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Immunfixations-Elektrophorese (IFE) zum Screening
auf Bence Jones-Proteinurie

Screening of Bence Jones Proteinuria by Immunofixation-Electrophoresis

Maren Messinger, Lothar Thomas
Zentrallabor Krankenhaus Nordwest, Frankfurt/Main

Zusammenfassung:

Zum Screening auf Bence Jones-Proteinurie wird die Immunfixations-Elektrophorese (IFE) des unkonzentrier-
ten Harnes empfohlen. Aufgrund einer Nachweisempfindlichkeit fiir freie Leichtketten zwischen 9 und 65 mg/|
werden die klinisch relevanten Bence Jones-Proteinurien erfal3t.

Der VK-Wert der Intraassay-Prézision der IFE zum Bence Jones-Proteinnachweis betrdgt 12 %, derjenige der
Interassay-Prézision 30 %.

Mit der Ausbildung eines Zonenphdnomens in der IFE beim Screening auf Bence Jones-Proteinurie mul3 ge-
rechnet werden, wenn die Bence Jones-Proteinausscheidung vom Kappa-Typ dber 1,4 g/l und vom Lambda-
Typ liber 0,7 g/l betragt.

Die Konzentrationsbestimmung von Bence Jones-Protein sollte mit der Biuret-Methode erfolgen. Mit der Coo-
massie Brilliant Blau G 250-Methode wird Bence Jones-Protein nur in sehr unterschiedlichem Ausmal3 erfalt.
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Summary:

For screening of Bence Jones (BJ) proteinuria the immunofixation electrophoresis (IFE) of non concentrated
urine samples are recommended. By the proposed method clinical significant BJ proteinuria are detected be-
cause the analytical sensitivity of the IFE is between 9 and 65 mg/l for free light chains.

The intraassay variability of IFE for determination of BJP is 12% the interassay variability 30 %.

At kappa light chain levels higher than 1.4 g/l and lambda levels higher than 0.7 g/l the IFE might be associa-
-ted with problems related to interpretation caused by antigen excess phenomena.

For determination of total protein in BJP.containing urine samples the Biuret method is superior to the Coo-
massie Brilliant Blue G 250 method. The comparison of both methods revealed that BJ-proteinuria delivered

variant results with the Coomassie Brilliant Blue G 250 method.
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Einleitung

Bence Jones-Proteine (BJP) sind.monoklonal syntheti-
sierte Leichtketten und treten bei malignen Erkrankungen
des B-Zellsystems auf. Gewdhnlich liegt ein multiples
Myelom vor oder eine andere immunproliferative Erkran-
kung wie z. B. eine chronisch lymphatische Leukdmie, ein
malignes Non-Hodgkin-Lymphom, die Haarzelleukiamie,
eine monoklonale Gammopathie unbestimmter Signifi-
kanz oder nur eine transiente Bence Jones Proteinurie

(1).

Zum empfindlichen Nachweis der Bencé Jones-Protein-
urie, d. h. von Ausscheidungen unter 200 mg/24 Std.,
werden seit einigen Jahren neben der Immunfixations-
Elektrophorese (IFE) (2) Enzym- und Radioimmunoassays
(3, 4) und immunnephelometrische Methoden (5, 6) an-
gewendet. Wahrend die Enzym- und Radioimmunoas-
says kommerziell nicht verfigbar sind, haben die immun-
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nephelometrischen Methoden den Nachteil, da durch
die Anwendung von Antiseren gegen gebundene Leicht-
ketten nur auf Umwégen die Bestimmung von BJP ohne
die gleichzeitige Erfassung von intakten Immunglobuli-

. nen maoglich ist (5, 6). Die Immunfixations-Elektropho-

rese erscheint deshalb vielen Laboratorien fir die Routi-
nediagnostik als die praktikabelste Methoge.

