a c t o r ,  and one  

wh i c h  a f f e c t s  I IEF i n  some c a s e s ,  i s  t h a t  t he  dye b i n d i n g ,  

and h e n c e  o p t i c a l  d e n s i t y ,  i s  n o t  a l w a y s  l i n e a r  w i t h
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r e s p e c t  t o  p a r a p r o t e i n  c o n c e n t r a t i o n .  N e v e r t h e l e s s ,  t h e  

f a c t  t h a t  p a r a p r o t e i n  d i l u t i o n s  w i t h  d i f f e r i n g  

c o n c e n t r a t i o n s  g i v e  e q u i v a l e n t  r e s u l t s  ove r  t he  f u l l  range  

o f  t h e s e  c u r v e s  m e a n s  t h a t  t h i s  h a n d i c a p  i s  e a s i l y  

ov er come.

H o w e v e r ,  t h e  a l t e r n a t i v e  t e c h n i q u e  u s i n g  z o n a l  

e l e c t r o p h o r e s i s  s u f f e r s  s i m i l a r  and s o m e t i m e s  more s e v e r e  

drawbacks .  F i r s t ,  t he  l o w e r  s e n s i t i v i t y  of  t he  t e c h n i q u e  

r e s t r i c t s  t he  p a r a p r o t e i n  r a n g e  o v e r  w h i c h  m e a s u r e m e n t s  

c an  be made,  t h e  mi n i mum c o n c e n t r a t i o n  b e i n g  d e p e n d a n t  

upon t h e  r e l a t i v e  c o n c e n t r a t i o n s  o f  t h e  p a r a p r o t e i n  and  

p o l y c l o n a l  i m m u n o g l o b u l i n s .  S e c o n d l y ,  p a r a p r o t e i n s  may 

o c c u r  i n  t h e  B e t a  r e g i o n  and can be o b s c u r e d  by t h e  B e t a  

p r o t e i n s .  IgA i s ' p a r t i c u l a r l y  a f f e c t e d  by t h i s ,  a l t h o u g h  

mo s t  o t h e r  para p r o t e i n  c l a s s e s  can m i g r a t e  to t h i s  r e g i o n .

The t e s t  s a m p l e s  i n  t h i s  s t u d y  w e r e  c h o s e n  a t  r a n d o m,  

i  e ,  t h e y  w e r e  n o t  c h o s e n  b e c a u s e  t h e y  w e r e  e a s y  t o  

q u a n t i f y  u s i n g  any p a r t i c u l a r  m e t h o d .  Ho we v e r ,  s o me  

s a mp l e s  c o n t a i n e d  p a r a p r o t e i n s  wh i c h ,  w h i l e  d e t e c t a b l e  and 

q u a n t i f i a b l e  u s i n g  I IEF,  proved t o  be u n d e t e c t a b l e  u s i n g  

z o n a l  e l e c t r o p h o r e s i s ,  w h e r e a s  t he  r e v e r s e  d i d  not  o c c u r .  

T h i s  f u r t h e r  i l l u s t r a t e s  t h e  p o t e n t i a l  v a l u e  o f  IE F and  

I I EF f o r  t he  d e t e c t i o n  an d q ua n t i  t a  t i  on o f  p a r a p r o t e i n s .  

The g r e a t e r  s e n s i t i v i t y  o f  IE F and I I EF may mean t h a t  t he  

d i s t i n c t i o n  b e t we e n  mo n o c l o n a l  gammopathy o f  u n d e t e r mi n e d  

s i g n i f i c a n c e  and mye l oma can be made when t h e  tumour l o a d  

i s  s m a l l e r .  The o n l y  a c c e p t e d  m e t ho  d w h i c h  m a k e s  t h i s  

d i s t i n c t i o n  i s  s e r i a l  mea s u r  em e n t  c f  p a r a p r o t e i n
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c o n c e n t r a t i o n  o v e r  a p e r i o d  o f  t i m e  ( K y l e ,  1 9 8 2 ) .  Thus ,  

b e c a u s e  IE F can d e t e c t  l o w e r  c o n c e n t r a t i o n s  o f  s e r u m  

p a r a p r o t e i n  t h a n  i s  p o s s i b l e  u s i n g  c o n v e n t i o n a l  

e l e c t r o p h o r e t i c  t e c h n i q u e s  , t h e  t e c h n i q u e  may h a v e  an 

i m p o r t a n t  r o l e  t o  p l a y  i n  d i s t i n g u i s h i n g  a b e n i g n  f rom a 

m a l i g n a n t  c o u r s e  a t  an e a r l i e r  s t a g e  t h a n  w a s  f o r m e r l y  

p o s s i  bl  e.
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IV ci Ho d g k i n ’ s D i s e a s e  and N on- Hodgki  ns Lymphoma

T h e  o c c u r e n c e  o f  a b n o r m a l  i m m u n o g l o b u l i n  

c o n f i g u r a t i o n s  i n  N o n - H o d g k i n ' s  Lymphoma and H o d g k i n ' s  

D i s e a s e  a r e  a l s o  i l l u s t r a t e d  i n  t h i s  t h e s i s .

P a r a p r o t e i  naemi a i s  w e l l  doc ument e d  i n  N on- Hodgki  n' s  

Lymphoma ( A l e x a n i o n  1975) ,  but  the s i t u a t i o n  i s  much l e s s  

c l e a r  w i t h  r e g a r d  t o  Ho dgki n ' s  D i s e a s e .

The  r e s u l t s  r e p o r t e d  h e r e  d e s c r i b e  s t u d i e s  on 9 

p a t i e n t s  w i t h  H o d g k i n ' s  D i s e a s e . T h e  s e r a  o f  5 o f  t h e s e  

c o n t a i n e d  q u a l i t a t i v e  i mm u n o g l o b u l i n  a b n o r m a l i t i e s  such a s  

p a r a p r o t e i  naemi a  or o l i g o c l o n a l  i m m u n o g l o b u l i n s .

The  c e l l u l a r  o r i g i n  o f  t h e  n e o p l a s t i c  c e l l s  i n  

H o d g k i n ' s  D i s e a s e  i s  s t i l l  a m a t t e r  o f  c o n t r o v e r s y .  A T 

c e l l  o r i g i n  h a s  b e e n  p r o p o s e d  o n  t h e  b a s i s  o f  

a b n o r m a l i t i e s  o f  c e l l  m e d i a t e d  i m m u n i t y  i n  H o d g k i n ' s  

D i s e a s e  and the o b s e r v a t i o n  t h a t  the d i s e a s e  i n f i l t r a t e s  

i n  p a r t i a l l y  i n v o l v e d  l ymph nodes  a r e  o f t e n  l o c a l i s e d  t o  

t h y m i c  d e p e n d a n t  p a r a  c o r t i c a l  r e g i o n s .  I n  

addi  t i  on, Hodgki  n' s  D i s e a s e  t umo ur s  h a v e  been r e p o r t e d  t o  

c o n t a i n  c e l l s  w i t h  a T l y m p h o c y t e  p h e n o t y p e  ( Kaur e t  a l  

19 7 4 ;  Ai  n s b e r  g & Long  1 975 ;  G aj 1 - Pe cz a l  ska  e t  a l  1 97 6 ) .  

In c o n t r a s t ,  a numbe r  o f  i n v e s t i g a t o r s  h a v e  p r e s e n t e d  

e v i d e n c e  s u g g e s t i n g  a B c e l l  o r i g i n .  Thus,  both s u r f a c e  

and c y t o p l a s m i c  i m m u n o g l o b u l i n  h a v e  o b s e r v e d  i n  t he  

n e o p l a s t i c  c e l l s  p r e p a r e d  f r o m l y m p h  n o d e s  and s p l e e n  ( 

L e e c h  1 9 7 3 ;  P a y n e  e t  a l  1 9 7 6  ) .  I n  s o me  c a s e s ,  t h e  

c y t o p l a s m i c  i m m u n o g l o b u l i n  a p p e a r s  t o  be m o n o c l o n a l  i n  

natureC Ga r v i n  e t  a l  1 974 ),  ho we v e r ,  mo s t  i m m u n o g l o b u l i n
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w i t h i n  t h e  n e o p l a s t i c  c e l l s  i s  p o l y c l o n a l  ( Ana g n o s t o u  e t  

a l  1 9 7 7 ; Ta y l o r  1974)  and has  been r e p o r t e d  i n  a s s o c i a t i o n  

w i t h  a l b u mi n  and a l ph  a - 1 - a n t i  t r y p s i n  (Poppema e t  a l  1 97 8) .  

