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ABSTRACT
Qualitative and quantitative evaluation of Bence Jones protein

This study investigates the reliability of some methods for the determination of the Bence Jones protein in
urine. Results obtained by HCl precipitation, nephelometric quantitation of kappa and lambda free chains and
urine electrophoresis have been compared. Data indicate that the sole use either of the precipitation method or
the nephelometric quantitation is insufficient for a proper identification of the Bence Jones protein because of the
high number of false negative and false positive results respectively. On the contrary with electrophoretic
methods, the number of false positives and false negatives was significantly reduced, and using PARAGON IFE
with ACID VIOLET and PARAGON PROTUR HISI no false negative results occurred. The authors suggest, in
choosing the method, to consider carefully the greater engagement of specialized personnel needed to run
electrophoresis. The AA propose the use of the nephelometric metod for screening, even if it is rather expensive.
The presence of Bence Jones protein has then to ben ascertained by the IFE method.

RIASSUNTO

La ricerca che abbiamo condotto consiste in uno studio sulla sensibilita ed affidabilita di alcune tecniche
impiegate nella determinazione della proteinuria di Bence Jones. Sono stati confrontati i risuitati ottenuti dall’uti-
lizzazione del test di precipitazione, del metodo nefelometrico e delle tecniche elettroforetiche. | dati da noi
raccolti indicano che il solo impiego del test di precipitazione e del’immunonefelometria & insufficiente per una
corretta identificazione della proteina di Bence Jones. Infatti il test di precipitazione presenta un numero
considerevole di falsi negativi mentre I'immunonefelometria mostra un numero elevato di falsi positivi, L’impiego
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di metodi elettroforetici consente di ottenere risultati pilt soddisfacenti poiché riduce notevolmente il numero dei
falsi positivi e negativi; questi ultimi sono addirittura assenti con le metodiche PROTUR ed ACID VIOLET. Gli
AA fanno notare che le tecniche elettroforetiche richiedono un notevole impegno tecnico per cui la scelta dei
metodi da utilizzare deve essere attentamente valutata e comunque, per la loro esperienza, indicano P'uso della
nefelometria come test di screening, anche se molto costoso, e raccomandano I'uso del’IFE come metodo di

conferma.

INTRODUZIONE

Le proteine di Bence Jones sono componenti

monoclonali costituite dalle catene leggere libere -

k e lambda delle immunoglobuline. Si trovano,
praticamente pure ed in grandi quantitd, nelle
urine escrete da pazienti con malattic immuno-
proliferative ed iperimmuni'. La proteinuria di
Bence Jones & spesso presente nel micloma mul-
tiplo, nella macroglobulinemia di Waldenstroem
¢ nella amiloidosi ed & la causa dell'insufficienza
renale ad esse collegata; meno frequentemente la
troviamo associata ad altre malattie linfoprolife-
rative come linfomi e leucemie linfatiche cro-
niche e raramente si riscontra in neoplasie non
linfoproliferative. Comunque la presenza delle
proteine di Bence Jones non sempre determina il
danno renale poiché questo ¢ legato a piu fattori,
alcuni propri delle proteine ed altri determinati
dallo stato dell’ospite. I fattori proteici sono le-
gati alla struttura della porzione variabile che de-
termina molte delle caratteristiche chimico-fi-
siche della molecola. | fattori predisponenti del-
'ospite sono: la disidratazicne, I'ipercalcemia, I'i-
peruricemia, le infezioni del tratto urinario, i
farmaci nefrotossici ed i mezzi di contrasto.
Questi fattori sono molto importanti ed in parti-

colare la disidratazione e l'ipercalcemia sono ca-

paci di determinare 'insufficienza renale anche
in presenza di proteine che da sole non ne hanno
la facolta 2-1°,

