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Tiselius Elekiroforez konusundaki ¢calismalari ile 1948'de Nobel odulu kazandi




Selluloz asetat membranda SPE
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Agaroz Jel Elektroforezi (AGE)

» Ik olarak Laurell
tarafindan 1962
yilinda rutin kullanima
sokulmustur.

» Ayrm proteinin
yUk/kUtle oranina
gOredir.

» 1972'de Laurell HR-
AGE’'nin avantagjlar
hakkinda bir rapor
yayinlamistir.
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Kapiller Elektrotorez (CZE)

» 90’lann ortalarinda Kapiller elekiroforez kullanima

girmeye baslamistir.
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Protein Elekiroforezi istemi

» Monoklonal proteinlerin tespiti ve takibi

» Yuksek hassasiyete sahip, ancak SPE'nin tUm Monoklonal Gammopati
vakalarini tespit etmedigi aciktir. Sadece SPE incelemesi yapilarak % 5-21
oraninda vaka atlanabilmektedir.

» Sensitivite %835, spesifite %925 dolayinda bildiriimekie

» Ayt edilebilr M proteini gdézlenmemesi ve tum protein fraksiyonlarnin
referans degerler icerisinde olmasi, klinik suphenin yUOksek oldugu
durumlarda Monoklonal gammopatinin dislanmasi icin yeterli degildir ve
bu durumun klinisyene iyi aktarnimasi gereklidir.

» Monoklonal proteinlerin yaninda protein duzeyleri ve dagihimini etkileyen
sentez ve inflamasyon suregleri gibi durumlarnn taninmasina yardimcidur.
Ancak bu durumlarin diger tani testleri ile desteklenmesi gerekir.

Ann Clin Biochem 2012; 49: 242-256
Clin Biochem 2018; 51: 29-37




Onerilen Metodlar

» Agaroz jel bazh (AGE) ya da Kapiller Zon Elekiroforezi (CZE)
uygundur.

» Sistem yuksek ¢ozunurluklu olmal ve normal proteinlerle go¢ eden
kucuk monoklonal bantlan tespit edebilmelidir.

» Hasta takibinde ayni metodun kullaniimasi onerilmekiedir.
» Immunfiksasyon gereken numuneler refere edilmelidir.

Ann Clin Biochem 2012; 49: 242-256




Serum Protein ve Albumin kantifikasyonu igin oneriler:

» Protein Elekiroforezinin degerlendiriimesi i¢cin otoanalizor tarafindan yapilmig
total protein ve albumin olcumu kullanilabilir.

» Hepsi kabul edilebilir oldugu halde; serum albimin élgumunun BCG yerine BCP
ya da CZE ile yapilmasi onerilir.

» SPE raporunda, biyokimya raporu ile ayni albumin degerinin verilmesi tercih
edilir ancak LIS nedeni ile bu mumkun olmayalbilir.

» Hangi Albumin degeri kullanilirsa kullanilsin, SPE raporunda albumin degerinin
rapor edilmesi tutarh bir yaklasimla olmaldiur.

» Kimyasal ve elekiroforetik albumin degerleri arasindaki major vygunsuzluklar
laboratuvar tarafindan arastinimahdur.

» Total protein ve Albumin g/L olarak en yakin tam sayi seklinde belirtiimelidir.

Ann Clin Biochem 2012; 49: 242-256




1. Her bir SPE fraksiyonunda (5/6)
protein miktan (% ve g/L olarak)
ve bunlarin referans araliklari

: | i RAPORDA
G e I BULUNMASIH
GEREKENLER

3. interpretasyona yardimci
olabilecek aciklayici bir yorum

Clin Biochem 2018; 51: 29-37



Protein Elekiroforez Raporu

>
>
>
>
>
>

Total Protein /3 g/L (63-79)
Aloumin %49,3 36 g/L (34-47)
Alfa-1 globllin % 2,7 2g/L ( 1- 3)
Alfa-2 globulin %123 9 g/L ( 6-10)
Beta-Globulin %13,7 10g/L ( 7-12)
Gama-Globulin® %150 11 g/L ( 6-16)
Yorum: Non-spesifik elektroforez

bulgulari, belirgin paraprotein bandi
tespit edilmemistir.
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Protein Elekiroforezinde spesifik bir bulgu tespit edilmediginde yorum

nasil oimali?

» “Normal patern, belirgin paraprotein bandi tespit edilmemistir.”
> “NORMAL" KELIMESINDEN KACINILMALIDIR.

