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KLINIK LABORATUVARDA
ELEKTROFOREZ UYGULAMALARI KURSU
3 EYLUL 2013

Elektroforez, kokleri 1937’ye Tiselius’un ¢alismalarina kadar giden eski bir ayirma teknigidir. Klinik
laboratuvarlarda elektroforez tekniklerinin kullanimi bir ara azalmis gibi olsa da, otomatik
sistemlerin, bilgi teknolojisinin ve kapiller elektroforez gibi nispeten yeni tekniklerin laboratuvar
ortamina girisi ve senteziyle bliylik bir sigrama yapmistir.

Klinik Laboratuvarda Elektroforez Uygulamalari Kursu ile amaglanan elektroforez tekniklerine ilgi
duyan ama herhangi bir sekilde uzak kalmis veya uygulama yapsa da kendisini gelistirmek isteyen
meslektaslarimiza giincel bilgiyi aktarmaktir. Kursta hem manuel jel elektroforezi gibi konvansiyonel,
hem otomatik jel elektroforezi, hem de kapiller elektroforezi gibi yeni tekniklerin uygulamalari yer
alacaktir. En sik yapilan protein elektroforezi (serum ve idrar) yani sira, Glkemiz icin cok 6nemli olan
hemoglobin elektroforezi, immiinfiksasyon elektroforezi (immdintiplendirme, serum ve idrar),
izoelektrik odaklama teknigi ile BOS’ta oligoklonal bant ve B-2 Transferrin analizi, izoenzim
elektroforezi ile glikozaminoglikan elektroforezine de deginilecektir.

Kursta teorik bilgi mimkin oldugunca kisa tutulmus olup esas olarak uygulamaya agirlik verilmistir.
Saygilarimizla,

Dog. Dr. Dogan Yiicel

Saat Konu Egitici

Acihs ve Girig Dogan Yiicel

08:30-09:00 | Elektroforezde temel prensipler Asli Pinar

09:00-09:20 | Serum protein ve lipoprotein elektroforezi Filiz Akbiyik

09:20-09:40 | idrar protein elektroforezi Pinar Akan

09:40-10:00 | Serum ve idrar immiintiplendirme Mehmet Senes

10:00-10:30 | Kahve arasi/Uygulama hazirliklari

10:30-10:50 | Hemoglobin elektroforezi Dogan Yiicel

10:50-11:10 izoelektrik odaklama elektroforezinin klinik kullanimlari | Asli Pinar
(Oligoklonal bant, B-2 Transferrin)

11:10-11:30 izoenzim analizleri Dogan Yiicel

11:30-11:50 | Glikozaminoglikan (GAG) elektroforezi incilay Lay

11:50-13:00 | Yemek arasi

13:00-16:45 Uygulama

16:45-17:00 | Degerlendirme ve Kapanis

Not: Kurs Biz Medikal tarafindan desteklenmistir.




ELEKTROFOREZDE TEMEL PRENSIPLER
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Elektroforez, yikli molekillerin elektriksel bir alanda gé¢ etmesi olarak tanimlanmaktadir. Sivi veya
kati bir ortama elektrik akimi uygulanmasi ile yiikli molekillerin ayrimi ve analizi igin kullanilan bir
tekniktir. Klinik laboratuvarlarda, viicut sivi ve dokularinda bulunan protein, peptit, amino asit,
nikleik asit, organik asit ve basit iyonlar igin elektroforetik teknikler kullanilabilmektedir.

Elektroforetik ayirimi etkileyen faktoérler
Elektroforez sisteminde ayrim bir¢ok faktoriin etkilesimi sonucu gerceklesir:

1. YUklu partikiilin mobilitesini etkileyen faktorler
a) Partikile etki eden kuvvetler
b) Elektroforetik mobilite
c) pH
d) Elektrolitler
e) Akim ve iletkenlik

2. Makromolekilin mobilitesini etkileyen faktorler
a) Yuik ve konformasyon
b) iyonik atmosfer ve Zeta potansiyel
c) Relaksasyon etkisi
d) Elektroforetik etki
e) Elektroendozmoz

Elektrik Alani

-

1. Itici kuvvet: (F.) 2. Kargit kuvvet : (F,)
F=E.Q= Er;‘“(.gz Fs=f.1.“ = 6‘}'{ {T'rl'1]

Q: pargaciklanin net yikd r: pargacigin iyolnik capi . o
E: Ortama uygulanan elektriksel potansiyel (volt/cm) n: elektroforetik ortamin viskozitesi
EMK: Elektromotiv kuwvet (uygulanan voltaj) v: partikiil hizi (cm/s)

d: Elektroforetik ortamin uzunlugu (cm) f: siirtlinme sabiti

Sekil 1. Elektroforezde birbirine zit iki kuvvet rol alir: itici kuvvet: (F¢) ve karsit kuvvet (Fs).
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Partikiile etki eden kuvvetler

YUklU bir molekdl, elektriksel alanda itici kuvvet (F¢) ve zit yonli karsit kuvvet (Fs) arasinda kalir (Sekil
1). Fe, partikili elektrik alanda harekete zorlayan kuvvettir. Elektrik alaninin glict ve partikal yuka
bu kuvvetin buyUklGgini belirler. Partikil ortamda hareket etmege baslayinca karsit surtiinme
kuvveti (Fs) ile engellenir. Bu karsit kuvvet hiz ile orantili olup, oranti sabiti sirtinme katsayisidir.
Surtiinme katsayisi elektroforez ortaminin viskozitesine ve partikiliin buyuklik ve bigimine baglidir.
Viskozite artarsa partikil hareketi yavaslar. Protein gibi biylik molekdller icin strtiinme katsayisi
karakteristik bir 6zelliktir.

Elektroforetik mobilite
Elektroforetik mobilite () (cm?/V.s) yuklii partikiliin hareket edebilme kapasitesidir. Molekiliin net
ylku ile dogru, molekil bliylkligi ve elektroforez ortaminin viskozitesi ile ters orantilidir.

. Q LL= em?/(V,s) olarak elektroforetik mobilite
L= L - () = lyonun net yiiki
E 6mr I = Kati maddenin iyonik capi

N = Gagin gerceklestigi tampon gdzeltisinin viskozitesi

pH

Molekil net yiuki, ortam pH’si ile degisir. Proteinler amfoterik molekiller olup asidik ve bazik
gruplari bulunur. Distk pH’da genel olarak pozitif yikli, izoelektrik noktada yiksiiz, yliksek pH'da
ise negatif ylklidir. Mobilite net yik ortalamasi ile dogru orantili oldugu icin efektif mobilite pH nin
bir fonksiyonudur.