Obwohl schon Publikationen zum BJP-Nachweis durch
die Immunfixations-Elektrophorese, insbesondere bezug-
nehmend auf die Spezifitat dieser Methode, vorliegen (2,
7), existieren nur wenige Angaben zur Zuverlassngkent
Aus diesem Grunde untersuchten wir

— die Imprazision der Immunfixations-Elektrophorese

zum Nachweis von BJP im Harn,

— die Nachweisempfindlichkeit dieser Methode fiir BJP
im Harn, und-

— die Ausbildung des Zonenphanomens in Abhéngigkeit
vom AusmalB der BJP-Ausscheidung, eine Problemstel-



lung, die zu Interpretationsschwierigkeiten und sogar
falsch negativen Befunden beim Screening des Harnes
auf BJP fuhren kann.

Ein wichtiges Kriterium zur quantitativen Erfassung einer
. Bence Jones-Proteinausscheidung ist die Wahi der Prot-
einbestimmungsmethode.

In der Literatur sind fir die Bestimmung von BJP sowohl
die Biuret-Methode (8) als auch die Coomassie Brilliant
Blau G-250-Methode (9) angegeben. Wir haben beide Me-
thoden an Harnproben, an denen BJP den iiberwiegen-
den Proteinanteil ausmachte, miteinander verglichen.

Unsere Untersuchungen zeigen, da BJP im unkonzen-
trierten Harn empfindlich mit der IFE nachgewiesen wer-
den kann und zur Proteinbestimmung die Biuret-Me-
thode gut geeignet ist.

Material und Methoden

Alle Harnproben lagen nativ, d. h. als nicht ankonzentrier-
tes Untersuchungsgut vor und waren zuvor, mittels Urin-
eiweilR- und Immunfixations-Elektrophorese, als relativ
reine BJP-Harne mit einem elektrophoretischen BJP-An-
teil von = 70% ermittelt worden. Die IFE wurde nach der
unter Lit. (2) angegebenen Arbeitsvorschrift durchge-
fuhrt. Zum Einsatz gelangten monospezifische polyklo-
nale Antiseren, Anti-Human-lg/L-Kette Typ Kappa bzw.
Lambda und Anti-Human-Ig/freie L-Kette Typ Kappa bzw.
Lambda sowie Antiseren gegen Ig/a-Kette, Ig/u-Kette, Ig/
y-Kette der Behringwerke/Marburg.

Imprazision der Immunfixations-Elektrophorese

Untersucht wurden die Intraassay- (n = 8) und Interas-
say-Préazision (n = 10) von BJP-haltigen Harnen mit der
IFE unter Verwendung der Antiseren Anti-Human-Ig/L-
Kette Typ Kappa und Lambda anhand von BJP-Harnen
vom Typ Kappa und Lambda. Die quantitative Auswer-
tung der Immunprazipitate erfolgte durch Densitometrie
(Elscript 3, Fa. Hirschmann) und anschlieBender Plani-
metrie (Planimeter der Fa. Ott).

Analytische Sensitivitdt der Immunfixations-Elektropho-
rese

Mittels der Biuret-Methode, bezugnehmend auf Rinder-
serumalbumin als Referenzprotein, wurde die Gesamtei-
weiR-Konzentration der BJP-haltigen Harnproben ermit-
telt und Gber den relativen Kurvenanteil der UrineiweiR-
Elektrophorese die entsprechende BJP-Konzentration be-
rechnet. Die Harne wurden dann mit physiologischer
Kochsalzlésung in verschiedenen Stufen bis zu einer BJP-
Konzentration von 5 mg/l verdinnt.

Die Auswertung erfolgte fur BJP-Harne vom Typ Kappa
bzw. Lambda durch optische Beschreibung der Immun-
préazipitate vor weilem Hintergrund, in Form der minimal
detektierbaren Konzentration (MDK). Die MDK entspricht
der BJP-Konzentration, die zwei unabhéngige Betrachter
in der IFE gerade noch als Immunprazipitat vor wei3em
Hintergrund erkennen konnten.