» SPE fraksiyonlari i¢in kullanilan referans aralklan; normalligi veya saghk
durumunu gostermedigi igcin “Normal” kelimesini kullanmak, belirsiz ve
potansiyel olarak yaniltici bir sonu¢ yaratir. Bu nedenle, “normal”
kelimesinin kullanimi genellikle Laboratuvar Tibbi'nda oneriimemekiedir.

» “Serum protein elekiroforezi non-spesifik olarak degerlendirilmistir.”

» “Non-spesifik elekiroforez bulgular, belirgin paraprotein bandi tespit
edilmemistir.




SPE yorumu, ayni raporda verilen numerik degerlere ilave bilgi icerecek
sekilde kisa, oz ve ilgili olmalidir. Verilen bilginin nasil algilanacagi ve

klinik degerlendirmeye katkisi konusuna ozen gosterilmelidir.

vV v v VY%

>

Tan, takip ve ileri incelemeye katki saglamal
Dogru ve ilave klinik deger tasimal

Yapilan inceleme ve klinik duruma uygun olmalh
Kesin, anlami agik ve kolay anlasilir olmal

Klinisyen beklentisine gore olmal (orn, pratisyen ya da aile hekiminin test
sonucundan beklentisi ile nefroloji ya da hematoloji uzmaninin farkh beklentileri
gozetilmeli)

Raporda baska yerde bulunan bariz bilgi ve bulgulan tekrar etmemelidir.

Klinisyene kendi pratigi konusunda yon gostermekie haddini agmamal ve tum klinik
tablonun bilinmedigi bir durumda invazif ileri islemler konusunda tavsiyede
bulunmamaii

Tani ve takip olasiliklarn konusunda vzun listeler vermekten kag¢milmal

Clin Biochem 2018; 51: 29-37




Soru: M bandi tespit edilmediyse, asagidaki kosullardan veya

modellerden hangisi hakkinda yorum yaparsiniz?

» M-bandi tespit edilmedi %62
» Normal patern 785
» Bisalbuminemi %92
» Hipoalbuminemi 785
» Alfa-1 Antitripsin eksikligi 785
» Inflamatuvar/akut faz yanih %17
» Nefrotik patern 769
» Beta-gama koprulesme 785
» Artmis beta- ya da beta2 %69
» Poliklonal gammopati %92
» Hipogammaglobulinemi %92

Clin Biochem 2018; 51: 29-37
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Nadir goérulen otozomal resesif durum

Hafif ddem, hipotansiyon, yorgunluk ve
bazen kendine 6zguU bir alt viocut
lipodistrofisi (Ozellikle yetiskin kadinlarda)
ve hiperlipidemi disinda az sayida klinik
semptom vardirr.

AGE'nin sifira yakin albUmin
konsantrasyonunu tespit etmekte boya
bazl analizér ydontemlerinden daha kesin
oldugu bildirilmistir.

Bununla birlikte, CZE'nin performansi acik
degildir.

ANALBUMINEMI




Cift ya da ayrn albumin bandi
Kalitsal, bilinen patolojik etkisi yok

Edinilmis; 1. renal yetmezlik bulunan
hastada yUksek doz beta-laktam
antibiyotik kullanimina bagli

Edinilmis; 2. Pankreatik fistul varliginda

Ozel yorum gerektirmez

Olagandisi gorunUm gereksiz endiseye ve
ileri testlere neden olabilecegiicin
gozlendiginde literatUr bilgisi ile birlikte
rapor edilebilir

BISALBUMINEMI




Non-spesifik bulgular

Serum protein elekiroforezi
spesifik olarak degerlendirilmistir.

00 Albumin
50 —|
Alpha-1  Alpha-2 Beta-hata.2 ~Gamma
0 T e —— e
| | 1 1 1
I | T T
50 100 150 200
1 Albumin 68.019% 46.66 54 709 ... 69.669
2 Alpha-1 3.949%%: 2.70 2.63% ... 5.03%
32 Alpha-2 7.58% 5.20 4.87% ... 10.48%9%
4 Beta-1 B6.209% 4.26 5.35%. ... 9.19%9
5 Beta-2 3.05%9% 2.09 2.389: ... 7. 119
(5] Gamma 11.219 7.69 9.69% ... 18.90%
Total 68.60




Alfa-1 Anftitripsin Eksikl
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100 — Albumin
50 —
. Beta- 1Beta-2 _Ei'm-’ﬂi
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50 100 150 200
1 Alburmin 50.38<c L
= Aldlpha-1 2.32< L
3 Aldlpha-= 15 029 H
« Baeta-1 F.a19s
5 Baeta-2 5. 689%
= Gamirma 19.002% H

DUsuk (ya da anormal) alfo-1
globdulin (antitripsin bandi),
konjenital eksikligi  dislamak icin

alfa-1 antitripsin 6lcUmuU onerilir.




