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NOTE DE CURS

Metode de analiza a lanturilor usoare libere

Methods of analysis of the free light chains

Ileana Funduc”

Rezumat

Proteinele Bence-Jones sau lanturile usoare libere - fragmente ale imunoglobulinelor - sunt markeri im-
portanti pentru identificarea §i monitorizarea tumorilor cu celule B. Se descriu modalitatile posibile de analiza a
acestora in laboratoul clinic. Se discuta astfel: metodele biochimice (proteinuria, electroforeza), metodologia
imunochimica (dubla difuze Ouchterlony, imunofixarea, turbidimetria si nefelometria), compararea acestora, li-
mite §i erori. In incheiere se descrie metoda de abordare modernd a analizei lanturilor usoare libere.

Cuvinte cheie: imunoglobuline, electroforeza, imunofixare, turbidimetrie, nefelometrie.

Abstract

Free light chains or Bence—Jones proteins, fragments of immunoglobulins, are important markers both
for the identiication and monitoring of B cells tumors. The possible means of analysis in the clinical laboratory

are described. The biochemical methods (proteinuria, electrophoresis), immunochemical methodology
(Ouchterlony double diffusion, electrophoresis with immunofixation, turbidimetry and nephelometry),

comparison among them, their limits and errors are reviewed. Finally, the modern approach of the free light
chains analysis is described.

Keywords: immunoglobulins, electrophoresis, immunofixation, turbidimetry, nephelometry.
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Lanturi usoare libere (mg/ml)
1. Ser normal
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Figura 1. Electroforeza proteinelor serice a unui ser
martor normal si a serurilor provenind de 1a 9
bolnavi avind mielom multiplu cu lanturi usoare.
Sunt redate n imagine si concentratiile de lanturi usoare
libere masurate imunochimic. Unele probe par relativ
normale electroforetic, dar concentratiile de lanturi

usoare libere sunt semnificativ crescute in toate cazurile
cu mielom®*.

Lanturile usoare libere - sinonime cu
proteinele Bence Jones - au fost semnalate pri-
ma data In 1845 de catre Prof. Bence Jones intr-
o proba de urind trimisa de catre fizicianul Wat-
son pentru a fi studiatd din punct de vedere al
compozitiei. Ele sunt proteine cu proprietati ter-
mice aparte: sunt solubile la temperatura came-
rei si a corpului, precipitd la 60°C, se dizolva la
fierbere, dar reprecipita prin racire.

Din punct de vedere structural, lanfurile
usoare libere sunt fragmente de imunoglobuli-
ne, (ceea ce ramane dupd indepartarea lanturi-
lor grele).

In timpul sintezei normale a imunoglo-
bulinelor apare un exces de lanfuri usoare dintre
care o parte trec in rinichi si o alta ramane sub
forma libera.

Lanturile usoare libere se giasesc in ser
sub forma de tetrameri, iar in urind ca mono-
meri, dimeri, polimeri sau fragmente. Ele con-
stituie cheia diversitatii imunoglobulinelor, pia-
tra de incercare pentru intelegerea structurii an-
ticorpilor. Evaluate ca proteine de ,su-
praincarcare”, ele sunt asociate cel mai des cu
tulburdri imunoproliferative (exces de lanturi
usoare libere monoclonale 1n urind).

Fiind considerate un marker al

remisiei / recaderii bolii si al eficientei terapiei,
lanturile usoare libere pot fi prezente in:

e  boala Ilanturilor usoare sau mielomul
Bence-Jones;

e amiloidoza primara sistemica;

e  boala depozitelor de lanturi usoare;

e  mielomul multiplu cu imunoglobulina in-
tacta;

¢ mielomul multiplu nesecretor;

e  mielomul multiplu de semnificatie nede-
terminata si lista nu se Incheie aici.