Elektrolitler
Elektroforez sisteminde elektrik akiminin iletilmesi, strekliligi icin iyonlar gereklidir. Tampon ve
elektrolitlerle sabit bir elektriksel alan ve proteinlerin hareketlerinin birbirinden bagimsiz olmasi
saglanir. Elektrolit ¢ozeltisi igindeki zit iyonlar, solventi kendileri ile birlikte zit yone ¢ekerler. Bu
nedenle elektroforetik alan iginde makromolekiil, solventin bu hareketine de karsi koymak
zorundadir.

Akim ve iletkenlik
Bir elektriksel sistemde uygulanan voltaj ile orantili olarak akim olusur:

Voltaj = Akim X Direng (Esitlik 1)
veya
Voltaj = Akim / iletkenlik (Esitlik 2)

Elektroforezde akim iyonlarin akisidir. iletkenlik, mevcut tim iyonlarin efektif mobiliteleri ile
orantilidir. Voltaj, akim ve iletkenlik birbiri ile iliskilidir (Esitlik 2).

lletkenligin arttigi durumda, akim sabit tutulur ise, voltaj azalir, Fe azalir, makromolekiiliin hizi azalir.
lletkenligin arttigi durumda, voltaj sabit tutulur ise, akim artar, 1s1 Gretilir. Isi artisi, soliisyonda
konvektif bozulmaya, elektroforetik paternlerin kaymasina, makromolekiillerin denatiire olmasina
neden olur.



Yiik ve konformasyon

Proteinler polielektrolitler olup net yikleri bu gruplarin yiklerinin toplamina ve molekilin
konformasyonuna baghdir. Protein konformasyonu makromolekilin net yikiini ve elektroforetik
mobilitesini etkiler.

iyonik atmosfer

Sulu bir ortamda tiim polar maddeler su molekdilleri ile etkilesir. iyonlar da hidrasyon tabakasi icinde
bulunurlar. iyonlar bu nedenle makromolekiillerin {izerindeki yiiklii gruplarla dogrudan etkilesmez.
YUklG gruplarinin Gizerinde iyonik atmosfer olarak adlandirilan bir tabaka olustururlar. Makromolekdl
ylzeyi bir hidrasyon katmani ve hidrate zit ylkli iyonlarla hareket eder (Sekil-2). Makromolekiilin
hidrasyon katmani ve bunun iginde yer alan zit iyonlardan olusan kompleks katman ile bunun
disinda kalan soliisyon arasinda olusan potansiyele “Zeta potansiyel” denir. Makromolekilin
hidrasyon tabakasi icinde bulunan adsorbe olmus iyonlar nedeni ile molekilin yuka azalir.
Makromolekullin efektif ylki zeta potansiyel diizeyine kadar diser.

Relaksasyon etkisi

Elektrolit solisyonuna bir elektrik potansiyel uygulanirsa, pozitif iyon negatif elektroda giderken,
¢evresini saran iyonlari da beraberinde sirikler. Ancak, random termal hareket nedeni ile
makromolekiiller diizensiz hareket eder, diiz ¢izgide gitmektense atlarlar. Bu atlamalar sirasinda zit
iyonik atmosfer geride kalir. Kisa bir zaman araligindan sonra, yeniden iyonik atmosfer olusur. Buna
relaksasyon etkisi denir. Relaksasyon etkisi molekilin mobilitesini azaltmaktadir.

Elektroforetik etki

lyonlar sulu ortamda hidratedir, zit yiikli iyonlar solventi kendileri ile beraber zit yénde siiriiklerler.
Makromolekil bu ters akimdaki solvente karsi da hareket etmek zorundadir, mobilitesini bu faktor
de azaltir.
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Sekil 2. Sulu bir ortamda yikli molekillerin hidrasyonu. A: Kiguk iyonlarin hidrasyonu. B: Su iginde
bir makromolekdl tizerindeki polar ve yikll gruplarla etkilesen hidrasyon tabakasi icindeki iyonilarla
ile birlikte hareket eder.



Elektroendozmoz

Destek materyalinin tasidigi yiukli gruplar nedeni ile su molekullerinin olusturdugu harekettir. (Sekil
3). Kagit, seliloz, agaroz gibi ylizeylerde anyonik gruplar sabit ylizey ylklerini olustururlar. Bu ylizey
tampondaki pozitif iyonlarla kaplanarak hareketsiz iyon tabakasi olusur. Uzerinde ise giderek azalan
oranda pozitif yik iceren hareketli tabaka vardir. Solisyondaki pozitif iyonlarin olusturdugu,
hareketli pozitif bir iyon bulutu olup Zeta potansiyeli olusturur. Boyle bir sisteme akim
uygulandiginda, sollisyondaki zit yikli mobil iyon katmani katoda dogru goc¢ eder. Sollisyondaki
iyonlar hidrate oldugu icin, solvent de ayni yonde mobilize olur. Makromolekdiller yliklerine gore bu
harekete karsi koyabilir veya yliksiiz ise katoda dogru siriklenirler.

Elektroforez sisteminin temel bilesenleri

Klasik bir elektroforez sistemi temel bilesenleri glic kaynagi, elektroforez Unitesidir. Elektromotiv
kuvvet, giic kaynagl tarafindan saglanir. Elektroforez Unitesi ise tampon ve destek materyalini
kapsamaktadir.

Gi¢ kaynagi, elektroforez icin gereken temel komponentlerden biridir. Solltleri yikli hale getiren
elektromotor kuvvetin kaynagidir. Akim ve voltajin ayarlanmasini saglar.

Tampon, elektroforezde partikiillerin yiklerinin belirlenmesi ve iyonizasyonunun devam etmesini
saglar. Tamponun iyonik glici, yukli molekdillerin etrafini saran iyonik bulutun kalinhgini, bu
molekiliin hizini, elektrofretik zonlarin keskinligini belirler. iyon konsantrasyonu arttirilarak iyonik
bulut blydkligl arttinlirsa, molekilin hareketi zorlasir. Serum proteinleri icin barbital ve EDTA
tamponlari en ¢ok kullanilanlardir. Joule yasasina gére direngli bir ortamdan akim gegcirildiginde
olusan gig 1s1 olarak kaybedilir:
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Sekil 3. Elektro-endozmoza neden olan destek ylizey tzerindeki yiik dagilimi.



Yiiksek iyonik glicli tampon nedeni ile direncte azalma olmasi durumunda akim artar, asiri isi olusur.
Bu tip tamponlarla keskin bantlar elde edilir. Ancak i1siya dayaniksiz proteinlerin denatilire olmasi,
diger bilesenlerin yikilmasi s6z konusu olur.