Nefrotik Patern

100 —
50 —
0
50
1 Albumin
2 Alpha-1
3 Alpha-2
4 Beta-1
5 Beta-2
6 Gamma
Total

100

39.16% L
10.068% H
24.36% H
8.03%
3.24%
15.15%

150

16.02
411
9.96
3.28
1.33
6.20

40.90

200

54.70% ...
2.63% ...
4.87% ...
5.35% ...
2.38% ...
9.69% ...

69.66%
5.03%
10.48%
9.19%
7.11%
18.90%

Belirgin  azalmis  Albumin,

birlikte artmis alfa-2
globulin. Bu, protein kaybi
paterni renal hastalik

(nefrotik sendrom) ya da Gl
kaybr dusundurUr.




Inflamatuvar yanite Intravasktler Hemoliz2

100 — - Alfa-1 artisi inflamatuvar yanita
bagl ise, yaninda alfa-2'nin
artmamasi, muhtemel intravaskUler
hemolize bagl Haptoglonin
dUsuklUgU nedeni ile olabilir. Beta-1

50 globulin dUsUktur (hepatosellUler
i yetmezlik, malnutrisyon ya da
1 Transferrin dUsUkIUgUNne neden
1 Gamma olabilecek protein kaybi2) Gama
i Bm_;f/’ bdlgesinde erken bdlgede
0 _ SamRE . yogunlasma inflamatuvar yanit
| - | r (CRP artisi) ile uyumlu olabilir.
50 200 Gorece poliklonal artis akfif kronik
1 Albumin 53.22% L 2.71 54.70% ... 69.66% inflamasyon ya da otoimmun
2 Alpha-1 10.49% H 0.53 2.63% ... 5.03% o
3 Alpha-2 9.76% 0.50 4.87% ... 10.48% k(]yn(]k“ olabilir.
4 Beta-1 2.92% L 0.15 5.35% ... 9.19% T’
5 Beta-2 2.65% 0.14 2.389% ... 7.11% é
6 Gamma 20.96% H 1.07 9.69% ... 18.90% I_‘@
Total 5.10 —




Hemolizli Numune

100 Albumin
B0 —
0
B0 100 180 200
(sec)
1 Albumin 56.70% 3.52 54.70% ... 689.66%
2 Alpha-1 5.452. H 0.34 2.63% ... 5.03%
3 Alpha-2 11.042c H 0.e8 4.87% ... 10.48%9%%
s Beta-1 9.309- H 0.58 5.35% ... 9.199%
5 Beta-2 4.599% 0.28 2.389 ... 7.119%
(] Gamma 12.929 0.80 9.6899% ... 18.90%
Total 6.20

Alfa2-Beta globdulin
arasindaki yogunlasmanin
numunede gozlenen
hemolize bagli
olabileceqi
degerlendirilmistir.
Hemolizi olmayan bir
numune ile testin
tekrarlanmasi dnerilir.




Poliklonal hipergamaglobulinemi

Albumin

Alpha-1

Alpha-2

Beta-1 Beta- Ef,// H"\

.

100 —
50 —
0
1
[
50
1 Albumin
2 Alpha-1
3 Alpha-2
4 Beta-1
5 Beta-2
6 Gamma
Total

100

39.41% L
3.81%
4.84% L
4.26% L
4.76%

43.12% H

3.66
0.34
0.45
0.40
0.44
4.01

9.30

200
(sec)

54.70% ...
2.83% ...
4.87% ...
5.35% ...
2.38% ...
9.69% ...

69.66%
5.03%
10.48%
9.19%
7. 11%
18.90%

Gama globulin
bolgesinde poliklonal
artis izlenmektedir.
ImmUnoglobulinlerde
poliklonal artis kronik
inflamasyon ile
uyumludur.




Hipogamaglobulinemi

Hipogammaglobulinemi
izlenmistir. Kanfitatif

100 — )
| A immUnglobulin dlcUmleri ile
. birlikte klinik sUphe var ise serum
. ve idrar immunfiksasyon EF ile
. takibi Onerilir.
50 —

) Alpha-1 Alpha-2 Beta-1 B__e__lgt.E-_ Gamma
| | | | | | |
I I | I | I
50 100 150 200




Yorum Ornekleri-1

Bir Hemodilusyonu dusundurecek sekilde tum parametrelerde azalma

AGE'de Albuminin anodal sinnnda bulanikhk izlenmektedir. Bir ilacin ya da
bilirubinin albumine baglanmasi sonucu ya da Heparin tedavisi sirasinda
gozienebilir.