Untersuchung des Zonenphdnomens

Das Zonenphinomen tritt in der IFE bei vorgegebener
Anukorperkonzentratlon auf, wenn die BJP-Konzentration
den Aquivalenzbereich (berschreitet. Da die BJP-Aus-
scheidung im Harn im Bereich von wenigen mg/l bis
mehreren g/l liegen kann, ist das Auftreten eines Zonen-
phanomens nicht selten. Unter Verwendung von Harnen

unterschiedlicher BJP-Konzentration wurde deshalb beur-
teilt, wie sich ein Zonenphé#nomen darstelit und bei wel-
cher BJP-Konzentration es sich in unserem IFE- -System
einstellt.

Vergleich zweier Proteinbestimmungs-Methoden zur
quantitativen Bestimmung von Bence Jones-Protein

Die Durchfiihrung der Biuret-Methode erfolgte mit dem
Merckotest GesamteiweiR nach der Arbeltsvorschnft der
Fa. Merck (10).

Fir die Coomassie-Methode wurde der Farbstoff Coo-
massie Brilliant Blau G 250 der Fa. Serva verwendet und
nach der Vorschrift von Bradford (11) gearbeitet. Beiden
Methoden diente als Referenzprotein Rinderserumalbu-
min (12).

19 Harnproben, von 7.Probanden stammend, wurden ver-
gleichend mit beiden Proteinbestimmungs-Methoden un-
tersucht. 3 Harnproben enthielten den Leichtkettentyp
Kappa und 4 Proben den Typ Lambda.

Ergebnisse

Beurteilung der Immunfixations-Elektrophorese auf BJP

Die Ausscheidung von Immunprotein im Harn fihrt zur
Ausbildung von Immunprézipitaten in der IFE. Besteht
eine Ausscheidung von intakten, monoklonal syntheti-
sierten Immunglobulinen, zeigt die IFE mit dem entspre-
chenden Schwerketten-Antiserum ein monoklonales ban-
denféormiges Immunprézipitat. In gleicher Hohe dieser
Bande erscheint im Bereich der Leichtketten-Préazipitation
eine dazu korrespondierende Bande, die die Typisierung
des monoklonalen Immunprézipitates gestattet.

Isolierte Leichtketten eines Typs zeigen keine Préazipita-
tion mit Schwerketten-Antiseren. Sie lassen sich direkt,
durch Antiseren gegen freie Leichtketten (Anti-Human-Ilg/
freie L-Kette) und indirekt durch ein AusschluBverfahren
nachweisen. Vermittels des AusschluBverfahrens werden
freie Leichtketten durch die kombinierte Anwendung von
Antiseren gegen Schwerketten und gebundene Leichtket-
ten (Anti-Human-lg/L-Kette) nachgewiesen. Liegt eine
monoklonale Bande im Bereich der Leichtketten-Prazipi-
tate vor, der keine korrespondierende Bande im Schwer-
kettenbereich gegeniibersteht, handelt es sich um den
Nachweis von freien Leichtketten (Abb. 1).

Isolierte Schwerketten einer Klasse zeigen keine Prézipita-
tion mit Leichtketten-Antiseren. Das Immunprézipitations-
muster weist im Fall einer isolierten Schwerkettenaus-
scheidung eine monoklonale Bande im Bereich der
Schwerkettenprézipitate auf, der keine korrespondie-
rende Bande im Leichtkettenbereich gegeniibersteht
(Abb. 2).

Imprézision der Immunfixations-Elektrophorese

Fiir die IFE des Harns zum Nachweis von BJP betrégt der
VK der Intraassay-Prazision 12% und derjenige der Inter-
assay-Prazision 30%. Die Daten betreffen den BJP-Kon-
zentrationsbereich von 200—800 mg/l, ermittelt mit der
Biuret-Methode, und gelten fiir den Kappa- und Lambda-
Leichtkettentyp.