La ricerca della proteinuria di Bence Jones
consente di diagnosticare malattic immunoproli-
ferative, di seguirne 'evoluzione e I'efficacia della
terapia. Inoltre tale ricerca €, oggi, richiesta dai
radiologi in tutti i pazienti che devono essere sot-
toposti ad esami contrastografici ''. Le proteine

di Bence Jones sono determinate con le pili

svariate tecniche, dalla precipitazione al calore o
all'acidificazione '> %, alle quali, ormai, si pud
riconoscere solo un valore storico, alle pit sofi-
sticate ¢ moderne, come I'immunonefelome-
tria '4, I'elettroforesi ¢ I'immunofissazione, carat-
terizzate da elevata sensibilita e specificita '>-!8,
Lo scopo della nostra ricerca ‘€ quello di con-
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frontare la sensibilita e I'affidabilita di alcune me-
todiche impiegate per l'identificazione delle ca-
tene leggere monoclonali nelle urine, assumendo
a metodo di riferimento I'immunofissazione

(IFE).

MATERIALI E METODI

I campioni esaminati provengono da pazienti
ambulatoriali e spedalizzati con richieste speci-
fiche di ricerca delle proteine di Bence Jones o di
clettroforesi delle proteine urinarie,

Tutti i campioni, dopo centrifugazione, sono
sottoposti al dosaggio quantitativo delle catene
leggere libere con il nefelometro automatico APS
(BECKMAN) ¢ antisieri della ditta NEW
SCIENTIFIC COMPANY. ;

Le concentrazioni delle catene leggere libere
kappa e lambda sono ricavate da curve di cali-
brazione, ottenute diluendo opportunamente gli
standard contenuti nei kit, concentrazione di-
chiarata di 20 mg/dL con punto iniziale a |
mg/dL, seguendo le indicazioni consigliate dalla
metodica originale della ditta.

Le urine dei pazienti con sola richiesta di ri-
cerca di proteine di Bence Jones sono analizzate
anche con il test della precipitazione con acido
cloridrico ' 3.

I campioni che risultano positivi all’'esame ne-
felometrico, ¢ tutti i campioni con richieste di
elettroforesi delle proteine urinarie sono concen-
trati da 50 a 100 volte, a seconda delle quantita
di proteine presenti, utilizzando i concentratori
MINICON (AMICON) e sottoposti ad elettro-
foresi con  l'apparecchiatura  automatica
JOOKOO CTE 150 con strisce di acetato di cel-
lulosa, tampone a pH 9,25 e colorante Rosso

Ponceau (apparecchiature e reagenti CHEME-

TRON), con tempo di migrazione scelto di 27
minuti ¢ 0,8 mA di corrente.

I tracciati elettroforetici sono lasciati asciugare
all’aria e sottoposti ad ispezione visiva per il rico-
noscimento delle eventuali componenti monoclo-
nali' non evidenziate dal grafico elettroforetico



YALUTAZIONE DELLA PROTEINA DI BENCE JONES

405

Tabella |

RISULTATI RELATIVI Al DOSAGGI CON PRECIPITAZIONE CON HCL E CON NEFELOMETRO SULLE URINE
CON RICHIESTA DI RICERCA DI BENCE JONES

Totale Positivi Negativi Pos. (IFE) Neg. (IFE) Falsi pos. Falsi neg.
Acidif, 1233 1 1232 1 1222 0 10
Nefel. 1233 127 1106 1 1222 116 0

Results of testing by HCI precipitation and by nephelometry of urines submitted for research of Bence Jones

protein.

Tabella It

RICERCA DELLA PROTEINA DI BENCE JONES SUI CAMPIONI CON RICHIESTA DI ELETTROFORESI DELLE

PROTEINE URINARIE E DEI CAMPIONI SOTTOPOSTI AL DOSAGGIO NEFELOMETRICO. | VERI E FALSI

POSITIVI E NEGATIVI SONO CALCOLATI IN RAPPORTO Al RISULTATI OTTENUTI CON IL METODO IFE
PRESO COME RIFERIMENTO

Metodo Totale Positivi | Negativi Pos. (IFE} | Neg. (IFE) | Falsi pos. | Falsi neg.
Dosaggio Nefel.