T h e r e f o r e ,  i t  h a s  b e e n  c o n c l u d e d  t h a t  t h e  c y t o p l a s m i c  

i m m u n o g l o b u l i n  i s  mo r e  l i k e l y  t o  be o f  e x t e r n a l  o r i g i n  

r a t h e r  t h a n  e n d o g e n o u s l y  sy n t h e  s i  se'd p r o t e i n .  O t h e r  

w o r k e r s  h a v e  s u g g e s t e d  a h i s t i o c y t i c  o r i g i n  f o r  t h e  

n e o p l a s t i c  c e l l .  T h i s  i s  s u p p o r t e d  by t h e  f i n d i n g  t h a t  a 

c e l l  l i n e  d e r i v e d  f r o m s p l e n i c  H o d g k i n ' s  D i s e a s e  s h o w e d  

m a c r o p h a g e  l i k e  f e a t u r e s  s u c h  a s  l y s o z y m e  s e c r e t i o n  

( Kapl an & Ga r t ne r  1 977) .  However,  an e s t a b l i s h e d  c e l l  l i n e  

d e s c r i b e d  by R o b e r t s  e t  a l (  1 97 8 ) ,  w h i l s t  s h o w i n g  t h e  

c a p a c i t y  t o  p h a g o c y t o s e  and s t r o n g  n o n - s p e c i f i c  e s t e r a s e  

s t a i n i n g ,  f a i l e d  to show the a b i l i t y  to s e c r e t e  l y s o z y me .  

A l y mp h o i d  d e n d r i t i c  c e l l  o r i g i n  was  p r o p o s e d  by Di e h l  e t  

a l  ( 1 982) .

Th e s e  d a t a  u n d e r l i n e  t h e  u n c e r t a i n t y  r e g a r d i n g  t h e  

c e l l u l a r  o r i g i n  o f  H o d g k i n ' s  D i s e a s e ,  b u t  t h e  

d e m o n s t r a t i o n  h e r e  o f  two Hodg k i n ' s  D i s e a s e  p a t i e n t s  w i t h  

para p r o t e i  naemi  a may s u p p o r t  t h e  h y p o t h e s i s  t h a t  a B c e l l  

i s  r e s p o n s i b l e .  T h i s  i s  f u r t h e r  s u p p o r t e d  by t h e  

d e m o n s t r a t i o n  o f  m o n o c l o n a l  I g M i n  t h e  c y t o p l a s m  o f  

c i r c u l a t i n g  H o d g k i n ' s  l e u k a e m i c  c e l l s  ( L i n c h  e t  a l  1 9 85 )  

and a l s o  the o b s e r v a t i  on t h a t  a mo n o c l o n a l  a n t i b o d y  r a i s e d  

a g a i n s t  L42 8 H o d g k i n ' s  D i s e a s e  t i s s u e  c u l t u r e  c e l l  l i n e ,  

w h i l s t  n o t  s t a i n i n g  c e l l s  i n  a t o t a l  o f  14 N o n - H o d g k i n ' s  

L y m p h  om a ( B  c e l l  t y p e )  , s t a i n e d  7 EB V p o s i t i v e  

l y m pho bl a  s t o i  d c e l l  l i n e s  (He ch t  e t  a l  1985) .
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There  a r e  j e w  p r e v i o u s  r e p o r t s  o f  serum p a r a p r o t e i n s  i n  

H o d g k i n ' s  D i s e a s e  and t h e r e  a r e  a numbe r  o f  p o s s i b l e  

e x p l a n a t i o n s  f o r  t h e i r  p r e s e n c e  i n  t h e s e  c a s e s .  F i r s t ,  

t hey  c o u l d  be  m o n o c l o n a l  g a r n r a o p a t h i e s  o f  u n d e t e r m i n e d  

s i g n i f i c a n c e  w i t h  no d i r e c t  c o n n e c t i o n  w i t h  t h e  d i s e a s e .  

T h i s  i s  p r o b a b l y  t h e  l e a s t  l i k e l y  a s  t h e  p a t i e n t s  w e r e  

much y o u n g e r  t h a n  t h o s e  i n  w h i c h  i n c i d e n t a l  m o n o c l o n a l
»

g arnm 0 pa t  h i  e s w o u l d  be  a n t i c i p a t e d .  S e c o n d l y ,  t h e s e  

a b n o r m a l i t i e s  c o u l d  h a v e  a r i s e n  as  a r e s u l t  o f  a s e c o n d a r y  

l y m p h o p r o l  i f  e r a t i v e  d i s o r d e r  o c c u r i n g  d u e  t o  

i m m u n o s u p p r e s s i o n  a s  a r e s u l t  o f  t h e r a p y  f o r  H o d g k i n ' s  

D i s e a s e  ; e g .  t he  a s s o c i a t i o n  b e t w e e n  H o d g k i n ' s  D i s e a s e  

t r e a t e d  w i t h  ch em o -  and r a d i o t h e r a p y  and N o n - H o d g k i  n ' s  

Lymphoma i s  w e l l  documentedCZ a r r a b i  & Chan dor  1 983) .  The 

p r e s e n c e  o f  m o n o c l o n a l  g a m m o p a t h i e s  i n  Non-  Hodgki  n ' s

Lymphoma i s  w e l l  know n ( A1 e xa n i  a n 1 9 7 5 )  and t h i s  c o u l d  

a c c o u n t  f o r  t h e  p r e s e n c e  o f  t h e  p a r a p r o t e i n s  i n  t h e s e  

c a s e s .  T h i s  o b s e r v a t i o n  m a k e s  a nt  i - i  di  o ty pe s t u d i e s  on 

t h e s e  p a t i e n t s  o f  g r e a t  i n t e r e s t .  T h i r d l y ,  b o t h  t h e  

m o n o c l o n a l  and o l i g o c l o n a l  i m m u n o g l o b u l i n s  i n  t h e s e  

p a t i e n t s  may h a v e  r e s u l t e d  a s  a d i r e c t  c o n s e q u e n c e  o f  

t her apy  a f f e c t i n g  t he  B l y mp h o c y t e  s tem c e l l s .  Therapy may 

h a v e  l e f t  a r e s t r i c t e d  number o f  c l o n e s  f u n c t i o n a l  whi ch  

w o u l d  mean t h a t  t h e s e  c l o n e s  w o u l d  b e c o me  d o m i n a n t  and  

t h e i r  i m m u n o g l o b u l i n  p r o d u c t s  wo ul d  become d i s t i n g u i s h a b l e  

by IIEF.  There  may be a d e c r e a s e d  c a p a c i t y  f o r  i mm u n o l o g i c  

s u r v e i l l a n c e  by n a t u r a l  k i l l e r  c e l l s  ( L i v n a t  e t  a l  1 9 8 0 ;  

Dent  e t  a l  1966) ,  a s  a d i r e c t  r e s u l t  o f  i mmu n o s u p p r e s s i o n  

by t h e  d i s e a s e  i t s e l f  ( S t i  t e s  e t  a l  1 9 8 4 )  t h u s  a l l o w i n g  

c e r t a i n  B c e l l  c l o n e s  to become domi na n t  i n  t h o s e  p a t i e n t s
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w i t h  o l i g o c l o n a l  i m m u n o g l o b u l i n s .  T h e i r  d o m i n a n c e  h a s  

p e r h a p s  n o t  r e a c h e d  a s t a g e  a t  w h i c h  t h e i r  p r o d u c t s  a r e  

d e t e c t a b l e  i n  e v e r y  c a s e  by r o u t i n e  e l e c t r o p h o r e s i s .  The  

f o u r t h  and m o s t  i n t e r e s t i n g  p o s s i b i l i t y ,  i s  t h a t  t h e  

p a r a p r o t e i n s  a r e  i n d e e d  b e i n g  pr o d u c e d  by t he  n e o p l a s t i c  

c l o n e .  As t h i s  w o u l d  be o f  c o n s i d e r a b l e  i m p o r t a n c e  f o r  

u n d e r s t a n d i n g  t h e  p a t h o g e n e s i s  o f  H o d g k i n ' s  D i s e a s e ,  i t  

woul d  be i m p o r t a n t  to c o n f i r m the c e l l u l a r  o r i g i n  o f  t he  

p a r a p r o t e i n s  by a n a l y s i n g  t h e i r  i d i o t y p i c  s p e c i f i c i t y  and 

d e t e r m i n i n g  t h e i r  p r e s e n c e  i n  t i s s u e s .  In a d d i t i o n ,  i f  the  

n e o p l a s t i c  c l o n e s  w e r e  s h o wn  t o  be t h e  s o u r c e  o f  t h e  

p a r a p r o t e i n s ,  then t h i s  c o u l d  have  i m p o r t a n t  i m p l i c a t i o n s  

f o r  tumour s p e c i f i c  i mmunot herapy .  Hodgki n' s  D i s e a s e  m i g h t  

be p a r t i c u l a r l y  amenabl e  t o  a nt  i -  i  di oty pe i mmunot herapy  

b e c a u s e  o f  t he  r e l a t i v e  p a u c i t y  o f  t he  n e o p l a s t i c  c e l l s  i n  

a f f e c t e d  l ymph n o d e s  w h e r e  r e a c t i v e  i n f l a m m a t o r y  c e l l s  

make up t h e  m a j o r i t y  of  t he  c e l l u l a r  i n f i l t r a t e .