Metode de determinare

Metode biochimice

Proteinuria este o metoda de screening
care semnaleaza, calitativ sau cantitativ, prezen-
fa unor proteine in urind, dar nu le selecteaza.
Identificarea proteinelor prin aceastd modalitate
implica reactii de culoare ca: reactia biuretului,
reactia cu rosu pirogalol, albastru Coomasie
Brilliant sau reactii de precipitare cu acid tri-
cloracetic sau acid tanic.

Electroforeza proteinelor

A. Electroforeza proteinelor in gel

a. Electroforeza serica este o metoda
calitativa si cantitativa. Ea nu detecteaza lantu-
rile usoare libere in concentratie micd, interpre-
tarea rezultatelor este partial subiectiva, este ne-
gativd In mielomul multiplu nesecretor, uneori
chiar in amiloidozd sau in mielomul Bence-
Jones (Figura 1).
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Figura 2. Electroforeza a doua probe de urini
neconcentrate colorate cu Coomasie Blue.
Proteinele Bence Jones migreaza anodal transferinei
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Figura 3. Model de electroforeza capilari (a) si in gel de agarozi-sodiu dodecil sulfat (b) a unei
probe de proteinurie Bence—Jones. Sigeata aratd peak-ul lantului usor liber, iar numerele din dreapta
reprezintd masele moleculare exprimate in kD."

b. Electroforeza urinard’ este mai sen-
sibila decat cea serica, Intrucat utilizeaza urina
de dimineata concentrata, astfel incat concen-
tratia proteinelor sa fie aproximativ 1 g/l (Figu-
ra2).

Utilizarea electroforezei in agaroza sau
pe poliacrilamida in prezentd de sodiu dodecil
sulfat (separare care are loc pe baza sarcinii
electrice si a masei moleculare) permite obtine-
rea de dimeri, monomeri $i / sau fragmente de
lanturi usoare libere.

B. Electroforeza capilar: este auto-
mata, cantitativa, mai putin sensibild decat imu-
nofixarea (metodd imunochimica). Aceastd me-
toda utilizeazd capilare de silice topitd, nu are
suport solid, elimina fazele de fixare, colorare,
decolorare, detectarea facandu-se in UV la 200-
220 nm (Figura 3).
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Metode imunochimice

Dubla difuzie Ouchterlony - metoda
imunochimica calitativa care se bazeaza pe for-
marea unei linii de precipitare ca urmare a inte-
ractiei antigen-anticorp.

Imunofixarea® desi nu este o metodi

cantitativa, este mai sensibila ca electroforeza;
cea urinara este superioard celei serice datorita
tie este pana la 0,25g/l proteine Bence Jones.
Cu ajutorul acestei metode, la urini suficient de
concentrate se poate detecta microheterogenita-
tea lanfurilor ugoare libere monoclonale, cand
se obtin imagini de tip scara sau tigrat, compuse
din 3-6 benzi de tip k sau A egal distantate (Fi-
gura 4).
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Imunoturbidimetria,  imunonefelo-
metria, tehnicile radioimune si imunoenzi-
matice” efectueaza determiniri cantitative, au-
tomate si sunt preferate datorita preciziei, sensi-
bilitatii si rapiditatii lor. Aceste metode folosesc
anticorpi monoclonali, antiseruri Imbogatite cu
anticorpi specifici lanturilor usoare libere.

In cercetare se utilizeaza o serie de me-
tode care nu fac obiectul analizelor de rutina:

o  focalizarea izoelectricd, unde separarea
fractiunilor se face In functie de pH-ul izoelec-
tric (mai eficient, se continud cu immunoblot-
ting);

. electroforeza bidimensionala, care combi-
na focalizarea izoelectricd cu electroforeza in
poliacril amida cu sodiu dodecil sulfat;