» Arimis alfa-1 ve 2 globilinler, azalmis albumin ve transferrin; Akut inflamasyon
ile uyumlu degerlendirilmistir.

Reaktif bir durumu dusundurecek sekilde akut faz proteinlerinde goreceli arhs
Artmis Alfa-2 globulin ve C3 bandi subakut inflamasyon dusundurmekiedir

Akut faz reaktanlan arhsi ve immunglobulinlerde poliklonal arhs; aktif, kronik
inflamasyonu dusundurmekiedir.

Protein Electrophoresis in Clinical Diagnosis, David F Keren.
Oxford University Press,2003



Yorum Ornekleri-2

» Haptoglobulinde azalma hemolitik sure¢ ya da herediter eksiklik ile
vyumiu olabilir.

» Alfa-2 ve beta globulinlerin arhgi ostrojen eftkisi ile uyumlu olabilir.

» Beta-gamma koprulesmesi izlenmektedir. IgA’'da arhs dusundurmektedir.
KC hastaligl, intestinal ya da AC enfeksiyonlan ve Romatoid artritde
gorulebilir.

» Azalmis albumin ve haptoglobulin, gama globulinde poliklonal arhs ve
beta-gama koprulesmesi KC hastaligi ile vyumlu degerlendirilmistir.

» Total protein, albumin ve gama globulin azalmistr. Hafif Protein kaybi
paterni ile vyumlu olabilir

Protein Electrophoresis in Clinical Diagnosis, David F Keren.
Oxford University Press,2003




Yorum Ornekleri-3

» AGE cahsmasinda jelin aplikasyon nokiasinda kisith bir iz kriyoglobulin
dusundurur.

» Gama globulin bolgesinde poliklonal arhs ile birlikte oligoklonal bantiar,
sikhikla kronik enfeksiyonlar, otoimmun hastaliklar ve daha nadir olarak da
lenfoproliferatif sureglerde gozienebilir.

» Zeminde arhs olsun ya da olmasin, oligoklonal bantlardan biri digerlerinden
daha belirgin ise mindr paraprotein yonunden ileri inceleme ve takip
onerilir.

» Beta-1 veya beta-2 globulin bolgelerinde izole arhslar, ozellikle suprese
gama globulin ile birlikte ise mutlaka minor paraprotein yonunden ileri
inceleme ve takip onerilir.

Protein Electrophoresis in Clinical Diagnosis, David F Keren.
Oxford University Press,2003




Artmis Beta-1 (monoklonal?)

Albumin

Artmis beta-1 (transferrin)
bandi demir eksikligi ile
uyumlu olabilir, mindr bir
paraproteine bagl olabilir ya
da radyoopak madde
interferansi ekarte edilmelidir.
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Hafif Zincir Hastaligl

n b wWwN =

9]

Total

Beta-2 globulin ile ayni

Alournin yerlesimde minor
| paraprotein bandi
. izlenmistir. (Beta-2 + PP =
- 5,34 g/L)
_ L1
BE-.I_?-Z

7 Alpha-2 - N Gamma

1 1 I L L ||_ ~—|—_,__ 1“ -

50 100 150 200 . =
Albumin 62.60% 34.99 54.70% ... 69.66%
Alpha-1 586% H 3.27 2.63% ... 5.03%
Alpha-2 8.72% 4.88 4.87% ... 10.48% ELF ':' l!'- H K A
Beta-1 5.89% 3.29 5.35% ... 9.19%
Beta-2 9.56% H <: 534 2.38% ... 7.119%
Gamma 7.37% L 412 9.69% ... 18.90% Tl_é

55.90 boe!