I t  i s  c l e a r  f r om t h e  r e s u l t s  r e p o r t e d  h e r e  and o t h e r  

p u b l i s h e d  works  t h a t  t he  o r i g i n  o f  t he  n e o p l a s t i c  c e l l  i n  

H o d g k i n ' s  D i s e a s e  i s  s t i l l  o b s c u r e  and t h a t  much w o r k  on 

t h i s  t o p i c  i s  r e q u i r e d .
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IV e Chroni c  Lymph o c y t i c  Leukaemi a

Ch r o n i c  l y m p h o c y t i c  l e u k a e m i a  wa s  e s t a b l i s h e d  a s  a B 

c e l l  t u mo u r  i n  t h e  e a r l y  1 9 7 0 ' s  ( P a p a m i c h a i l  e t  a l , 1 9 7 1 ;  

W i l  s on and No s s a l ,  1 97 1 ) .  S h o r t l y  a f t e r  t h i s  i t  w a s  s hown  

t o  be a m o n o c l o n a l  p r o l i f e r a t i o n  o f  B c e l l s  by s u r f a c e  

me mb r a n e  imm uno g l o  bu l  i  n ( S m i g )  s t u d i e s .  The S mi g  on t h e  

p r o l i f e r a t i n g  c e l l s  was  shown t o  ha v e  i s o  t ype  r e s t r i c t i o n  

w i t h  r e g a r d  t o  heavy and l i g h t  c h a i n  i m m u n o g l o b u l i n  t y p e s  

( Gr e y  e t  a l , 1 9 7 1 ;  Pr e u d ' h o mme  & S e l i g m a n n ,  1 9 7 2 b ) ;  t h e .  

s a me  i  di  o ty pe s p e c i f i c i t y  (Fu e t  a l , 1 9 7 4 ;  S a l  sa  no e t  a l ,

1 9 74 ;  S c h r o e r  e t  a l ,  1 9 7 4 ) ;  t h e  s a me  a n t i g e n  b i n d i n g  

s p e c i f i c i t y  ( P r e u d ' h o mme  & S e l i g m a n n ,  1 9 7 2 a ) .  T h e s e  

f i n d i n g s  r e f l e c t  i d e n t i c a l  v a r i a b l e  r e g i o n s  o f  t he  Smi g .

The d e n s i t y  o f  t he  s u r f a c e  i m m u n o g l o b u l i n  on CLL B 

c e l l s  i s  o f t e n  l o w e r  than t h a t  on normal  p e r i p h e r a l  b l o o d  

l y m p h o c y t e s  ( Ternynk e t  a l ,  1 974) ,  T h i s  has  c o n t r i b u t e d  to 

t h e  b e l i e f  t h a t  t he  c e l l s  w e r e  a t  an e a r l y  s t a g e  i n  t h e i r  

d i f f e r e n t i a t i o n  p a t h w a y .  H o w e v e r ,  a w i d e  r a n g e  o f  S mi g  

i s o t y p e s  c an  be f o u n d  on CLL B c e l l s  and t h i s  w o u l d  t e n d  

t o  a r g u e  t h a t  t h e  m a t u r a t i o n  b l o c k  i n  t h i s . d i s e a s e  i s  

p o o r l y  d e f i n e d  and t o  p l a c e  CLL B c e l l s  i n  t h e  " e a r l y "  B 

c e l l  c a t e g o r y  i s  t o  i g n o r e  t he  e x i s t e n c e  o f  CLL c l o n e s  

s e c r e t i n g  IgG (Freeland & N atv i g ,  1 972)  and IgA (Preud'homme  

a S e l i g m a n n  1 9 7 2 b ) ,  I n d e e d ,  a m a s s  o f  e v i d e n c e  h a s  b e e n  

a c c u m u l a t e d  s u p p o r t i n g  t h e  c o n c e p t  o f  an i n c o m p l e t e  

m a t u r a t i o n  b l o c k  i n  CLL. S e v e r a l  p a t i e n t s  have  been f ou nd  

t o  ha v e  two d i s t i n c t  l y m p h o c y t e  p o p u l a t i o n s  a s  i d e n t i f i e d  

by S m i g  s t u d i e s  ( S h e v a c h  e t  a l ,  1 9 7 2 ;  S e l i g m a n n  e t  a l



1 80

1 973) .  One p a t i e n t  w i t h  an IgG lambda p a r a p r o t e i n  p r e s e n t  

i n  t he  s e r um w a s  f o u n d  t o  h a v e  3 d i s t i n c t  p o p u l a t i o n s  o f  

l y m p h o c y t e s  a s  a s s e s s e d  by S m i g .  The  f i r s t  w a s  a 

p o p u l a t i o n  o f  s m a l l  l y m p h o c y t e s  w i t h  c y t o p l a s m i c  mu c h a i n s  

and SmIgM l a mb d a .  The s e c o n d  w a s  l y m p h o c y t e s  w i t h  no 

cy to pi a s mi c mu but  w i t h  SmIgG, M and l ambda.  The l a s t  wa s  

l y m p h o c y t e s  w i t h  SmigG lambda.  The p a t i e n t  a l s o  had some  

p l a s m a  c e l l s  w i t h  c y t o p l a s m i c  IgG l a m b d a .  No i di  o ty pe  

s t u d i e s  w e r e  done  on t h i s  p a t i e n t ,  but  t h e r e  i s  a s t r o n g  

s u g g e s t i o n  f r o m t h e s e  s t u d i e s  t h a t  t h e  n e o p l a s t i c  c e l l  

p o p u l a t i o n  was  h e t e r o g e n e o u s  w i t h  some c l o n a l  m a t u r a t i o n  

from the o r i g i n a l  mu l ambda to IgG l ambda s e c r e t i n g  c e l l s  

( P r e u d ' h o m m e  & S e l i g m a n n  1 97 2 b ) . .  Rudder  s & R o s s  ( 1 9 7 5 )  

t ook t h i s  r e a s o n i n g  f u r t h e r  when they d e s c r i b e d  an i s o t y p e  

s w i t c h  m e c h a n i s m  f r o m  IgG t c  I gA s y n t h e s i s  i n  CLL 

l y m p h o c y t e s .  The p a t i e n t  c o n c e r n e d  had l y mp h o c y t e s  b e a r i n g  

SmigG kappa or SmIgA kappa w i t h  a m o n o c l o n a l  s e r um IgG 

kappa p a r a p r o t e i n .  An a nt  i - i  di oty pe a n t i  s erum wa s  r a i s e d  

a g a i n s t  t h e  s e r um p a r a p r o t e i n  w h i c h  w a s  s h o wn  t o  r e a c t  

w i t h  bot h the IgG and IgA b e a r i n g  c e l l s .  Such t r a n s i t i o n s  

f r o m  IgM t o  IgG and f r o m  IgG t o  I gA s e c r e t i o n  a r e  

c h a r a c t e r i s e d  by a change  i n  the  Ĉ  g e n e  w i t h o u t  c h a n g i n g  

t h e  Cl , V„ or .V̂  g e n e s  and h a v e  b e e n  d e s c r i b e d  f o r  

pl asma c e l l s  i n  myeloma (Wang e t  a l  1 970) .

S m i g  s t u d i e s  h a v e  b e e n  u s e d  t h e r e f o r e  t o  p r o v i d e  

e v i d e n c e  b o t h  f o r  and a g a i n s t  a b l o c k  i n  m a t u r a t i o n  

o c c u r i n g  a t  an " e a r l y "  B c e l l  s t a g e .  A l m o s t  a l l  CLL B 

c e l l s  a r e  r e p o r t e d  to c a r r y  SmIgM w i t h  many a l s o  c a r r y i n g  

SmIgD ( S e l i g m a n n  e t  a l ,  1 973 ; Preud' homme e t  a l ,  1974;  H an
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e t  a l ,  1 9 8 2 ) .  In a d d i t i o n ,  i t  h a s  b e e n  r e p o r t e d  t h a t  I gM 

and IgD are  the o n l y  c l a s s e s  c f  mo n o c l o n a l  i m m u n o g l o b u l i n  

to be d e t e c t a b l e  i n  t h e  c y t o p l a s m of  t h e  n e o p l a s t i c  c e l l s  