Compararea diverselor metode, limite,
erori

Desi nu este cantitativa, imunofixarea
este socotitd “standardul de aur” al identificarii
lanturilor usoare monoclonale urinare. Metode-
le imunochimice, cu toate avantajele lor, pre-

zinta totusi si erori.
Erori calitative

e  datorate anticorpilor
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Figura 4. Exemple de lanturi usoare “in scara” (a-e),
comparativ cu proteine Bence Jones adevarate (f).
Urinile au fost concentrate de 40 ori. Electroforeza s-a
efectuat in agaroza, urmata de imunofixare cu antiser
anti- lant usor k imbogatit fatd de lanturi ugoare legate.
Colorarea s-a facut cu Amido Black.'

o  nu sunt specifici i pot reacti-
ona Incrucisat cu imunoglobulinele intacte
sau cu alte proteine, ceea ce conduce la
bandari fals pozitive;

o  nu disting lanturile monoclo-
nale de cele policlonale; se pare de multe
ori, ca aceasta nu are importantd, deoarece
in mielomul multiplu Bence-Jones, sinteza
lanturilor ugoare policlonale este deprimata;
in alte boli insa, cand lanturile usoare mo-
noclonale sunt legate de amiloidoza sau in
boala depunerii de lanfuri usoare, concen-
tratia lanturilor usoare libere in urina poate
fi semnificativa si variabila in timpul bolii;

° datorate aspectului de ,ladder
banding”sau ,,peudo-oligoclonal” ce implica
lanturi usoare libere policlonale care dau impre-
sia de monoclonalitate — rezultat fals pozitiv,
sau cand o bandare caracteristica de lan{ usor
monoclonal comigreaza cu una din bandarile ce
formeaza scara — rezultat fals negativ;

e  dupa transplant, o lungd perioada
de timp apar componenti oligoclonali in urina
care se manifestd sub formd de bandari mono-
clonale (nu proteine Bence Jones) — rezultat fals
pozitiv.

Erori cantitative

Evaluarea cantitativa a proteinelor Ben-
ce-Jones este limitata, in primul rdnd din punct
de vedere clinic: excretia lor este dependenta de
gradul lor de polimerizare, de functia renald si
de rata de depozitare in diferitele tesuturi. in
consecintd, cantitatea de proteine Bence-Jones
nu este legata direct de masa celulara a tumorii.

Din punct de vedere metodologic:

e  valorile lanturilor usoare mono-
clonale serice si urinare apar mai mici, cand
sunt determinate electroforetic, fatd de cele
imunologice, probabil datoritd polimerizarii
acestora. Legat strict de metode, erorile sunt le-
gate de afinitatea fiecarei proteine fata de diferi-
tii coloranti electroforetici, ceea ce conduce la
un raspuns densitometric nelinear;

e  delimitarea incorectd densitome-
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trica a proteinelor Bence-Jones cand comigrea-
74 cu alte proteine;

e  pierderea de proteine prin concen-
trarea urinii;

. calibrantul, de obicei, netinand se-
ama de diferentele de structura, nu distinge lan-
turile usoare monoclonale de cele policlonale;

e  valorile la extreme nu sunt preci-
se, ele fiind, insa, foarte relevante clinic (nivel
scazut — remisie, nivel crescut — progres);

e starea de agregare / fragmentare
variabila si imprevizibild a lanturilor usoare li-
bere urinare face sa fie slab recunoscute sau
chiar omise de catre antiser;

e nu existd substante de referintd
pentru lanturile libere monoclonale, nu sunt
standardizate metodele de cuantificare a lor, re-
zultatele efectuate cu diferite metode difera.

Toate aceste comentarii au fost emise
de Grupul de Lucru IFCC pentru Studiul Protei-
nelor Plasmatice si de grupul de Studiu SIBioC
asupra Proteinelor, grup care a conlucrat cu Co-
legiul American de Patologie®.