Gama suprese, beta-1 duzensiz |

Albumin
7 Alpha-2 Beta-1
Betaz %—1 —p‘__._A L1
I I I I
[ | [ [
50 100 150 200
1 Albumin 70.07% H 45.69 54.70% ... 69.66%
2 Alpha-1 5.35% H 3.49 2.63% ... 5.03%
3 Alpha-2 8.95% 5.84 4.87% ... 10.48%
4 Beta-1 6.22% 4.086 5.35% ... 9.199%
5 Beta-2 2.53% 1.65 2.38% ... 7.119%
6 Gamma 6.88% L <= 4.49 9.69% ... 18.90%
Total 65.20
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C/E'de tespit edilemeyen IgM-kappa

100 Albumin
50 —
— Beta-2 Gamma
0
I
[ [ |
50 100 150 200
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Degerlendirmeyi zorlastiran durumlar

» Ozellikle alfa-2 ve beta-1,2 globulin bdlgelerinde yer alan mindr bantlar bu
bolgelerdeki fizyolojik proteinler tarafindan maskelenebilir

» Radyoopak kontrast maddelerin yine ayni bolgelerde arhs ve artefakt bant
goruntusune yol agabilecegi bilinmelidir.

» Numunedeki hemoliz alfa-beta arasi bolgede arhis ve yogunlasmaya yol
acabilir.

» Plazma numunelerinde izlenen Fibrinojen beta-gamma arasi bolgede ayri
bir bant olarak gozlenebilir.

» Beklemis numunelerde ozellikle Beta-2 globulin baskilanur.

Ann Clin Biochem 2012; 49: 242-256
Clin Biochem 2018; 51: 29-37




Paraprotein tespit hassasiyetleri

» AGE
SPE (IFE olmadan) 0,5 g/L
SPE (IFE ile birlikte) 0,1 g/L
» CZE
SPE (IS ile birlikte) 0,25 g/L

Ann Clin Biochem 2012; 49: 242-256



Serum Paraprotein kantifikasyonu igin oneriler

» Gamma bolgesindeki paraproteinler, dansitometrik ya da kapiller zon
elektroforez dlcumu ile g/L olarak en yakin tam sayiya yuvarlanarak veriimelidir.

» <1 g/Lolan ve gorulebilen paraproteinler ozellikle arka planda bir poliklonal
goruntu var ise guvenilir olarak kantifiye edilemeyecekleriicin “< 1 g/L" ya da
Yeser” seklinde “miktar guvenilir olarak belilenemeyen kUcuk bant” yorumu
eklenerek rapor edilmelidir.

» Sadece IFE ile tespit edilebilen poropro’reinler, kantitatif deger vermek yerine
yorum kisminda belirtiimelidir. (Orn. IgG-kappa fipi paraprotein sadece IFE ile
tespit edilmistir)

» Paraprotein gamma disi bir bolgede ise, (beta bolgesi IgA paraproteinleriicin
en sik rastlanan bolgedir) beta bolgesindeki total protein rapor edilir
(beta+paraprotein) ve takipte de devam edilir.

Ann Clin Biochem 2012; 49: 242-256




Standart MM tedaviye yanit kriterleri (IMWG)

» sCR =Tam Yanit (Stringent)

» CR=Tam Yanit;

» vgPR=Cok iyi kismi Yanit:

| 2 PR=Kismi Yanit:

» MR=Minimal Yanit:
»  Stabil Hastalik:

Lancet Oncol. 17 (2014) e328-346

CR + Normal FLC orani Ki biopside immiinohistokimyasal olarak klonal hiicre
bulunmamasi

Serum ve idrar IFE negatif (PE'de PP yok, IFE gerekli) (Ki < %5 klonal hiicre)

Serum ve idrar IFE’'de PP var fakat PE’'de yok (PE’'de PP yok ise IFE gerekli) ya da
serum PP > %90 azalmis + idrarda <100 mg/24 saat.

Serum PP > %50 azalmis + idrarda PP > %90 azalmis ya da < 200mg/24 saat
(Serum ya da idrar PP olgulemiyor ise, hasta FLC klonu ile digeri arasindaki fark
> %50 azalmis olmali)

Serum PP > %25 <%49 azalmis, ve idrar PP %50-89 arasi azalmis

Yukaridaki ve asagidaki kriterleri karsilamayan hastalar




Standart MM tedaviye yanit kriterleri (IMWG)

» PD=Progresif Hastalik: Siralananlardan en az biri veya daha fazlasi;

En dUsUuk yanit degerinden %25 arhs (bir ya da daha fazla kriterde)

Serum PP mutlak artig > 5 g/L olmali
En dusuk PP > 50 g/L ise mutlak arhs > 10 g/L olmali
idrar PP mutlak artis > 200 mg/24 saat oimal

Serum ve idrar PP dlgulemeyen hastalarda hasta FLC klonu ile digeri arasindaki
farkta mutlak arlis 100 mg/L olmali

» Klinik Relaps

» CR’dan Relaps

Lancet Oncol. 17 (2014) e328-346