( Ha n  e t  a l ,  1 9 8 2 )  t h u s  a r g u i n g  t h a t  t h e  c e l l s  a r e  

i m m a t u r e .  The r e s u l t s  r e p o r t e d  h e r e  show t h i s  l a t t e r  

s t a t e m e n t  t o  b e  m i s t a k e n .  The  r a n g e  o f  S m i g  a n d  

c y t o p l a s m i c  i m m u n o g l o b u l i n  i s o t y p e s  f r o m d i f f e r e n t  

p a t i e n t s  make the a r g u me n t s  t h a t  the  d i f f e r e n t i a t i o n  s t a g e  

i s  r e l a t e d  t o  t h e  S m i g  c l a s s  and t h a t  CLL c e l l s  h a v e  t h e  

p r o p e r t i e s  o f  e a r l y  i m m a t u r e  B c e l l s  u n t e n a b l e ,  i f  

c o n s i d e r e d  t o g e t h e r .  J o h n s t o n e  ( 1982)  r e v i e w e d  CLL and i t s  

r e l a t i o n s h i p  to normal  B c e l l  l y m p h o p o i e s i s  and c o n c l u d e d  

t h a t  t o  a c c o m o d a t e  m o s t  o f  t h e  a r g u m e n t s ,  s ome  e v i d e n c e  

h a d  t o  be  p l a c e d  t o  o n e  s i d e .  B e a r i n g  i n  m i n d  t h e  

f u n d a me n t a l  n a t u r e  of  t he  e v i d e n c e  t h a t  must  be p l a c e d  t o  

one  s i d e  t o  a c c o m o d a t e  t h e  v i e w  t h a t  CLL B c e l l s  a r e  

b l o c k e d  a t  an i m m a t u r e  s t a g e ,  t h i s  w o u l d  s e e m an u n w i s e  

cour s e .

As  w e l l  a s  c y t o p l a s m i c  a n d  S m i g  s t u d i e s ,  o t h e r  

e v i d e n c e  h a s  b e e n  c o l l e c t e d  w h i c h  s u g g e s t s  t h a t  t h e  

m a t u r a t i o n  b l o c k  i n  CLL i s  i n c o m p l e t e .  For exampl e ,  i t  ha s  

b e e n  s h o wn  t h a t  CLL c e l l s  " i n  v i t r o "  s e c r e t e  b o t h  i n t a c t  

1 9 s  IgM ( S t e v e n s o n  e t  a l ,  1 980)  and f r e e  l i g h t  c h a i n s  ( Tut t  

e t  a l , 1 9 8 3 ),  w i t h  some p a t i e n t s  h a v i n g  a serum p a r a p r o t e i n  

d e m o n s t r a b l e  by c o n v e n t i o n a l  e l e c t r o p h o r e s i s  (Fu e t  a l ,  

1 9 7 9 ) .  T h e s e  l a t t e r  c a s e s  w e r e  r e g a r d e d  a s  i n t e r m e d i a t e  

b e t w e e n  t h e  common " n o n - s e c r e t o r y " f o r m o f  CLL w i t h  a 

c o m p l e t e  m a t u r a t i o n  b l o c k  a n d  W a l d e n s t r o m ' s  

Ha c r o g l o b u l  i n a e mi a ,  a d i s e a s e  i n  wh i c h  t he  l y mp h o i d  c e l l s .
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r a n g i n g  f rom s ma l l  l y m p h o c y t e s  t o  p l as ma c e l l s ,  b e l o n g  t o  

the same B c e l l  c l o n e  s y n t h e s i s i n g  a Smi g i d e n t i c a l  t o  the  

serum p a r a p r o t e i n  (Preud'homme & S e l  igmann,  1 972c)

H o w e v e r ,  d e s p i t e  t h e  d e m o n s t r a t i o n  o f  " i n  v i t r o "  

s e c r e t i o n  o f  IgM by CLL l y m p h o c y t e s ,  i t  s t i l l  p r o v e d  

i m p o s s i b l e  t o  d e m o n s t r a t e  t h e  p r e s e n c e  o f  s e r u m  

p a r a p r o t e i  n a e m i a  i n  any  m o r e  t h a n  5 - 10% o f  c a s e s  

( A 1 e x a n i o n , 197 5;  Z l o t n i c k  & R o b i n s o n ,  1 9 7 0 ) .  I t  

i s ,  however ,  p o s s i b l e  t h a t  t he  a pp a r e n t  a b s e n c e  o f  serum 

p a r a p r o t e i  n a e m i  a i n  CLL may be  a f u n c t i o n  o f  t h e  

s e n s i t i v i t y  o f  t h e  t e c h n i q u e  u s e d  t o  d e t e c t  them r a t h e r  

t h a n  a f a i l u r e  o f  t he  c e l l s  t o  s e c r e t e  i m m u n o g l o b u l i n .  

T h i s  t h e s i s  , a s  w e l l  a s  o t h e r  p u b l i s h e d  w o r k s  ( Dee  ga n e t  

a l ,  1984 ; Qi an e t  a l ,  1984) ,  has  shown t h a t  t h i s  i s  i n d e e d  

t h e  c a s e .  The r e s u l t s  p r e s e n t e d  h e r e  f o r m one  o f  t h e  

l a r g e s t  s t u d i e s  a s  y e t  u n d e r t a k e n  i n t o  t h e  i n c i d e n c e  o f  

s e r um p a r a p r o t e i  n a e m i a  i n  t h i s  d i s e a s e  u s i n g  s e n s i t i v e  

t e c h n i q u e s .  The 61% i n c i d e n c e  r e p o r t e d  h e r e  s h o w s  t h a t  

e a r l i e r  s t u d i e s  u s i n g  c o n v e n t i o n a l  t e c h n i q u e s  h a d  

u n d e r e s t i m a t e d  t he  i n c i d e n c e  of  serum p a r a p r o t e i n a e m i a  i n  

CLL by a c o n s i d e r a b l e  m a r g i n  ( S w e e t  e t  a l ,  1 9 7 7 ) .  

R e c e n t l y ,  Qi an e t  a l  ( 1984) ,  used a f f i n i t y  c hr o ma t o g r a p h y  

t o  e x t r a c t  s er um IgM f r o m 9 p a t i e n t s  w i t h  CLL and a f t e r  

c o n c e n t r a t i o n  o f  the  IgM to 1 mg / ml ,  i t  wa s  t hen s u b j e c t e d  

t o  z o n a l  e l e c t r o p h o r e s i s .  P a r a p r o t e i n s  w e r e  e v i d e n t  i n  a l l  

9 c a s e s .  D e e g a n  e t  a l  ( 1 9 8 4 )  u s i n g  a s i m i l a r  a g a r o s e  

e l e c t r o p h o r e s i s  s y s t e m  s c r e e n e d  a t o t a l  o f  36 p a t i e n t s  

w h o l e  s erum and u r i n e s  f o r  e v i d e n c e  o f  p a r a p r o t e i n s  and  

f o u n d  t h e  i n c i d e n c e  o f  s er um p a r a p r o t e i n a e m i a  t o  be 42%.
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These s t u d i e s  c o n f i r m t he  r e s u l t s  r e p o r t e d  h e r e  and t hey  

a l l  s e r v e  t o  u n d e r l i n e  t h e  i m p o r t a n c e  o f  s e n s i t i v e  

t e c h n i q u e s  t o  d e t e c t  t h i s  p h e n o me n o n .  T e c h n i c a l  f a c t o r s  

may a c c o u n t  i n  some wa y s  f o r  t he  a p p a r e n t  d i f f e r e n c e s  i n  

d e t e c t a b l e  i n c i d e n c e  f i g u r e s .  For e x a m p l e ,  i f  IgM w a s  

p u r i f i e d  f r o m  t h e  s e r a  d e s c r i b e d  i n  t h i s  t h e s i s  a s  

d e s c r i b e d  by Qi an e t  a l  ( 1 9 8 4 ) ,  and s u b j e c t e d *  t o  I IEF t h e n  

i t  i s  l i k e l y  t h a t  t h e  i n c i d e n c e  f i g u r e  w o u l d  r i s e  

c o n s i d e r a b l y  f rom i t s  p r e s e n t  6 1%, b e c a u s e  a s  s h o wn  

e a r l i e r ,  t h e  s e n s i t i v i t y  o f  I IEF i s  g r e a t e r  t h a n  t h a t  o f  

z o n a l  e l e c t r o p h o r e s i s .  However,  t h i s  t y p e  o f  o p e r a t i o n  i s  

t i m e - c o n s u m i n g  and i f  p a r a p r o t e i n a e m i a  i s  to be me a s ur e d  

a s  a m e a n s  o f  a s s e s s i n g  t h e  r e s p o n s e  t o  c o n v e n t i o n a l  

t h e r a p y  f o r  e x a m p l e ,  t h e n  m e a s u r e m e n t s  on w h o l e  s e r u m  

w o u l d  be much mo r e  c o n v e n i e n t  and mo r e  m e a n i n g f u l .  T h i s  

g r e a t e r  s e n s i t i v i t y  o f  I I E F  c o m p a r e d  t o  z o n a l  

