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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