Bir tamponun iyonik giicli su formule goére hesaplanir:

iyonik gii¢ = 0.5 T ¢z

Esiitlik 4

¢; = iyon konsantrasyonu (mol/L)
zi=iyon yuka

Destek ortamin o6zellikleri

Kapiller elektroforez veya free flow sistemlerinde oldugu gibi destek ortam olmadan veya ince-
tabaka, kagit, jel (agaroz, poliakrilamid gibi) destekleyici ortamlar {zerinde elektroforez
uygulamalari gerceklestirilebilir. Yaygin olarak kati, suda ¢6zlinmeyen destek ortamlar kullanilir. Bu
materyallerin bir kisminda mekanik destek gerekir. Tabaka, tlip, kolon formlarinda hazirlanabilir.
Nisasta, agar, poliakrilamid, kagit, selliloz asetat membranlar kullaniimaktadir.

Elektroforezde karisim halindeki 6rneklerde bulunan makromolekillerin birbirlerinden tamamen
ayrilmasi, ayri bantlar haline getirilmesi amaclanir. Ama destek ortam olamamasi durumunda 1si
nedeni ile bantlarin difiizyonu ve konveksiyon olur. Bantlar birbirinden iyi ayrilamaz (Sekil-4). lyi bir
ayirim icin en 6nemli konu 6rnegin baslangi¢ noktasinda ince bir sekilde uygulanmasidir. Ayrica,
makromolekiiller elektroforez sirasinda ayrilsalar bile konveksiyon nedeni ile tekrar birbirine
karisacaktir. Bunu dnlemek icin destek ortam gereklidir.

Nisasta veya agar gibi matrikslerin konsantrasyonu degistirilerek ortalama por genisligi
ayarlanabilmektedir. Ortalama por genisligi makromolekiliin ortalama capina yakin olur ise
molekiiler eleme yapilabilir (Sekil-5). Ancak proteinlerin ayrimi igin yik/kltle orani da 6nemlidir.

Kalin ince Kalin ince
uygulama uygulama uygulama uygulama
° O Elektroforez
0l.| [GEom
o 0

(@)

' o | E%a
e o

S o) . %,
Q

Sekil 4. Elektroforezde baslangi¢ uygulama kalinliginin bant rezoliisyonuna etkisi.



Makromolekiil
kangimi

Elektroforez

V

Destek ortamin
porozyapist

Sekil 5. Jel matriksin uygun por buyukligindeki gozenekli yapisi makromolekiillerin elektroforetik
ortamda molekiiler bliytklige gére ayrimini da saglayabilmektedir.

Elektroforezde kullanilan destek ortamlar temel olarak 2 gruba ayrilir (Tablo-1). Grup 1’de bulunan
kagit, sellloz asetat ve agaroz temel olarak molekdiler yik temeline gore ayirim saglar. Grup 2’de yer
alan nisasta ve poliakrilamid ise molekiler yik ve blyuklige gore ayirim yapabilmektedir.

Kullanilan ilk jel materyali nisasta olmustur. YUk kitle oranina ve molekiiler buyuklige goére ayirim
saglar. Kagit ve selliloz asetat ince ama mekanik olarak dayanikli materyallerdir. Kagit diisiik molekail
agirhkli maddeler igin uygundur.

Seliiloz asetat, sellilozun asetik anhidrid ile islem gérmesi sonucu elde edilir. Dansitometrik
inceleme 6ncesinde transparan hale getirilmesi gerekir. Avantajlari, hizli ayirim saglamasi, uzun siire
saklanabilmesi ve dayanikh olmasidir.

Tablo 1. Elektroforezde kullanilan destek ortamlarin 6zellikleri.

1.Grup Kagit Denatiire edici 6zelligi var, kuyruklanma yapabilir, dansitometrik analiz zor,
rutin kullaniimiyor

Seliiloz asetat Hizli ayinm saglar, dansitometrik analiz kolaydir, uzun siire saklanabilir,
dayaniklidir, rutin/yaygin kullanilmiyor

Agaroz Rutin uygulamalarda en yaygin kullanim, dansitometrik analiz kolaydir,
endozmozis gorulebilir

2.Grup Nisasta Nadir kullanilir, molekiiler eleme yapilabilir, molekiiler biiytikliik ve yiik

6zelliklerine gére ayirim saglar, opak olmasi nedeni ile dansitometrik analiz
zordur

Poliakrilamid Rutin kullanimi yaygin degildir, molekiiler eleme yapilabilir, molekiler

buytiklik ve yiik 6zelliklerine gére ayinm saglar, dansitometrik analiz zordur,
izoelektrik odaklamada tercih edilir
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Agaroz, agardan elde edilen dogal bir polisakkarittir. Agarda iyonize olabilen gruplar bulunmadigi
icin belirgin elektroendozmoz veya adsobsiyon goriilmez. Dogal olarak seffaf olmasi nedeni ile
tercih edilir.

Poliakrilamid, monomerik akrilamidin N-N’-metilenbisakrilamid ile ¢apraz bag yapmasi ile olusur.
Gapraz bag miktari por blyukluginu belirler. Por genisliginin degistirilebilir olmasi, 1stya dayanikhhgi,
kimyasal olarak inert olmasi avantajlaridir. Karsinojenik olmasi dezavantajidir.

Goruntileme

Klasik elektroforez uygulamasinda temel basamaklar; 6rnegin uygulanmasi, voltaj veya akima gore
ayirimin yapilmasi, tespit etme, boyama ve degerlendirmedir. Elektroforez tamamlaninca destek
ortaminin yikanmasi, tampon ve boyamayl etkileyen diger bilesiklerin uzaklastiriimasi
gerekmektedir. Boyama oncesi degerlendirilecek analitin destek ylizeyine sabitlenmesi gerekir. Bazi
destek materyallerinin transparan hale gelmesi gerekir. Bantlarin boyanma veya isaretlemesi igin
kullanim amacinda gore ¢ok farkl secenek bulunmaktadir (Tablo-2). Destek ortam iginde ayrilan
analitler, boyandiktan sonra gerekiyor ise dansitometik olarak degerlendirilir.

Elektroforetik Tekniklerin Siniflandirilmasi

Elektroforetik teknikler bircok yonden gruplandirilabilirse de temel olarak sivi ve solid destek iceren
klasik elektroforez olarak ikiye ayrilabilir. Kapiller elektroforez ise genel olarak ayri bir elektrofretik
grup olarak degerlendirilir (Tablo-3).

Kapiller Elektroforez

Kapiller elektroforez 1960’ yillarda gelistirilmistir. Genellikle 10-100 mikrometre arasinda i¢ ¢api
olan, 20-200 cm uzunluklarda olabilen fused silika kapiller borular ile klasik elektroforetik
uygulamalar gergeklestirilebilmektedir (Sekil-6).