e l e c t r o p h o r e s i s  i s  a l m o s t  c e r t a i n l y  t he  mai n f a c t o r  i n  t h e  

d i f f e r e n c e  i n  d e t e c t a b l e  i n c i d e n c e  b e t w e e n  t h e  r e s u l t s  

r e p o r t e d  h e r e  and t h o s e  o f  De e g a n  e t  a l  ( 1 9 8 4 ) .  A s e c o n d  

f a c t o r  w h i c h  may i n f l u e n c e  t h e  d e t e c t a b l e  i n c i d e n c e  

f i g u r e s  i s  t h e  c l i n i c a l  s t a g e  o f  t h e  d i s e a s e .  A 

s i g n i f i c a n t  c o r r e l a t i o n  b e t w e e n  i n c r e a s i n g  s e v e r i t y  o f  

d i s e a s e  a s  a s s e s s e d  by Rai  s t a g e  and p a r a p r o t e i n a e m i a  as  

d e t e c t e d  by I IEF w a s  o b s e r v e d  i n  t h e  p a t i e n t s  r e p o r t e d  

h e r e .  Qi a n  e t  a l  ( 1 9 84 )  g a v e  no d e t a i l s  o f  t h e  R a i  s t a g e  

o f  t h e i r  p a t i e n t s  and Deegan e t  a l  ( 1984)  d i d  not  show any 

such c o r r e l a t i o n  i n  t h e i r  s t ud y ,  a l t h o u g h  they n o t e d  t h a t  

p a r a p r o t e i n s  w e r e  p r e s e n t  i n  p a t i e n t s  o f  a l l  s t a g e s  bu t  

mo r e  f r e q u e n t l y  i n  p a t i e n t s  w i t h  a d v a n c e d  d i s e a s e .  The  

p a t i e n t  g r o u p s  i n  t h i s  l a t t e r  s t u d y  may h a v e  b e e n  t o o
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s m a l l  to a l l o w  r e c o g n i s e d  s t a t i s t i c a l  met hods  t o  be used.

The p r o c e s s  o f  B c e l l  d i f f e r e n t i a t i o n  t o wa r d s  p l a s ma  

c e l l s  r e q u i r e s  t h a t  t h e  c e l l s  s e c r e t e  i m m u n o g l o b u l i n ,  

t h e r e f o r e  s e c r e t i o n  o f  i m m u n o g l o b u l i n  can be t a k e n  a s  a 

m a r k e r  i n  t h e  m a t u r a t i o n  p r o c e s s .  As t h i s  t h e s i s  h a s  

shown,  a l o n g  w i t h  the o t h e r  wo r k s  me n t i o n e d ,  s e c r e t i o n  o f  

i m m u n o g l o b u l i n  by t h e  n e o p l a s t i c  c e l l s  i n  CLL i s  a 

r e l a t i v e l y  common o c c u r e n c e .  B e a r i n g  i n  mind t he  range  of  

p a r a p r o t e i n  i s o t y p e s  f o u n d  a s  w e l l  a s  t h e  l a r g e  r a n g e  o f  

s u r f a c e  and c y t o p l a s m i c  i mm u n o g l o b u l i n  i s o t y p e s  n o t e d ,  i t  

i s  d i f f i c u l t  t o  r e c o n c i l e  t h e s e  f i n d i n g s  w i t h  t h e  

h y p o t h e s i s  t h a t  t h e  n e o p l a s t i c  c e l l s  a r e  " f r o z e n "  a t  a 

r e l a t i v e l y  i m m a t u r e  s t a g e  i n  d i f f e r e n t i a t i o n  and t h a t  

m a t u r a t i o n  to s e c r e t o r y  c e l l s  o c c u r s  onl y i n  a m i n o r i t y  of  

s p e c i a l  c a s e s  c h a r a c t e r i s e d  by t h e  p r e s e n c e  o f  a s e r um  

p a r a p r o t e i n  d e m o n s t r a b l e  by r o u t i n e  e l e c t r o p h o r e t i c  

t e c h n i q u e s  (Fu e t  a l ,  1 979) .

However,  not  onl y  i s  t h e r e  a w i d e  r ange  o f  p a r a p r o t e i n  

i s o t y p e s  d e t e c t a b l e ,  b u t  a s  m e n t i o n e d  p r e v i o u s l y ,  t he  

o c c u r e n c e  o f  p a r a p r o t e i n a e m i a  s hows  a d i r e c t  c o r r e l a t i o n  

w i t h  c l i n i c a l l y  a d v a n c i n g  d i s e a s e .  T h i s  o b s e r v a t i o n  

s u g g e s t s  e i t h e r  t h a t  c l o n a l  m a t u r a t i o n  t o w a r d s  a w e l l  

d i f f e r e n t i a t e d  B l y mp h o c y t e  w i t h  a s e c r e t o r y  c a p a c i t y  i s  a 

f e a t u r e  o f  p r o g r e s s i v e  or h i g h l y  m a l i g n a n t  d i s e a s e  or t h a t  

t h e  i n c r e a s e d  i n c i d e n c e  o f  pa rap r o t e i  n a e m i a  s i m p l y  

r e f l e c t s  i n c r e a s i n g  t u m o u r  b u l k  a c c o r d i n g  t o  t h e  R ai  

s t a g e .  A l t h o u g h  t h e  d e g r e e  o f  p e r i p h e r a l  b l o o d  

l y m p h o c y t o s i s  s h o w e d  no c o r r e l a t i o n  w i t h  d e t e c t a b l e
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p a r a p r o t e i n a e m i a ,  t h i s  d o e s  n o t  t a k e  i n t o  a c c o u n t  t h e  

o r g a n  i n v o l v e m e n t  i n  t h e  l a t t e r  R ai  s t a g e s .  I n c r e a s e d  

t u m o u r  b u l k  a l o n e  may b r i n g  t h e  l e v e l  o f  s e r u m  

p a r a p r o t e i n a e m i a  a bove  t he  IIEF d e t e c t i o n  t h r e s h o l d .  The 

r e s o l u t i o n  o f  t h i s  i s s u e  woul d  c o n t r i b u t e  s i g n i f i c a n t l y  t o  

our  u n d e r s t a n d i n g  o f  t he  pa t ho  ge n e n s i  s o f  CLL and t h e  

r e s u l t s  h e r e  u n d e r l i n e  t h e  i mp o r t a n c e  of  t he  d e t e c t i o n  o f  

p a r a p r o t e i n s  a s  a m a r k e r  o f  d i s e a s e  s e v e r i t y  a n d  

p r o g r e s s i  on.

Anot her  c o r r e l a t i o n  o b s e r v e d  i n  t h e s e  r e s u l t s  i s  t h a t  

b e t w e e n  t h e  p a r a p r o t e i n  i s o t y p e s  a n d  t h o s e  o f  t h e  

c y t o p l a s m i c  i m m u n o g l o b u l i n  i n  t h e  p e r i p h e r a l  b l o o d  

l y m p h o c y t e s  o f  the same p a t i e n t .  Th i s  f i n d i n g  s u p p o r t s  the  

c o n c e p t  t h a t  t h e  c i r c u l a t i n g  p a r a p r o t e i n s  a r e  i n d e e d  

p r o d u c t s  o f  t he  n e o p l a s t i c  c l o n e  a s  t h e  61% i n c i d e n c e  o f  

p a r a p r o t e i n a e m i a  i s  t o o  h i g h  t o  h a v e  a r i s e n  a s  u n r e l a t e d  

e v e n t s ,  n o t w i t h s t a n d i n g  t he  i n c r e a s e d  s e n s i t i v i t y  o f  IIEF 

c o m p a r e d  w i t h  r o u t i n e  e l e c t r o p h o r e t i c  t e c h n i q u e s .  

N e v e r t h e l e s s ,  4 p a t i e n t s  had p a r a p r o t e i n s  whi c h  s h a r e d  t h e  

same l i g h t  c h a i n  i s o t y p e  e x p r e s s e d  by t h e  p e r i p h e r a l  b l o o d  

l y m p h o c y t e s ,  but e x p r e s s e d  d i f f e r e n t  heavy c h a i n  i s o t y p e s .  