Lambda libere 199 158 a 26 173 134 2
Elettrof. urine con-

centr. Rosso Pon-

ceau 195 38 157 26 169 18 6
Elettrof. urine con-

centr. Paragon Ac.

Violet. 38 7 N 4 34 3 0
Elettrof. urine non

concentr. (Protur). 123 24 99 17 106 7 0

Results of the search of Bence Jones protein on urines sent for urinary proteins electrophoresis and of urines
studied by the nephelometric procedure. True and false negatives and positives refer to the results obtained

by IFE as the reference method.

ottenuto dalla lettura densitometrica automatiz-
zata &1
In alcuni campioni, scelti in modo del tutto
“casuale tra i campioni con richieste di elettro-
foresi della proteinuria o con richiesta di ricerca
della proteina di Bence Jones con concentrazioni
di catene leggere libere dosabili al nefelometro,
sono state anche eseguite le elettroforesi su urine
concentrate, utilizzando lastrine di gel-agarosio e
tampone a pH 8,6 del kit IFE PARAGON
(BECKMAN), tempo di migrazione di 32 minuti
a 100 volts di tensione e colorante Acid Violet
(BECKMAN); anche in questo caso, le strisce
sono sottoposte ad ispezione visiva.

Seguendo le indicazioni riportate sopra, ab-
biamo scelto i campioni per Ielettroforesi sulle
urine non concentrate utilizzando _ il kit
PROTUR HISI (BECKMAN). : !

Tutti i campioni con bande sospette nei trac-

ciati elettroforetici sono sottoposti ad immuno-
fissazione con il kit PROTUR PLUS
(BECKMAN) utilizzando anche in questo caso
urine non concentrate.

RISULTATI

Nel corso della nostra indagine abbiamo esa-
minato 1233 campioni per la ricerca della pro-
teina di Bence Jones, sui quali abbiamo eseguito
il dosaggio nefelometrico delle catene K e
lambda libere ed abbiamo confrontato i risultati
con quelli ottenuti con il metodo tradizionale
della precipitazione con acido cloridrico, tabella
I. Nella tabella tutti i campioni positivi hanno
concentrazioni di catene leggere libere maggiori
di 1 mg/dL. - _

Nella tabella 2 sono sintetizzati i risultati dei

GIORN, [T, CHIM. CLIN. 16 (6], 1997



406

dosaggi eseguiti sui 72 campioni pervenutici con
la richiesta di elettroforesi delle proteine urinarie
e sui 127 campioni con richiesta di ricerca della
proteina di Bence Jones risultati positivi con il
dosaggio nefelometrico.

In ambedue le tabelle abbiamo considerato po-
sitivi veri solo i campioni che dimostravano la
presenza di catene leggere libere monoclonali
documentata dalla immunofissazione.

DISCUSSIONE

La tabella 1 evidenzia la diversa sensibilita tra’

il metodo nefelometrico e I'acidificazione con
acido cloridrico; quest’ultima risulta troppo poco
sensibile dato 'alto numero di falsi negativi, 10
su 11, mentre il dosaggio nefelometrico delle ca-
tene libere k e lambda presenta una aspecificita
molto marcata con 116 falsi positivi su 11 real-
mente documentati.

I dati riportati nella tabella 2, evidenziano, an-
cora una volta, I'alto numero di falsi positivi del
metodo nefelometrico, ma dobbiamo anche rile-
vare il basso numero di falsi negativi.