Nachweisempfindlichkeit der Immunfixations-Elektropho-
rese

Werden Anti-Human-lg/L-Ketten Antisera zum Nachweis
von BJP im Harn eingesetzt, liegt die minimale detektier-
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Abb. 1: IFE eines Spontanharnes. Fragestellung Bence Jones-
Proteinurie bei einem Myelompatienten. Im Harn findet sich mo-
noklonales Immunglobulin der Klasse IgA Typ Kappa und Bence
Jones-Protein Typ Kappa.

Abb. 2: IFE eines Spontanharnes. Fragestellung der a-Ketten-
Ausscheidung bei a-Ketten-Krankheit. Isolierter Nachweis von
monoklonalem Immunprotein der Klasse IgA; korrespondie-
rende Leichtkettenprézipitationen fehlen. Es handelt sich entwe-
der um a-Schwerketten oder um Bruchstiicke von a-Schwerket-
ten.
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Abb. 3: Bence Jones-Proteinurie vom Typ Lambda. Verursacht
durch AntigeniberschuB findet sich eine scharf begrenzte unge-
firbte Zone (Zonenphdnomen) in der Lambda-Typ-Prézipitation.
Die Verdinnung des Urins um den Faktor 10 fihrt zum Ver-
schwinden des Zonenphdnomens.

bare Konzentration (MDK) der IFE in den 5 untersuchten
Harnen zwischen 9 und 20 mg/l (Tab. 1). :

Werden hingegen Anti-Human-lg/freie L-Ketten Antisera
zum Nachweis von BJP im Harn eingesetzt, nimmt die
Nachweisempfindlichkeit etwa um den Faktor zwei ab
(Tab. 1). .

Tab. 1: Minimal detektierbare Konzentration (mg/l) an BJF, die
mittels Immunfixations-Elektrophorese unter Verwendung der
Antiseren Anti-Human-Ig/L-Kette Typ Kappa bzw. Lambda und
Anti-Human-Ig/freie L-Kette Typ Kappa bzw. Lambda ermittelt
wurde.

Anti-Human-Ig/L-Kette
BJP-Typ Kappa Kappa Lambda Lambda Lambda
Harn-Nr. 4 5 6 9 14
MDK (mg/l) 14,6 19,5 11,9 9,3 18,0
Anti-Human-lg/freie L-Kette

BJP-Typ Kappa Kappa Lambda Lambda Lambda
Harn-Nr. 5 9 14
MDK (mg/l) 64,7 14,0 24,5
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Abb. 4: Bence Jones-Proteinurie vom Typ Lambda. Die Harn-

_probe liegt in 4 Verddnnungsstufen (von 1:2 bis 1:101) vor. Be-

sonders deutlich ist das schwéchere Immunpréazipitationsverhal-
ten des Antiserums gegen freie Lambda-Ketten (BJL) gegeniiber
dem Antiserum gegen gebundene Lambda-Ketten (L) in den Ver- ~
diinnungsstufen 1:2 und 1:21 anhand des Zonenphdnomens zu
erkennen. Weiteres Verdiinnen 18t durch Reduzierung des Anti-
gendberschusses das Zonenphdnomen verschwinden.

Zonenphdnomen

Liegt die Konzentration von BJP im Urin oberhalb des
Aquivalenzbereiches des Antigen-Antikérpersystems,
kommt es innerhalb des Immunprazipitates zu einer
scharf abgegrenzten ungefarbten Zone. Der Rand dieser
Zone entspricht dem Aquivalenzbereich des Antigen-An-
tikérper-Systems (Abb. 3). Bei einem Antikérpergehalt
des Antiserums Anti-Human-lg/L-Kette von 2,55 E/ml fir
den Kappa-Typ und 4,50 E/ml fir den Lambda-Typ trat in
unserem |FE-System ein Zonenph&nomen auf, wenn die
BJP-Konzentration in den Harnen Uber 2 g/l fir den
Kappa-Typ und ber 1 g/l fir den Lambda-Typ lag. Unter
Beriicksichtigung der Imprazision der IFE mufR mit der
Ausbildung eines Zonenphanomens bereits gerechnet
werden, wenn die BJP-Ausscheidung vom Kappa-Typ
Gber 1,4 g/l und vom Lambda-Typ tber 0,7 g/l betréagt.