Tablo-2 Farkli elektroforez uygulamalarinda yaygin kullanilan boyalar

Aminoasidler Ninhidrin Seliiloz asetat, kagit Amino gruplari ile etkilesir
Proteinler Ponceau S Seliiloz asetat, Coomassie’nin onda biri kadar duyarli ama proteinler icin
Poliakrilamid daha spesifik, yaygin kullanilir, proteini geri elde miimkiin
Amido Black 108 Agaroz Yaygin olarak kullanilir, 1 ug /bant saptayabilir
Bromfenol mavisi Seliiloz asetat, Coomassie’nin beste biri kadar duyarli, amfolit jellerde
Poliakrilamid kullanilabilir
Coomassie Blue R250 Agaroz, Poliakrilamid 0.2 ug protein saptayabilir, amfolit jellerde kullanilabilir
Giimiis boyama Poliakrilamid Coomassie’den 50-100 kez duyarl
Farkli proteinler farkli renk verir
Fosfoprotein Stains-All Poliakrilamid Proteinler kirmizi, fosfoproteinler mavi renk boyanir
Hemoglobin Orto-dianisidin Poliakrilamid Hem spesifik
Ponceau S Seliiloz asetat Protein spesifik
Lipoprotein OilRed O Agaroz
Sudan Black B
Glikoprotein Periodic - Schiff Agaroz Saptama simin 2-3 ug karbonhidrat
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Tablo 3. Elektroforetik tekniklerin siniflandiriimasi.

Elektroforetik Teknikler

l

A. Serbest faz elektroforez
* Moving boundary

* Freeflow
B. Klasik Elektroforez C. Kapiller elektroforez
* Zon elektroforez * Zonelektroforez

* Kullanilan destek materyalegore: Kagit, * Jelelektroforez

seliiloz asetat, nigasta, agaroz, poliakrilamid * Elektrokromatografi
* Konuma gore: vertikal, horizontal * Migellar elektrokinetik kapiller kromatografi
* Bigime gore:tiip, tabaka * lzoelektrik odaklama
* Bilegsenlerinegore nativ, denatiiran o lzotakoforez

Jel por dagilimina gére homojen, gradient
* Ayinmkademelerine gore bir yonli, iki
yonlu
* lzoelektrik odaklama
* lzotakoforez
* Diskelektroforez
* Elektrokromatografi

Kapiller elektroforezde iki kuvvet rol oynar; soliitlerin elektroforetik mobilitesi ve elektroendozmoz.
Kapillerler buyik bir ylizey orani nedeni ile endozmoz klasik elektroforeze gore etkin kuvvet
olmaktadir. Ayirmda net yuk, kitle ve daha az oranda molekiler bigim rol alir. Toplam
elektroforetik ilerleme, elektroforetik mobilite ve elektroendozmotik hareketin vektorel toplamidir
(Sekil-7).

Fused silika kapiller

i¢ Capi: 10 - 100 um
Uzunluk: 20-200 cm\"‘

Dedektor

_ Katot

Baglangig ~

Yiksek Voltaj
Giig Kaynagi

| Sekil 6. Kapiller elektroforez sisteminin sematik gdsterimi.
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Elektro-endosmotik akim - >

Vst = Veecssamon + Veetnotonss

Hareketli iyonlar —

Hareketsiz iyonlar —

Fused silika kapiller —>
sabit yiizey yiikleri

(+) Anot Elektrolo:ez Katot (_)

[

Sekil 7. Kapiller elektroforezde elektroforetik mobilite. A, Fused silika kapiller ylzey Ulzerinde
| elektro-endozmotik ve elektroforetik akim; B, ylUkli partikillerin elektroforetik, endozmotik ve
toplam hizlari.

Kapiller elektroforezin klasik elektroforeze gére en belirgin avantajlari:
e Yiiksek voltaj uygulanabilmesi
o Hizli ayirim siiresi
e Otomasyona uygun olmasi,
e Nanolitre diizeylerinde 6rnek hacimleri ile calisilabilmesi
o Mikrolitre diizeylerinde tampon kullanimi
e Boyama gerekmeden dogrudan saptama yapilabilmesi
e Tekrarlanabilrliginin yliksek olmasi

Bu avantajlari nedeni ile klinik laboratuvarlarda rutin analitik uygulamalari hizla gelismektedir.
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SERUM PROTEIN VE LIPOPROTEIN ELEKTROFOREZI

Prof. Dr. Filiz Akbiyik

HU Tip Fakiiltesi, Merkez ve Acil Laboratuvarlarn Direktori

SERUM PROTEIN ELEKTROFOREZi

Serum protein elektroforezi

(SPE), serumda yer alan proteinlerin elektroforez ortaminda

ayristiriimasi yoluyla cesitli hastaliklarin tani ve tedavi izleminde kullanilan bir yéntemdir. Ozellikle
monoklonal gamopatiye neden olan protein bozukluklarinin taranmasinda ve tanimlanmasinda
yaygin olarak kullanilmaktadir. Halsizlik, agiklanamayan anemi, periferal noropati, patolojik kirik
veya litik lezyonlarin goriilmesi, hipergamaglobulinemi, hipogamaglobilinemi, agir proteiniri,
tekrarlayan enfeksiyonlar gibi bircok nedenden dolayi istenen bir tetkiktir.

Serum protein elektroforezinin bilesenleri plazma proteinlerinden meydana gelmektedir.

Plazma Proteinleri MA (kD) Fonksiyonu
Albumin 67 Ozmotik basincin korunmasi ve kanda tasima
al- globulinler
Antitripsin 51 Tripsin ve diger proteazlarin inhibitéri
Antikimotripsin 56-68 Kimotripsin inhibitori
Lipoprotein (HDL) 200-400 Kolesterol tasiyici
Protrombin 72 Faktor II, trombin onclll
Transkortin 51 Kortizol, kortikosteron taslyici
Asit glikoprotein 44 Progesteron tasiyici
Tiroksin baglayici globulin 54 iyodotronin tastyici
a2- globulinler
Seruloplazmin 135 Bakir iyonlari tasiyici
Antitrombin Il 58 Pihtilagma inhibitora
Haptoglobin 100 Hemoglobin baglayici
Kolinesteraz 350 Kolin esterleri pargalayici
Plasminojen 90 Plazmin 6ncili
B2-Makroglobulin 725 Proteinaz inhibitoru
Retinol-baglayici protein 21 Vitamin A tasiyici
Vitamin D-baglayici protein 52 Kalsitriol tastyici
B-globulinler 2.000-4.500
Lipoprotein (LDL 80 Lipit tasiyici
Transferrin 340 Demir iyonlari tastyici
Fibrinojen 65 Koagitilasyon faktor-I
Seks hormon baglayan globulin 38 Testosteron ve estradiol tastyici
Transkobalamin 110 Vitamin B12 tasiyici
C-reaktif protein Kompleman aktivatorii
y-globulinler
IgG 150 Geg antikor
IgA 162 Mukoza koruyucu antikor
IgM 900 Erken antikor
gD 172 B-lenfosit reseptori
IgE 196 Allerjik reaksiyonlarda etkili antikor
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SPE icin hemoliz olmamis kandan elde edilen serum o&rnekleri kullanilir. Serumda yer alan
proteinlerin elektroforetik analizi selliloz asetat, agaroz jel, poliakrilamid jel gibi spesifik bir destek
ortaminda veya kapiller elektroforezde yer alan ince kapiller sistemde yapilabilir. Normal serumdan
elde edilen yiiksek rezollisyonlu elektroforez grafiginde 6 bant gorilir. Bunlar alblimin, alfa-1, alfa-
2, beta-1, beta-2 ve gama globlin bantlaridir (Sekil 1 ve 2).