I falsi positivi in 21 casi sono dovuti alla pre-
senza di catene leggere libere policlonali, per i
rimanenti non abbiamo raccolto dati certi ma
pensiamo che in parte essi siano dovuti alla in-
feriore sensibilita (circa 5 mg/dL) della metodica
IFE da noi utilizzata rispetto alla tecnica nefelo-
metrica, ed in parte, alla presenza di farmaci e/o
alte concentrazioni di sali che, in alcuni casi, in
presenza dell’antisiero danno luogo a formazioni
di torbidita aspecifiche ed in altri casi impedi-
scono la formazione del complesso antigene-an-
ticorpo. Dobbiamo evidenziare che, probabil-
mente, nell'intervallo compreso tra le differenti
sensibilita, 5 mg/dL per I'IFE e 1 mg/dL per la
nefelometria, vengono a trovarsi molti dei casi di
eliminazione di catene libere monaclonali transi-
torie dovute a particolari situazioni fisiologiche
(AGUZZ] F. comunicazione orale). Le meto-
diche elettroforetiche hanno comportamenti di-
versi, sia tra loro, che rispetto alla nefelometria.
La metodica automatizzata (colorante Rosso
Ponceau) presenta rispetto alla nefelometria un
numero di falsi positivi inferiore ma anche un
numero maggiore di falsi negativi, mentre, ri-
spetto agli altri metodi elettroforetici, presenta
sia un numero maggiore di falsi positivi che di
falsi negativi, dato che questi, con le altre tec-
niche elettroforetiche sono addirittura assenti.

Abbiamo ricercato le cause che determinavano
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I'errore con le tecniche elettroforetiche e per far
cio abbiamo correlato la presenza delle proteine
nei campioni con lerrato riconoscimento della
proteina di Bence Jones. Infatti, i falsi positivi
ottenuti con I'elettroforesi sono sempre dovuti a
proteine che simulano la presenza della proteina,
ed in particolare, con il Rosso Ponceau in 5 casi
abbiamo evidenziato la presenza di immunoglo-
buline monoclonali, in 7 casi di microglobuline e
per i restanti di transferina o di alfa-1-antitrip-
sina; per I'Acid Violet lo scambio & avvenuto una
volta con le microglobuline, una volta con la
transferrina ed una volta con 'alfa- 1-antitripsina.

~ Con le urine non concentrate per 5 volte si trat-

tava di immunoglobuline monoclonali e per due
volte di microglobuline.

Abbiamo trovato inoltre che, in presenza di al-
terazioni glomerulari e miste con elevate protei-
nurie, il Rosso Ponceau, per la sua particolarita
di rendere meno evidenti le proteine a bassa con-
centrazione rispetto agli altri coloranti utilizzati,
non permette di riconoscere sempre la presenza
delle proteine di Bence Jones. In un caso non é
stato possibile correlare il motivo di questo er-
rore col tipo di proteine presenti; quanto osser-
vato pud essere dovuto al fatto che le catene leg-
gere libere di quel campione avevano un peso
molecolare inferiore a 15000 Daltons e potevano
passare attraverso la membrana del MINICON
al momento della concentrazione con il risultato
di non essere pit determinabili.

CONCLUSIONI

L’uso di tecniche particolarmente sensibili e
specifiche permette I'identificazione della protei-
nuria di Bence Jones anche nei casi in cui sono
presenti modeste concentrazioni di caténe leg-
gere libere monoclonali, ¢id consente di preve-
nire I'instaurarsi dello stato di insufficienza re-
nale che spesso viene diagnosticato tardivamente,
quando ormai, la funzionalita renale & compro-
messa 2,

I dati da noi raccolti evidenziano che il metodo
tradizionale della precipitazione con acido clori-
drico &, a causa della sensibilitd estremamente
bassa, inadeguato per una diagnosi corretta.

I dosaggio nefelometrico delle catene libere K
e lambda ha un livello di sensibilita elevato ¢ la
caratteristica di essere di facile esecuzione ed
estremamente rapido, ‘ma presenta una percen-
tuale di falsi positivi molto grande.

I metodi elettroforetici sid per sensibilita che