Das Zonenphdnomen kann das Vorliegen von zwei mono-
klonalen Banden vortduschen. Erst durch die Verdiinnung
des Harnes wird es beseitigt, da der Aquivalenzbereich
mit,‘seinen vorwiegend unléslichen Immunkomplexen
wieder erreicht wird (Abb. 3).

Zeigt das Zonenphanomen hingegen keine Tendenz zur
Auflésung, muB an die Existenz weiterer monoklonaler
Immunproteine oder an das Vorliegen von Immunprotei-
nen in mono-, di- bzw. polymerer Form gedacht werden.
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Abb. 5: Vergleich zweier Proteinbestimmungs-Methoden zur
quantitativen Bestimmung von Bence Jones-Protein im Harn.
Den mit der Coomassie-Methode ermittelten BJP-Konzentratio-
nen sind die mit der Biuret-Methode bestimmten gegentiiberge-
stellt.

Ein Zonenphdnomen tritt bei gleicher Harnverdiinnung
friiher und in stirkerem Ausmaf auf, wenn Antiseren ge-
gen Ig/freie L-Kette anstatt Antiseren gegen Ig/L-Kette ver-
wendet werden, da der Aquivalenzbereich bei ersteren
schmaler und zu niedrigerer BJP-Konzentration hin ver-
schoben ist (Abb. 4).

Vergleich der Biuret- mit der Coomassie-Methode zur
quantitativen BJP-Bestimmung

Der Methodenvergleich in Abb. 5 zeigt, daB® mit der Coo-
massie-Methode generell niedrigere BJP-Konzentratio-
nen im Harn bestimmt werden als mit der Biuret-Me-
thode.

In den untersuchten Harnen wurden im BJP-Konzentra-
tionsbereich von 016-13,8 g/l minimal 35% und maxi-
mal 94% des mit der Biuret-Methode bestimmten Kon-
zentrationswertes gefunden. Im Einzelfall wurden in ver-
schiedenen Harnsammelperioden desselben Patienten
unterschiedliche Coomassie-Anteile, bezogen auf die mit
der Biuret-Methode bestimmte BJP-Konzentration, ermit-
telt.

Eine Zuordnung unter dem Gesichtspunkt der besonders
guten bzw. schlechten Detektierbarkeit eines bestimmten
Leichtkettentyps durch die Coomassie-Methode konnte
nicht getroffen werden.

Der Methodenvergleich ist in Abb. 5 dargestelit. Zur bes-
seren Veranschaulichung des gesamten BJP-Konzentra-
tionsbereiches (0,16-13,8 g/l) wurde die logarithmische
Darstellungsweise gewahit. Abb. 5 verdeutlicht, daf} alle
Wertepaare unterhalb der Winkelhalbierenden wiederge-
funden werden. Es sei jedoch darauf hingewiesen, daf
die Wahl der logarithmischen Darstellungsweise rein op-
tisch zur Verzerrung der Korrelation fihrt.