I n s o me  c a s e s ,  t h e  h e a v y  c h a i n  on t h e  o n l y  p a r a p r o t e i n  

p r e s e n t  was  d i f f e r e n t  t o  t h a t  e x p r e s s e d  i n  t he  l y mp h o c y t e  

c y t o p l a s m ,  w h i l s t  o t h e r  p a t i e n t s  h a d  one  p a r a p r o t e i n  

i d e n t i c a l  t o  t h a t  f o u n d  i n  t h e  p e r i p h e r a l  b l o o d  

l y  mp h o c y  t e s  b u t  a l s o  h a d  an  a d d i t i o n a l  p a r a p r o t e i n  

e x p r e s s i n g  a d i f f e r e n t  h e a v y  c h a i n .  T h e s e  f i n d i n g s  a r e  a 

s t r o n g  i n d i c a t i o n  f o r  t he  p o t e n t i a l  f or  c l o n a l  m a t u r a t i o n  

w i t h i n  t he  l e u k a e m i c  c l o n e .
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The o t h e r  group o f  p a t i e n t s  d e s e r v i n g  o f  d i s c u s s i o n  on 

t h e i r  own i s  t h a t  w h i c h  had p a r a p r o t e i n s  a p p a r e n t l y  

u n r e l a t e d  t o  t h e  i m m u n o g l o b u l i n  , e x p r e s s e d  i n  t h e  

c y t o p l a s m  o f  the p e r i p h e r a l  b l o o d  l y m p h o c y t e s .  There  a r e  

t w o  p o s s i b l e  e x p l a n a t i o n s  f o r  t h i s .

F i r s t l y ,  the p a t i e n t s  d e s c r i b e d  h e r e  had a mean age  o f  63 

y e a r s ,  and i t  i s  w e l l  k n o w n  t h a t  a p r o p o r t i o n  o f  

i n d i v i d u a l s  o f  t h i s  a g e  may have  mo n o c l o n a l  g a mmo p a t h i e s  

o f  u n d e t e r m i n e d  s i g n i f i c a n c e  and s o  i t  i s  p o s s i b l e  t h a t  

the a b e r r a n t  p a r a p r o t e i n s  r e p r e s e n t  u n r e l a t e d  o c c u r r e n c e s ,  

p a r t i c u l a r l y  b e a r i n g  i n  mi n d  t h e  s e n s i t i v i t y  o f  t h e  

t e c h n i q  ue.  S e c o n d l y ,  the p o s s i b i l i t y  e x i s t s  t h a t  t h e r e  ha s  

been i s o t y p e  s w i t c h i n g  w i t h i n  t h e  l i g h t  c h a i n  l o c u s  o f  t h e  

CLL B c e l l  c l o n e ,  a s  ha s  be e n  d e s c r i b e d  i n  a p a t i e n t  w i t h  

Wa l d e n s t r o m' s  Macr og l obu l  i n a e mi a  w i t h  IgM kappa and IgG 

l ambda para pr o t e i  ns(Ho pper e t  a l ,  1977) .  The c l o n a l  o r i g i n  

o f  t h e s e  p a r a p r o t e i n s  w a s  e s t a b l i s h e d  by d e m o n s t r a t i n g  

i d i o t y p i c  i d e n t i t y  b e t w e e n  them.  Anot her  r e p o r t  o f  doubl e  

p a r a p r o t e i n a e m i a  d e s c r i b e d  t h e  o c c u r e n c e  o f  an IgM kappa  

and an IgM l a m b d a  p a r a p r o t e i n s  i n  t h e  s er um and b o t h  

B e n c e J o n e s  kappa and l a m b d a  i n  t h e  u r i n e  o f  one p a t i e n t .  

Th e  i d i o t y p i c  i d e n t i t y  o f  t h e  p a r a p r o t e i n s  w a s  n o t  

i n v e s t i g a t e d  i n  t h i s  c a s e ,  h o w e v e r ( S c h i p p e r  e t  a l , 1 9 8 3 ) .  

O b v i o u s l y ,  the a p p l i c a t i o n  o f  a n t i - i  di  ot y  pe â n t i s e r u m  work  

i s  an i m p o r t a n t  a s p e c t  i n  d e t e r m i n i n g  wh e t h e r  or not  t h e s e  

p a r a p r o t e i n s  o f  a p p a r e n t l y  u n r e l a t e d  o r i g i n  do,  i n  f a c t  

o r i g i n a t e  from t he  n e o p l a s t i c  c l o n e .  Fu r t he r  r e s e a r c h  i n t o  

t h i s  f i e l d  i s  r e q u i r e d .
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Ho we v e r ,  one o f  t h e  m o s t  i m p o r t a n t  o b s e r v a t i o n s  t o  

e m e r g e  f r om t h i s  s t u d y  i s  t h a t  , w i t h o u t  e x c e p t i o n  , 

i d e n t i c a l  l i g h t  c h a i n  i s o t y p e s  w e r e  d i s c o v e r e d  i n  both t he  

c y t o p l a s m i c  i mmu n o g l o b u l i n  and on the p a r a p r o t e i n .  On two  

o c c a s i o n s ,  a s e c o n d a r y  p a r a p r o t e i n  w a s  d i s c o v e r e d  w h i c h  

a p p e a r e d  u n r e l a t e d  w i t h  r e g a r d  t o  i t s  l i g h t  c h a i n  i s o t y p e .

The a nt i - i d i  oty pe a n t i s e r u m  r a i s e d  a g a i n s t  t h e  serum 

IgM l a m b d a  p a r a p r o t e i n  i n  one  p a t i e n t  r e p o r t e d  i n  t h i s  

t h e s i s  may p r o v i d e  f u r t h e r  e v i d e n c e  f o r  a c a p a c i t y  f o r  

c l o n a l  m a t u r a t i o n .  T h i s  i s  t h e  f i r s t  d e m o n s t r a t i o n  by 

e l e c t r o p h o r e t i c  m e a n s  t h a t  d o u b l e  p a r a p r o t e i n s  i n  CLL 

mi g h t  o r i g i n a t e  from the same c l o n e ,  p a r t i c u l a r l y  i f  they  

s h a r e  a common l i g h t  c h a i n  i s o  t ype .

The d e n s i t y  g r a d i e n t  a n a l y s e s  o f  s e r a  f r o m  8 CLL 

p a t i e n t s  w i t h  IgM p a r a p r o t e i  naemi a d e m o n s t r a t e d  t h a t  t he  

p a r a p r o t e i n s  w e r e  m o s t l y  19 S i n  s i z e .  The m ono c l  o n a l  

n a t u r e  o f  t h e s e  1 9S p a r a p r o t e i n s  was  c o n f i r m e d  by IIEF and 

i t  s h o u l d  be e mp h a s i s e d  t h a t  i n  no c a s e  wa s  8S m o n o c l o n a l  

IgM f ound i n  i s o l a t i o n ,  thus  c o n f i r m i n g  t h a t  t he  p r o t e i n s  

a r e  a c t i v e l y  s e c r e t e d  f r om t he  c e l l s  o f  t h e  n e o p l a s t i c  

c l o n e  and do n o t  r e p r e s e n t  an a c c u m u l a t i o n  o f  r e l e a s e d  

membrane IgM. The d e m o n s t r a t i o n  o f  83 and 19S mo n o c l o n a l  

IgM i n  one  p a t i e n t  c o n f i r m s  a p r e v i o u s  f i n d i n g  ( Qi a n  e t  

a l ,  1 9 84)  and , i  n t  e r e  s t i  n g l y  t h e s e  w o r k e r s  c o u l d  f i n d  no 

c o r r e l a t i o n  b e t w e e n  t h e  a mo u n t  o f  8 3  IgM p r e s e n t  i n  t h e  

serum and the d e g r e e  o f  p e r i p h e r a l  b l o o d  l y m p h o c y t o s i s  and 

c o n c l u d e d  f r o m  t h i s  t h a t  t h e  l o w  m o l e c u l a r  w e i g h t  

p a r a p r o t e i n  w a s  u n l i k e l y  t o  h a v e  a r i s e n  f r o m m em bra ne 

t u r n o v e r .  A d d i t i o n a l  e v i d e n c e  f o r  t h e  8 3  IgM b e i n g  a
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s e c r e t o r y  pr oduc t  i s  t h e  d e m o n s t r a t i o n  t h a t  85 IgM i s  not  

a c a t a b o l i c  p r o d u c t  o f  195 IgM ( S o l o m o n  & M c L a u g h l i n ,  

1 9 7 0 ) .  The o c c u r e n c e  o f  8 5  m o n o c l o n a l  IgM h a s  n o t  b e e n  

r e p o r t e d  i n  s t u d i e s  on t h e  s e c r e t o r y  c a p a c i t y  o f  

p e r i p h e r a l  b l o o d  l y m p h o c y t e s  ( S t e v e n s o n  e t  a l ,  1 9 8 0 ) ,  thus  

s u g g e s t i n g  t h a t  t h i s  m o n o m e r i c  IgM i s  b e i n g  s e c r e t e d  by 

l e u k a e m i c  c e l l s  o u t w i t h  p e r i p h e r a l  b l ood .  The e x i s t e n c e  

o f  m o n o m e r i c  m o n o c l o n a l  IgM i s  w e l l  d o c u m e n t e d  i n  

W a l d e n s t r o m ' s  M a c r o g l o b u l i n a e m i a  ( S t i t e s  e t  a l ,  1 9 8 4 ) ,  

t h u s  a d d i n g  f u r t h e r  c r e d e n c e  t c  t h e  v i e w  e x p r e s s e d  by

S e l i g m a n n  ( S e l i g m a n n  e t  a l  1 9 8 0 ) ,  t h a t  t h e r e  i s  no

e s s e n t i a l  d i f f e r e n c e  b e t w e e n  the n a t u r a l  h i s t o r i e s  o f  CLL 

w i t h  a s s o c i a t e d  p a r a p r o t e i  n a e m i a  and W a l d e n s t r o m ' s  

M a c r o g l o b u l i  n a e m i a  e x c e p t  f o r  t h o s e  c l i n i c a l  s y m p t o m s  

w h i c h  a r e  s e c o n d a r y  t o  t h e  p r e s e n c e  o f  l a r g e  a m o u n t s  o f

IgM i n  t he  s erum ; i e . ,  t h e  t wo d i s e a s e  a r e  mo r e  c l o s e l y

r e l a t e d  t han  p r e v i o u s l y  b e l i e v e d .