SPE’de goriilen piklerde, spesifik bolgelerde artma veya azalmanin tespit edilmesi; akut ve kronik
inflamasyon, alfa-1 antitripsin eksikligi, nefrotik sendrom, enfeksiyon hastaliklari, hepatik siroz gibi
bircok hastaligin tanisina yardimci olmaktadir. Bununla birlikte glinlimiizde SPE’i en ¢cok monoklonal
gamopatilerin taranmasi, tanisi ve tedavisinin izlenmesinde kullaniimaktadir.

B lenfosit ve plazma hiicreleri tarafindan sentezlenen gama globilinler, SPE’de gama bandi lizerinde
goralurler. Bu proteinlerin iretimi ¢ok arttiginda, gama bandinda olusan ve normal olmayan piklerin
analiz edilmesi, paraproteinemi ile giden hastaliklarda tani koydurucu olmaktadir.

Albumm s -
R
x1
G | —»
e |—+ P
- |

Sekil 1. Agaroz jelde elde edilen normal serum protein bantlari.
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l 1 ‘(-Globulin
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Sekil 2. Kapiller elektroforezde goriilen serum protein fraksiyonlari.
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Plazma hicreleri viicudu savunma amagh antikor Gretmektedirler ve bu hiicrelerin tek bir klonu ayni
yapida immiinglobulinlerin olusmasina neden olmaktadir. Multiple miyelom plazma hiicrelerinin
timoridir ve monoklonal imminglobulin (paraprotein, M protein, monoklonal antikor) artisina
neden olmaktadir. Bunlardan en sik Ig G, Ig A ve hafif zincirli miyelom tipleri gérilmektedir. Multiple
miyelomdan baska Waldenstrom makroglobulinemisi, lenfoid tlimorler, amiloidozis, MGUS
(monoclonal gammopathy of undetermined significance) gibi diger monoklonal gamopatilerde de
hastaliga 6zel paraproteinlerin serum dlzeyleri artar ve y globulin bandinda keskin ve dar bir pik
olusur (Sekil 3). Bu monoklonal immiinglobulinler; polimerler, monomerler ve immunglobulin
pargaciklari olusturarak hafif zincirler (idrarda Bence-Jones proteinleri) veya nadiren agir zincirler
seklinde gorulebilirler. M proteinlerinin yaklasik % 50’si multiple miyelom, % 25’i B lenfosit kaynakl
neoplazmlar, Waldenstrom makroglobulinemisi, lenfoma ve kronik lenfositik 16semi ve diger %
25’ise MGUS veya nedeni bulunamamis benign kaynakli olabilmektedir. y globulin bandinda yaygin
ve genel bir artisa neden olan, antikorlarin diffiiz karisimindan meydana gelen poliklonal
gamopatiler; kronik inflamasyon, enfeksiyon hastaliklari, karaciger hastaliklari ve otoimmin
hastaliklardan kaynaklanabilir (Sekil 4). Cok nadir olmakla beraber birden fazla klondan kdken alan
biklonal veya triklonal gamopatiler de gorilebilmekte ve bu durumda gama bandinda birden fazla
pik tespit edilebilmektedir (Sekil 5).

o L [ i § ‘8
- M Protein—= -
- ] l N | , ]
Sekil 3. Monoklonal Gamopati. Sekil 4. Poliklonal Gamopati.
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Sekil 5. Biklonal Gamopati.
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Monoklonal gamopatilerde pikler her zaman gama bandi Uzerinde yer almayabilir. Beta-gama
bantlari arasinda, beta ve alfa bantlari Gzerinde goriilen M protein piklerine de sik rastlanmaktadir.
Bu nedenle SPE’de gorilen anormal pikler mutlaka imminfiksasyon elektroforezi (IFE) ile
incelenmelidir. SPE’de gorilen monoklonal proteinlerin tiiriini tanimlamak (immiintiplendirme) igin
IFE yapilir. Protein elektroforezi ve immuinprespitasyon tekniklerini bir araya getiren IFE, normal SPE
oldugu halde stiphelenilen olgularda da patolojik protein varligini irdelemek icin kullanilir.

IFE uygulamalari agaroz jel veya kapiller elektroforez sistemleri ile yapilabilir. Hasta serumu dille
edildikten sonra IFE jeline alti farkh pozisyonda uygulanir ve elektroforez yapilir. Farkh
immunglobilinlerin antiserumlari (1gG, IgA, 1gM, kappa ve lambda) her bir pozisyona eklenerek,
antijen-antikor kompleksinin olusmasi ve ¢okmesi saglanir. 1gG, A, M, kappa ve lambda bolgelerinde
sinirlari belirgin bir bandin varligi ile monoklonal proteinlerin tirl belirlenmis olur (Sekil 6). IFE
duyarhhg yiksek ve hizli sonug¢ veren bir uygulamadir. 50-150 mg/dL gibi disik miktarlarda
monoklonal proteinleri kolayca karakterize edebilmektedir.

IFE uygulamalari kapiller elektroforez ile c¢ahlsildiginda monoklonal protein tanimlanmasi
‘Immunosubtraction (immiingikarma)’ ile yapilmaktadir. Azalan veya yok olan anormal piklerin hangi
antiserum ile iliskili oldugu tespit edilerek monoklonal komponent tanimlanmaktadir (Sekil 7 ve 8).

A B

Sekil 6. A) Agaroz jel, normal serum IFE. B) Agaroz jel, serum IFE, monoklonal IgG-Kappa,

|
ELF |GG [GA
rJ Lot e
| | |
E1 K.appa l.ambl:la
1 1 1

Sekil 7. Kapiller Elektroforez, normal serum IFE.
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Sekil 8. Kapiller Elektroforez, serum IFE, monoklonal IgG-Kappa.

SPE sonuglarinin laboratuvar uzmanlari tarafindan yorumlanmasi ve rapor edilmesi gerekmektedir.
SPE’de normal olmayan veya On taniya uymayan piklerin varliginda ayrica normal SPE bulgulari
oldugu halde siphe duyulan vakalarda IFE ve diger incelemeler igin klinisyenlere onerilerde
bulunulmasi, gamopatilerin tanisinda ve tiplendiriimesinde biiyik dnem tasimaktadir.