Diskussion

In den vergangenen 100 Jahren sind zahireiche Metho-
den zum Nachweis der Bence Jones-Proteinurie angege-
ben worden (13). Der Nachteil dieser Methoden ist entwe-
der eine mangelnde Spezifitdt oder die geringe Nach-
weisempfindlichkeit. in vielen Laboratorien wird deshalb
der Harn zum Screening auf Bence Jones-Proteinurie vor
der eigentlichen Analytik ankonzentriert. Diese MaR-
nahme fihrt, insbesondere wenn der Nachweis von BJP
nachfolgend durch eine kombinierte elektrophoretisch-
immunologische Methode erfolgt, zu interpretativen Pro-
blemen, resultierend aus anomal wandernden oder mul-
tiplen oder verwaschenen oder verschmolzenen Banden.
Das Arbeiten mit unkonzentriertem Urin ist deshalb eine
wichtige Voraussetzung fir die problemlose Erkennung
einer Bence Jones-Prateinurie vermittels der IFE.

Als Methoden des empfindlichen BJP-Nachweises unter
0,2 g/24 Std. im unkonzentrierten Harn werden neben der
IFE Immunoassays und die Immunnephelometrie emp-
fohlen. Beide Methoden haben eine geringere Spezifitat
als die IFE und erlauben nicht den parallelen Nachweis
von BJP und monokionalem Immunglobulin.

Vor dem Screening einer Harnprobe auf BJP vermittels
der IFE sollte die Harnproteinkonzentration bekannt sein,
damit durch eine entsprechende Verdinnung der Harn-
probe ein Zonen- oder gar Ausléschphdnomen vermie-
den werden kann. Bei einer Proteinkonzentration des
Harns (iber 1,0 g/l sollte deshalb der Harn unverdiinnt
und in einer 1:5-Verdiinnung in der IFE untersucht wer-
den.

Die Harnproteinbestimmung sollte in Untersuchungspro-
ben zum BJP-Nachweis nicht mit der Coomassie-Me- .
thode erfolgen, da bedingt durch eine geringere Bindung
von Coomassie Brilliant Blau G 250 an BJP als an Albu-
min immer eine niedrigere Proteinkonzentration vorge-
tayscht wird als mit der Biuret-Methode. Die Nachweis-
empfindlichkeit der Biuret-Methode liegt bei 120 mg/l (9),
somit kann mit der IFE auch in ,Biuret-negativen” Har-
nen BJP nachgewiesen werden.

Bei der Immunfixation mit Antiseren gegen freie Leicht-
ketten wird zum Nachweis von BJP keine Trennspur fur
den Nachweis von intakten Immunglobulinen bendtigt,
was bei der Verwendung von Antisera gegen gebundene
Leichtketien erforderlich ist. Wir empfehlen aber trotzdem
die Immunfixation mit Antiseren gegen gebundene
Leichtketten und das Mitfiihren einer Trennspur fir die
Immunfixation von intaktem IgG, evtl. auch IgA oder IgM,
da

— die Aviditat der Antiseren gegen gebundene Leichtket-
ten groRer ist als die derjenigen gegen freie Leichtketten.
Ein Zonen- oder gar Ausléschphidnomen tritt deshalb bei
der Immunfixation mit Antiseren gegen freie Leichtketten
bei niedrigerer BJP-Konzentration auf als bei der Verwen-
dung von Antiseren gegen gebundene Leichtketten.

— der Informationsgehalt héher ist. Die kombinierte Aus-
scheidung von BJP und intaktem Immungiobulin wird
bei alleiniger Verwendung von Antiseren gegen freie
Leichtketten nicht erkannt.

— die Nachweisempfindlichkeit hoher ist.

Die intraserielle Imprazision der IFE zum Nachweis von
BJP zeigt einen Variationskoeffizient, wie er fir die in der
optischen Dichte als gleichstark anzusehende «y-Globu-
linfraktion in SerumeiweiR-Elektrophorese auf Zellulosea-
cetatfolie noch erlaubt ist (14).
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Wir glauben, daB durch unseren aufgezeigten Weg

- der Bestimmung der Harnproteinkonzentration vermit-
tels der Biuret-Methode und

— der anschlieBenden IFE des unkonzentrierten Harns,
alle klinisch relevanten Bence Jones-Proteinurien mit ho-
her Zuverlassigkeit erfalt werden.
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