•The s e c r e t o r y  c a p a c i t y  o f  l e u k a e m i c  l y m p h o c y t e s  i s  

w e l l  e s t a b l i s h e d  (Hough e t  a l ,  1 976 ; 5 t e v e n s o n  e t  a l ,  1980 

; Fu e t  a l  1 97 4 ; P i e r s o n  e t  a l ,  1 980  ; 5 t e v e n s o n  e t  a l ,  

1983 ; T u t t  e t  a l ,  1 9 8 3 )  , but  t h e  d i s c o v e r y  c f  a h i g h  

i n c i d e n c e  o f  e a s i l y  d e t e c t a b l e  p a r a p r o t e i  naemi a  i n  CLL may 

hav e  i m p o r t a n t  i m p l i c a t i o n s  a s  a s o u r c e  o f  immunogen f o r  

i mmunot herapy .  T h i s  w o r k . ,  a l o n g  w i t h  o t h e r s  ( 5 t e v e n s o n  e t  

a l  1 9 8 0 )  h a s  s h o w n  t h a t  t h e  p r o c e d u r e s  f o r  t h e  

p u r i f i c a t i o n  o f  p a r a p r o t e i n  i m m u n o g e n i c  m a t e r i a l  and  

r a i s i n g  a n t i - i d i o t y p e  a n t i s e r u m  t o  i t ,  are  not  t e c h n i c a l l y  

demandi ng.  F u r t h e r mo r e ,  a s  a tumour s e c r e t o r y  p r o d u c t ,  t he  

m e a s u r e m e n t  o f  s e r um p a r a p r o t e i n a e m i a  may o f f e r  an
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a d d i t i o n a l  me ans  o f  m o n i t o r i n g  t h e  e f f e c t i v e n e s s  o f  

c o n v e n t i o n a l  c h e m o t h e r a p y  and r a d i o t h e r a p y .  S u p p o r t  f o r  

t h i s  i d e a  c o m e s  f r o m H a t z u b a i  e t  a l  ( 1 9 8 1 ) ,  when t h e y  

s h o w e d  t h a t  t he  c o n c e n t r a t i o n  o f  i d i o t y p e  b e a r i n g  c e l l s  

and f r e e  i d i o t y p e  i n  t h e  b l o o d  c o r r e l a t e d  w i t h  d i s e a s e  

a c t i v i t y .  I t  i s  a l s o  s u p p o r t e d  by S t e v e n s o n  e t  a 1 ( 1 9 8 3 )  

whe n  t h e y  s p e c u l a t e d  t h a t  a n o t h e r  t u mo u r  p r o d u c t , n a m e l y  

u r i n a r y  B e n c e - J o n e s  p r o t e i n  may be used i n  t h i s  way.

T h i s  s t u d y  t h e n  h a s  s h o w n  t h a t  t h e  m a j o r i t y  o f  

p a t i e n t s  w i t h  CLL have  r e l a t i v e l y  ma t u r e  i m m u n o g l o b u l i n  

s e c r e t i n g  l y m p h o c y t e s  and t h a t  a p r o p o r t i o n  o f  t h e s e  

l y m p h o c y t e s  may be c a p a b l e  o f  c l o n a l  m a t u r a t i o n .  T h e s e  

f i n d i n g s  ar g ue  a g a i n s t  t h e o r i e s  t h a t  t h e  o n c o g e n i c  e v e n t  

i n  CLL r e s u l t e d  i n  a c o m p l e t e  a r r e s t  i n  the d e v e l o p m e n t  o f  

t he  B c e l l s  a t  a s  r e l a t i v e l y  i mmat ure  s t a g e .  Rather ,  t h e s e  

r e s u l t s  s u g g e s t  t h a t  t he  m a t u r a t i o n  b l o c k  i n  CLL i s  e i t h e r  

a t  a mo r e  m a t u r e  s t a g e  i n  t h e  d i f f e r e n t i a t i o n  p r o c e s s  or  

i s  i n c o m p l e t e ,  t h u s  a l l o w i n g  a d e g r e e  o f  i ü t r a c l o n a l  

m a t u r a t i o n  l e a d i n g  t o  a l i m i t e d  s e c r e t o r y  c a p a c i t y  w i t h i n  

t he  l e u k a e m i c  c l o n e .
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Chapter  V C o n c l u s i o n s

T h i s  w o r k  h a s  d e m o n s t r a t e o  t h a t  many o f  t h e  

t e c h n i q u e s  c o m m o n l y  u s e d  f o r  t h e  d e t e c t i o n  a n d  

i d e n t i f i c a t i o n  o f  p a r a p r o t e i n s  a r e  i n a d e q u a t e  w i t h  r e g a r d  

t o  t h e i r  s e n s i t i v i t y .  The u s e  o f  a g a r o s e  i s o e l e c t r i c  

f o c u s i n g  may be u s e d  to s u p p l e m e n t  or r e p l a c e  t h e s e  

c o n v e n t i o n a l  t e c h n i q u e s  when t h e y  f a i l  t o  d e t e c t  or  

c o r r e c t l y  i d e n t i f y  p a r a p r o t e i n s  o c c u r i n g  i n  B c e l l  

ne o p l  a s i  a.

There  a r e  a number o f  ways  i n  wh i c h  t h i s  work may 

be e x t e n d e d .

In t h e  s tudy o f  t he  " no r ma l ” p o p u l a t i o n ,  i t  wo ul d  

be o f  c o n s i d e r a b l e  i n t e r e s t  t o  f o l l o w  t h o s e  p a t i e n t s  w i t h  

p a r a p r o t e i n a e m i a  t o  d i s c o v e r  w h e t h e r  t h e i r  p a r a p r o t e i n  

c o n c e n t r a t i o n s  r i s e ,  r e m a i n  s t e a d y  or d i s a p p e a r  o v e r  a 

p e r i o d  o f  t i m e .  T h i s  may - i n d i c a t e  a r o l e  f o r  IE F i n  t h e  

i n i t i a l  d i a g n o s i s  c f  m y e l o m a t o s i s .

As w e l l  as  a p o t e n t i a l  a i d  t o  t h e  d i a g n o s i s  o f  

m y e l o m a t o s i s ,  IE F may be o f  u s e  i n  t h e  d e t e c t i o n  o f  

r e l a p s e  i n  p a t i e n t s  whos e  c hemot herapy  has  r e s u l t e d  i n  t h e  

c o m p l e t e  d i s a p p e a r a n c e  o f  p a r a p r o t e i  n a e m i a .  W or k i s  

c u r r e n t l y  i n  p r o g r e s s  on m y e l o m a  p a t i e n t s  who h a v e  

u n d e r g o n e  " h i g h  d o s e  M e l p h a l a n "  t r e a t m e n t  ( M c E l w a i n ,  

Pow i  e s  1 9 83 )  and w h o s e  p a r a p r o t e i n  i s  u n d e t e c t a b l e  by 

c o n v e n t i o n a l  t e c h n i q u e s .  IE F i s  b e i n g  used he r e  bot h a s  a 

met hod o f  me a s u r i n g  r e s i d u a l  c i s e a s e  and f o r  a s s e s s i n g  t h e  

r e l a p s e  of  the d i s e a s e .

I t  woul d  be o f  g r e a t  i n t e r e s t  t o  d i s c o v e r  wh e t h e r  or
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n o t  t h e  m e a s u r e m e n t  o f  s er um B e n c e - J o n e s  p r o t e i n  h a s  a 

p r a c t i c a l  r o l e  to play i n  m o n i t o r i n g  o f  m y e l o m a t o s i s .