LIiPOPROTEIN ELEKTROFOREZi

Lipoproteinler, lipitlerin kanda tasinmasini saglayan, yapisal olarak protein (apolipoprotein veya
apoprotein) ve lipit bilesenleri olan molekillerdir. Ayrica yagda eriyen vitaminler, cesitli ilaglar ve
bazi enzimlerin tasinmasinda da rol oynamaktadirlar. Lipoproteinler bulyuklik, yogunluk, protein ve
lipid iceriklerine gore asagidaki gibi siniflandiriimaktadirlar.

Lipoprotein Yogunluk Cap Lipid/Lipopr Elektroforez
(g/mL) (nm) orani Bandi
HDL 1.063-1.210 4-10 50:50
Lp(a) 1.040-1.130 27-30 75:27-64:36 a, Pre-Barasi
LDL 1.019-1.063 19-23 80:20 B
IDL 1.006-1.019  22-24 85:15 B, Pre-B arasi
VLDL 0.95-1.006 27-70 90:10 Pre-B
Silomikron <0.95 >70 99:1 Orijin
Lipoprotein elektroforezi plazma veya serumda vyapilabilir. Kan o6rnekleri en az 12
saatlik ac¢lgin ardindan alinmaldir. Plazma kullanilacaksa tercih edilen antikoagilan

EDTA’dir. Lipoproteinler agaroz jel veya diger (kagit, selliloz asetat, poliakrilamid) tasiyici ortamlar
Uzerinde elektroforezle ayristirilabilmektedirler. Lipoprotein elektroforezi temel ¢alisma prensipleri
ile protein elektroforezine ¢ok benzer ancak burada bantlarin goériintiilenmesinde lipide spesifik
boyalar (Sudan black gibi) kullanilmaktadir. Lipoproteinlerin yapisinda yer alan proteinlerin yikleri,
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molekdl agirliklari, uygulanan akimin siddeti jel Uzerindeki mobilitelerini degistirmektedir.
Lipoprotein elektroforezi, serum lipit ve lipoprotein diizeyinde bozukluk olan hiperlipoproteinemili
(dislipoproteinemi) hastalarin  degerlendiriimesinde kullanilmaktadir. Hiperlipoproteinemiler
asagidaki tabloda yer alan Friederickson siniflamasi ile tanimlanmaktadirlar.

Hiperlipoproteinemilerin Fredrickson Siniflandirmasi:

Tip Adlandirma Artan Lipoprotein
I Ailesel Silomikronemi Silomikron

lla | Ailesel Hiperkolesterolemi LDL

Ilb | Ailesel Kombine Hiperkolesterolemi LDL, VLDL

1] Ailesel Disbetalipoproteinemi IDL

IV | Ailesel Hiperlipemi VLDL

Vv Endojen Hipertrigliseridemi Silomikron ve VLDL

Bu tanimlamaya uyan hiperlipoproteinemili hastalarin tanisi lipit ve lipoprotein profillerinin
incelenmesi ile yapilabilir. Glinlimizde lipit ve lipoprotein parametrelerinin her birinin kantitatif
Olcimlerinin otomatize sistemlerde ¢ok daha hizli ve disiik maliyetlerde yapilabiliyor olmasi
lipoprotein elektroforezinin kullanimini azaltmistir. Son yillarda yari otomatize yeni sistemlerde,
agaroz jel Gzerinde daha kolay ve hizli sonu¢ vermek mimkiin olmustur. Lipit degerleri normal olan
serum Orneklerinde elektroforez sonrasi jel tizerinde B3 lipoprotein (LDL), pre 3 lipoprotein (VLDL), o
lipoprotein (HDL) bantlari gérilmektedir (Sekil 9).

Sekil 9. Lipoprotein elektroforezi.
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IDL pre B ile B bandi arasinda (floating 8) yer alir. Silomikronlar, serum trigliserit diizeyi ¢ok yiksek
olanlarda veya tok alinan 6rneklerde uygulama noktasinda (orijin) gorilebilir. Normal paternde
gorilmeyen Lp(a) fraksiyonu yeterince yliksek konsantrasyonlarda alfa ve pre-beta bantlari arasinda
(fast pre 8) yer alir (Sekil 10).

Lp(a) yapi olarak LDL’'ye ¢ok benzemesi ve reseptor diizeyinde LDL ile yarismasi nedeniyle
ateroskleroz gelisiminde rol oynamaktadir. Lp(a) tzerinde yer alan apo(a)’nin ise yapisal benzerligi
nedeniyle plazminojenle vyaristigi ve fibrinolizisi inhibe ederek tromboza neden oldugu
bilinmektedir. Hasta profilinde diger lipoproteinler normal olmasina ragmen herediter gegis
gosteren Lp(a) yuksek duzeylerde olabilir. Bu durumun lipoprotein elektroforezi ile tespit
edilebiliyor olmasi, olasi bir ateroskleroz ve tromboz gelisiminden 6nce tedaviyi muimkiin
kilmaktadir. Kontrol edilebilir risk faktorleri iginde yer alan lipoprotein bozukluklarinin gésterilmesi
ve Lp(a) taramasi koroner arter hastaliklarinin 6nlenmesinde ve tedavisinde dnemlidir.

. <— HDL

<+— Lp(a)
<— VLDL

<+— LDL
<4— Silomikron

Sekil 10. Plazma lipoproteinlerinin agaroz jel elektroforezi.
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IDRAR PROTEIN ELEKTROFOREZI
Dog¢.Dr. Pinar Akan

Dokuz Eyliil U. Tip F. T. Biyokimya AD, inciralti, iZMIR ; pinar.akan@deu.edu.tr

Proteinlerin elektroforetik incelemesi 1950°li yillardan beri tibbi laboratuvarlarda hastaliklarin
tanisina yardimci bir test olarak kullanilmaktadir. Elektroforetik analizler protein artisi ya da azalisi
yani sira proteinlerin yapilarindaki degisimi degerlendirmeye olanak tanir. Ancak elektroforetik
testlerin proteinlerin kantitatif analizine gore ek islemler gerektirmesi nedeni ile nispeten zor olarak
algilanmasi, yorum gerektirmesi, tibbi laboratuvarlarda kullanimini olumsuz yonde etkilemistir.
Ozellikle idrar protein elektroforezi hasta sonug raporlarindaki sonug yorumlama ve degerlendirme
eksiklikleri nedeni ile serum protein elektroforezi kadar yaygin kullanim alani bulamamistir. idrar
protein elektroforez sonucunun uygun yorumlanmasi ile patolojik ve fizyolojik proteindrileri
birbirinden ayirmak, protein atilim kaynaklari hakkinda fikir edinmek mimkindir. Genel olarak
tibbi laboratuvarlarda idrar protein elektroforezi sonucu iki ana baglikta degerlendirilebilir;

e Semi-kantitatif olarak protein atiliminin degerlendirilmesi
o Kalitatif olarak patolojik protein atiiminin ve monoklonitenin degerlendirilmesi *

Kullanilan destek materyallerine gore (sodyum dodesil sulfat-poliakrilamid jel (SDS-PAGE), seliiloz
asetat ya da agaroz jel vb) idrar protein elektroforez paternleri farkhliklar gosterebilir. Farkh tipteki
protein atilim diizeyinin kantitatif olarak tespiti igin nefelometrik ve immunolojik metotlar ile daha
kesin sonuclar alinabilirken, patolojik proteiniiri tiplerinin belirlenmesi ve monoklonal atilimin tespiti
icin idrar protein elektroforezi kantitatif analiz metotlari ve invaziv patolojik tani metotlarina gore
¢cok daha uygun bir secenektir.