Conceptia moderna de abordare a deter-
minarii lanturilor usoare libere

Evaluarea lanturilor usoare libere se re-
comanda 1n prezent sa se faca cu ajutorul meto-
dologiei exclusiv serice. Motivele sunt ur-
matoarele:

e  (Cand lanturile usoare libere serice
sunt normale, excretia urinard, In majoritatea
cazurilor se considerd fara importantd. Imunofi-
xarea in acest caz se efectueazd doar cand: exis-
td o leziune ce izoleazd nefronul si lanfurile
usoare libere se scurg in urina sau exista o dife-
rentd de timp intre colectarea urinii §i a serului
si rezultatele nu sunt fidele datoritd timpului
scurt de injumatatire a lanturilor usoare libere.

e In mielomul Bence-Jones cuantifi-
carea imunologicd (nefelometricd) a lanturilor
usoare libere serice se coreleaza cu cea urinara.

e  Urina este un mediu sarac de lan-

furi ugoare libere, aceasta depinzand de capaci-
tatea de reabsorbtie a tubulilor renali. Productia
plasmocitelor este in schimb mult mai mare de-
cat rata de metabolizare a rinichilor. Deci in uri-
na nu pot aparea cantitdti mari de lanturi usoare
libere daca concentratia lor nu este considerabil
crescutd.

e  Recoltarea urinii este dificild la
persoane fragile, batrani.

in afard de determinarile individuale de
lanturile usoare libere k si A, se foloseste si ra-
portul k¥ / A care are valoare diagnostica, dar
monitorizeaza si tulburarile plasmatice (expan-
siunea plasmocitelor) *. Raportul ¥ / A in ser
este invers decat cel din urind, unde k este in
cantitate mai mare decat A. Explicatia este ca
moleculele ¥ (25 kD), care in ser sunt prezente
ca monomeri, sunt filtrate prin rinichi cu o rata
de 3 ori mai mare decat cea a moleculelor A (50
kD) ce sunt prezente ca dimeri. Astfel, desi rata
producerii de lanturi A la normali este mai mica
ca a lanturilor k, concentratia serica a lanturilor
A este mai mare datoritd clearence-ul renal mai
lent. Asa se explicd dece in urind lanturile K
sunt prezente de doua ori mai mult fatd de lan-
turile A.

Concentratia lanturilor usoare libere
creste usor cu varsta, in special peste 70 ani, da-
toritd deteriordrii functiei renale, raportul k¥ / A
ramanand, nsd, normal.Un raport k / A normal,
dar cu o crestere a lanturilor usoare libere, suge-
reaza fie o afectare renald, fie o expansiune po-
liclonala a plasmocitelor.
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Tabel 1.Concentratiile lanturilor k si A libere determinate cu kitul Freelite Binding Site®

Ser de adult normal Domeniul de valori (mg/L)
K liber 3.30-19.40
A liber 5,71 — 26,30
raportul k / A 0,26 — 1,65
Tabel 2. Limitele de detectie ale lanturilor usoare libere determinate prin diverse metode®
Test Limitele de detectie ale lanturilor usoare libere
Electroforeza proteinelor serice 500 — 2000 mg/L
Imunofixare serica 100 — 500 mg/L
Electroforeza urinara 20 — 50 mg/L
Imunofixare urinara 10 =50 mg/L
Determinarea nefelometrica si
turbidimetrica cu Freelite - Latex <2mg/L

Domeniile normale ale lanturilor usoare
libere serice si a raportului k¥ / A efectuate la
Mayo Clinic USA folosind kitul Freelite Bin-
ding Site — unicul kit imunochimic care efec-
tueaza cu precizie aceste determindri - sunt re-
date in tabelul de mai jos®.

Kitul Freelite Binding Site se bazeaza
pe determinare imunochimicd — turbidimetrica
sau nefelometrica — folosind anticorpi policlo-
nali purificati prin afinitate, precaptusiti cu par-
ticule de latex. Sensibilitatea sa Intrece metode-
le existente (peste 500 ori mai sensibil ca elec-
troforeza proteinelor) dupa cum se poate vedea
din tabelul urmator .

Utilizarea acestui kit elimina recoltarea
probelor de urind, permite un rezultat in mai pu-
tin de 20 minute, obtinandu-se astfel o decizie
clinicd prompta.
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