Wi t h  r e g a r d  t o  f u r t h e r  wo r k  on CLL, a s t u d y  i s  

p l a n n e d  w h i c h  w i l l  m e a s u r e  s e r u m  p a r a p r o t e i n  

c o n c e n t r a t i o n s  i n  CLL p a t i e n t s  o v e r  p e r i o d s  o f  up t o  10 

y . e a r s .  I n f o r m a t i o n  f r o m t h i s  may i n d i c a t e  t h a t  IE F h a s  a 

r o l e  i n  t h e  m o n i t o r i n g  o f  t h i s  d i s e a s e  a l s o .  T h i s  

i n f o r m a t i o n  w o u l d  be  mo r e  a p p l i c a b l e  i f  t he  e x t e n t  o f  

c l o n a l  m a t u r a t i o n  i n  CLL was  known,  i e .  what  p r o p o r t i o n  o f  

t h e  CLL B c e l l s  a r e  r e s p o n s i b l e  f o r  p a r a p r o t e i n  

p r o d u c t i o n .  F u r t h e r m o r e ,  i t  w o u l d  be o f  i n t e r e s t  t o  

d i s c o v e r  wh e t h e r  t he  more  mat ure  c e l l s  r e s p o n s i b l e  f o r  the  

p r o d u c t i o n  o f  s ec o nd a r y  p a r a p r o t e i n s  a r e  s i t u a t e d  i n  t h e  

p e r i p h e r a l  b l o o d  or  a r e  r e s t r i c t e d  t o  t h e  o r g a n  

i n v o l v e m e n t  a s s o c i a t e d  w i t h  t he  d i s e a s e .

F i n a l l y ,  i n  t he  c a s e  o f  H o d g k i n ' s  D i s e a s e ,  a n t i 

i d i o t y p e  a n t i  s er um s t u d i e s  w o u l d  be r e q u i r e d  t o  c l a r i f y  

t h e  c l o n a l  o r i g i n  o f  t h e  m o n o c l o n a l  p a r a p r o t e i n s  

d i s c o v e r e d  i n  t h e  t w o  p a t i e n t s  d e s c r i b e d  h e r e .  A n o t h e r  

i m p o r t a n t  a s p e c t  o f  t h i s  work woul d  be t o  i n v e s t i g a t e  t he  

c aus e  and c l o n a l  o r i g i n  o f  t he  o l i g o c l o n a l  i m m u n o g l o b u l i n s  

i n  H o d g k i n ' s  D i s e a s e ,  i  e. do t h e y  a r i s e  a s  a r e s u l t  o f  

c he mot her apy  or i mmu n o s u p p r e s s i o n  f rom t he  d i s e a s e  i t s e l f .
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A p p e n d i x  1

T h e  p o p u l a t i o n  o f  2 0 0  i n d i v i d u a l s  s t u d i e d  i n  S e c t i o n  

I l l b  w e r e  s e l e c t e d  f r o m  p e o p l e  o v e r  t h e  a g e  o f  4 5  y e a r s  who  

w e r e  a t t e n d i n g  t h e  V i c t o r i a  I n f i r m a r y ,  G l a s g o w  f o r  s u r g e r y  

o f  a  n o n - m a l i g n a n t  n a t u r e  e g .  h i p  j o i n t  r e p l a c e m e n t .  T h e y  

w e r e  s e l e c t e d  o n  t h e  b a s i s  t h a t  t h e y  h a d  n o  d o c u m e n t e d

h i s t o r y  o f  B c e l l  n e o p l a s m  o r  a u t o i m m u n e  d i s e a s e .  T h e  m e a n  

a g e  o f  t h e  p o p u l a t i o n  w a s  6 8 . 8  y e a r s  ( r a n g e  4 7 - 9 6 ) .  T h e r e  

w e r e  9 6  men a n d  1 0 4  w o m e n .

C a s e  n o t e s  f r o m  m o r e  t h a n  2 0 0  i n d i v i d u a l s  w e r e  

c o n s u l t e d  w i t h  p a r t i c u l a r  r e g a r d  t o  b i o c h e m i s t r y  p r o f i l e s  

s u g g e s t i v e  o f  B c e l l  n e o p l a s m  o r  a u t o - i m m u n e  d i s e a s e .  When  

a b n o r m a l i t i e s  a s s o c i a t e d  w i t h  t h e s e  d i s e a s e  s t ^ ^ e s  w e r e  

r e p o r t e d ,  t h e  a f f e c t e d  i n d i v i d u a l s  w e r e  e x c l u d e d .

T h i s  p o p u l a t i o n  w a s  c h o s e n  i n  p r e f e r e n c e  t o  

u n s e l e c t e d  i n d i v i d u a l s  o f  t h i s  a g e  g r o u p ,  i n  o r d e r  t o  r u l e  

o u t  t h e  o c c u r e n c e  o f  q u a l i t a t i v e l y  a b n o r m a l  i m m u n o g l o b u l i n  

p r o f i l e s  a s s o c i a t e d  w i t h  B c e l l  n e o p l a s m  o r  a u t o - i m m u n e  

d i s e a s e .  I n  a d d i t i o n ,  a  h o s p i t a l  b a s e d  p o p u l a t i o n  w a s

c h o s e n  b e c a u s e  a c c e s s  t o  t h e  d e t a i l e d  c a s e  h i s t o r i e s

n e c e s s a r y  f o r  t h e  e x c l u s i o n  o f  t h e  a b o v e  d i s e a s e  s t a t e s

w e r e  e a s i e r  t o  o b t a i n .  F u r t h e r m o r e ,  i t  w o u l d  b e  m o r e  

p r a c t i c a l  t o  o b t a i n  f o l l o w - u p  s a m p l e s  f r o m  i n d i v i d u a l s  w i t h  

e i t h e r  m o n o c l o n a l  a n d  o l i g o c l o n a l  p a r a p r o t e i n a e m i a  f r o m  

t h i s  h o s p i t a l  b a s e d  p o p u l a t i o n .

P r e v i o u s  s t u d i e s  h a v e  i n d i c a t e d  a  much  l o w e r  

p r e v a l e n c e  o f  m o n o c l o n a l  g a m m o p a t h y  i n  n o r m a l  p o p u l a t i o n s ,
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e g .  0 . 4 4 7 .  i n  a n  u n s e l e c t e d  h o s p i t a l  p o p u l a t i o n  o f  1 8 3 , 3 0 0
1

( A d a m s  e t  a l  1 9 8 4 ) ;  1 . 2 5 %  i n  a n  u n s e l e c t e d  p o p u l a t i o n  o v e r

5 0  y e a r s  o l d  ( K y l e  e t  a l  1 9 7 2 ) ;  3% i n  a n  u n s e l e c t e d  

p o p u l a t i o n  o f  1 5 0  i n d i v i d u a l s  o v e r  7 0  y e a r s  o l d  ( H a l l e n  

1963)^.'

T h e  s i t u a t i o n  r e g a r d i n g  o l i g o c l o n a l  p a r a p r o t e i n a e m i a  

i s  m uch  l e s s  c l e a r  w i t h  t h i s  o c c u r r i n g  o n l y  e x t r e m e l y  

r a r e l y  i n  n o r m a l  s e r u m  w h e n  s t u d i e d  u s i n g  c o n v e n t i o n a l  

t e c h n i q u e s  a n d  b e i n g  m o s t  f r e q u e n t l y  a s s o c i a t e d  w i t h  t h e  

a s y m p t o m a t i c  p r e s e n c e  o f  a c e t y l c h o l i n e  r e c e p t o r  

a u t o a n t i b o d i e s  i n  t h e  v e r y  e l d e r l y  ( B e h a n ,  p e r s o n a l  

c o m m u n i c a t i o n )  o r  s y m p t o m a t i c  a u t o - i m m u n e  d i s e a s e  s u c h  a s  

H a s h i  m o t o ' s  T h y r o i d i t i s  ( S t o t t ,  M c L e a r i e  1 9 8 5 ) .

W i t h o u t  e x c e p t i o n ,  s t u d i e s  o n  t h e  i n c i d e n c e  o f  

m o n o c l o n a l  p a r a p r o t e i n a e m i a  h a v e  r e l i e d  o n  c e l l u l o s e  

a c e t a t e  m e m b r a n e  e l e c t r o p h o r e s i s  f o l l o w e d  b y

I m m u n o e l e c t r o p h o r e s i s  t o  d e t e c t  a n d  i d e n t i f y  p a r a p r o t e i n s .  

T h e  r e s u l t s  r e p o r t e d  h e r e  i n d i c a t e  t h a t  t h e s e  t e c h n i q u e s  

a r e  i n s u f f i c i e n t l y  s e n s i t i v e  a n d  t h a t  u s e  o f  a  m o r e  

s e n s i t i v e  t e c h n i q u e  i n c r e a s e s  t h e  i n c i d e n c e  o f  b o t h  

m o n o c l o n a l  a n d  o l i g o c l o n a l  i m m u n o g l o b u l i n s  i n  t h e s e  

p o p u l a t i o n  g r o u p s .
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