Proteiniiri

idrarda protein atiimi ile karakterize bdbrek fonksiyon bozukluklari siklikla glomeriiler filtrasyon
bariyerinin bozulmasi ya da tibller disfonksiyon gibi nedenlerle karsimiza cikar. Glomeriler
filtrasyonu glomeriler yapinin bitinligi ve hemodinamik faktorler yani sira proteinlerin molekail
agirhg), boyutu / sekli, mevcut elektriksel yikii ve plazma konsantrasyonu etkiler. Fizyolojik
kosullarda idrarda eser miktarda albumin ve tlbdullerden sekrete edilen Gromukoidler, kan grubu
glikoproteinleri, eser miktarda enzim, immdinglobulin, hormon vb protein/protein artiklari bulunur.
Glomerillerden gecebilen molekil agirligi 20 kDa altindaki mikro proteinlerin ¢ogunlugu tubdler
reabsorbsiyona ugrar. idrar ile protein kaybi saglkli bir yetiskinde giinde tipik olarak 40-80 mg’dir ve
fizyolojik kosullarda 150 mg’i gegmemelidir. Bu eser miktarda atilan Uriner proteinlerin ~%30-40"1
albumin iken, 1gG, immiuinglobulin hafif zincirleri ve Ig A'nin total protein kaybinin ancak sirasi ile %
5-10, %5 ve %3’tn0 olugturdugu gorulir.
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Patolojik proteiniiriler ve elektroforez profilleri

Patolojik proteiniriler glomeriiler, tlbiler, pre-renal, miks, ya da postrenal olarak siniflanabilir.
Proteinlrinin kokenini degerlendiren Boylan siniflamasina gore ise plazma kaynakl, bobrek
dokusundan koken alan (nefrogenik proteiniiri) ve postrenal dokulardan kdken alanlar seklinde
siniflanabilir. Boylan siniflamasina gore glomeriler, tibller ve pre-renal proteiniriler plazma
kaynakli proteiniri sinifina girmektedir. Proteiniiri en sik glomeriler tipte gorilir ve bu tip
proteiniiri de glinde 2 gramin Ustlinde olan protein atiliminin temel icerigi % 70 oraninda albumin
iken, diger yuksek molekil agirlikli proteinler, transferin ve Ig G yaklasik % 30 oraninda bulunur.
idrar protein elektroforezinde albumin ve beta-2 globulin (transferin) bandi belirgindir.

Tubuler proteindri ise alfa-1-mikroglobulin, retinol binding globulin gibi disik molekil agirhkl
proteinlerin atimi ile karakterizedir. Alfa-1-mikroglobulin ve retinol binding globulin dizeylerinin
tespiti tubulo intersitisiel hasarin siddeti ile korelasyon gosterir. Tibiler bdbrek hastaliklarinda
uriner total proteinin yaklasik % 30’u albumin olup, kantitasyonu igin klasik kimyasal metotlarin
Olglim limiti genellikle yetersiz kalmakta ve mevcut proteiniri tespit edilememektedir. Antibiyotikler
ya da diger tlubulo-toksik etkenlere bagli da goriilebilen bu renal tiubller hastaliklar kolaylikla tedavi
edilebilir olmasi nedeni ile ayirici tanisi 6nemlidir. Elektroforez ile idrarda eser miktarda albumin ile
klasik serum protein bantlarina karsilik gelmeyen ¢oklu bantlar géralir.

Miks proteiniiride ise yuksek ve disiuk molekiil agirhkl proteinler bir arada gorilir. Postrenal
proteinlri ,glomeriler proteiniri ile ¢ok benzer 6zelliklere sahiptir. Sadece alfa-2-makroglobulin
varligi ile birbirinden ayirt edilebilir (Sekil 1-2 ve Tablo 1).

Bobrek fonksiyon bozuklugu olan hastalarda selektif proteiniri varliginin degerlendirilmesi,
glomeriiler segicilik indeksinin hesaplanmasi ve glomeriler proteinirinin siddetinin tespiti ile bébrek
hastaliginin geriye dénebilme olasiligi hakkinda fikir edinilebilir. Son yillarda yapilan ¢alismalarda es
zamanli 6lgciim yapilan érnekler igin idrar albumin/protein oraninin proteindri ayirici tanisinda iyi bir
belirte¢ oldugu ve idrar protein elektroforezi ve immiinfiksasyon sonuglarinin renal biyopsi sonuglari
ile iyi bir korelasyon gosterdigi belirtiimektedir. Bobrek fonksiyonlarinin degerlendirilmesinde idrar
protein elektroforezinin daha etkin kullaniimasi igin sonu¢ yorumlama ve standardizasyon
konusunda daha ¢ok ¢aba gosterilmelidir.

Bence-Jones proteiniirisi ve lizozimiiri

Bence-jones proteintrisi (Prerenal proteintri, overflow/tasma) monoklonal hastaliklarda
immunglobulinlerin hafif zincirlerinin asiri Gretimi ve tubilo-intersitisiel geri emilim kapasitesinin
asilmasina sekonder bobrek hasari sonucu gorilir. Direngli agir proteiniiri olgularinda monoklonal
gamopati benzeri hematolojik malignitelerin arastiriimasi gerektigi onerilmektedir. Bu ayirici tani
icin serum/idrar protein elektroforezinde M protein bandi arastiriimasi yani sira imm{infiksasyon
elektroforezi tekniginin kullanilmasi gerekir. Klinik laboratuvarlarda immiinfiksasyon elektroforezi
incelemesi ile monoklonal Uretilen immiinglobulinleri ve immunglobulin hafif/agir zincirlerini
kolaylikla ve disiik protein atiiminda bile belirlemek mimkiindir. idrar imminfiksasyon
elektroforezi ile monoklonal hafif zincir atilminin tespiti Bence-Jones proteinrisi icin en givenilir
ve duyarli metotlardan biridir.
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Losemili hastalarda goérilen lizozimiri Bence-Jones proteindrisi ile benzer mekanizma ile olusur.
Tespiti alisiimis idrar immunfiksasyon elektroforezi kosullarinda migrasyon siiresinin kisaltilmasi, jele
ekim yapilan 6rnek miktarinin degistirilmesi gibi bazi modifikasyonlar gerektirir.

iDRAR PROTEIN ELEKTROFOREZiI ORNEKLERI
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Agaroz Jel Protein Elektroforezi
(YUksek Cozunurlik )

Ornek 1,4 ve 12 : idrar

Plazmatik (tasma) ve selektif glomertler
proteinuri

Ornek 2, 5,9,10,13 : Serum (referans)
Ornek 6: idrar

Selektif glomeruler proteindri

Ornek 3 ve 7: idrar

Fizyolojik proteindri

Ornek 11: idrar

Non-selektif glomeriiler proteiniri

Agaroz jel idrar Protein Elektroforezi
(Yuksek Cozunurlik )

Ornek 1: Non-selektif glomeruler proteiniiri
Ornek 3: Non-selektif glomerular ve
(in-complete) tubular proteindri

Ornek 4 : Selektif glomeriiler proteiniiri
Ornek 5-6: Fizyolojik proteindiri

Ornek 8: Uromukoid varligi ile birlikte
nefrogenetik proteintri

Ornek 9 -10: Fizyolojik proteiniiri

Sekil 1. Agaroz jel idrar protein elektroforezi ile gbzlenen proteindri tipleri
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®  reRWB SDS Urines - Microgel ®

IDRAR PROTEIN ELEKTROFOREZI
ORNEKLERI (SDS-Agaroz Jel )
Tiibiler Proteiniiri

b2-microprotein

Lysozyme

RBP

Free light chains monomer
Al-microprotein

Free light chains dimer
Albumin - Glomeriiler Proteiniiri
Transferrin

IgA & I1gG

Haptoglobin

IgM & A2-makroglobulinler
J— — Aplikasyon noktasi

A

&  stipN° Date I

_Sekil 3. SDS-Agaroz jel idrar protein elektroforezi ile gzlenen proteiniiri tipleri. Ornek 1: Tiibiiler
proteinuria; Ornek 2: Mikst proteinuria; Ornek 3: Fizyolojik proteinuria.

Tablo 1. Proteintrilerinin kaynagina gore siklikla gdzlenen protein bantlari

Normal Glomeriiler Tubuler Miks Proteiniiri
Profil Hastalik Hastalik
Albumin Albumin Albumin Albumin
Transferrin Transferrin Mikroproteinler  Transferrinve

> Bl FEpE =i Mikroproteinler

« a2-mikroprotein
: . -32-mikroprotein : .
Immunglobulinler  .ggp Immunglobulinler

«Bence-Jones proteini ...vb
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GIRi$

immiinglobiilinler (Ig) antijeni taniyarak ortadan kaldiracak mekanizmayi baslatan proteinlerdir.
Kemik iliginde B serisi hiicrelerin son sekli olan plazma hiicreleri tarafindan sentezlenirler ve
salgilanirlar. Gelismis B lenfositleri 6zellikle kanda ve lenf nodillerinde bulunurlar.

Ig’ler iki agir polipeptid zincirinden olusur. Bir gift agir zincir, 6zdes iki hafif zincirle [kapa (k) veya
lambda (A)] birleserek tam (intact) Ig molekiiliinii olusturur (Sekil 1. immiinglobulin yapisi).

Hafif zincirler (Light chains) molekil agirligi diistik olan zincirlerdir. Kapa (k) veya lambda (A) olmak
Uzere iki tipi vardir. Bir Ig molekilindeki iki hafif zincir birbirine 6zdestir, biri digerinden farkh
olamaz. Agir zincirler (Heavy chains) molekil agirligi yliksek olan, uzun zincirlerdir. Bes Ig ¢cesidinde
(1gG, IgA, 1gM, IgD ve IgE) agir zincirler birbirinden farkli yapidadir.

IMMUNGLOBULIN YAPISI

Degigken bolge
Ag tamima
Mdtralizasyon
Aglitinasyon
Presipitasyon

lgG
lgA Mentege
gD -
Sabit bdlge
Kompleman fiksasyonu
Fc reseptor baglayici
Ig baglayic

Serum yarnlanma amri

Sekil 1. immiinglobulin yapisi.

25



26

Klinik olarak Ig artisi monoklonal veya poliklonal olabilir. Monoklonal Ig’ler yapisal olarak benzerdir
ve artislari Ig Ureten lenfoid hiicrelerin tek bir klonunun ¢ogalmasiyla meydana gelir. Poliklonal Ig’ler
ise ayni bireyde farkl Ig tGreten lenfoid hiicrelerinin birkaginin cogalmasiyla ortaya cikarlar ve yapisal
olarak birbirinden farkhlik gosterirler.

Monoklonal gamopatiler (paraproteinemiler veya disproteinemiler), kontrolsiiz olarak cogalan
plazma hiicresinin Urettigi Ig artisi ile karakterize hastaliklardir. Bu hastalik grubunda plazma
hiicrelerinin bir klonu yapisal olarak ayni tip Ig sentezler. Plazma hiicrelerinin bir klonunun herhangi
bir sebeple kontrolsiiz olarak gogalmasi sonucu iretilen bu proteinin (M-proteini, monoklonal
protein, M-komponent) serum konsantrasyonu artar ve serum protein elektroforezinde
dansitometrik olarak dar ve dik pikin ortaya ¢ikmasina neden olur (Sekil 2).

M-proteini tam (intact) Ig (yani hem agir hem de hafif zincirleri iceren) olabilecegi gibi, sadece hafif
zincirlerden [hafif zincir miyelomasi, hafif zincir depo hastaligi, AL (hafif zincir) amiloidozu] veya
nadiren sadece agir zincirlerden de (yani agir zincir hastaligi, agir zincir depo hastaligi)
olusabilmektedir.

Serum Protein Elektroforezinde (SPE) Monoklonal Oriintii

[A] | I|
¥ M\J !

¥

Sekil 2. A. Serum elektroforez 6ériintisiiniin dansitometreden elde edilen goriintiisiinde gama
bolgesinde, alblimin piki kadar yliksek, uzun, dar monoklonal bant (*) gortilmektedir. B.
Dansitometrik gortintlintin alindig1 agaroz jelde, gama bolgesinde goriilen yogun bant (*)
monoklonal protein varligina isaret etmektedir.
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M-PROTEIN ARTISI iLE iLiSKiLi KLINIK DURUMLAR

Serum veya idrarda M-protein varligi dncelikle klonal plazma hiicre bozukluklari veya
lenfoproliferatif hastaliklarin (Tablo 1.) varligini diisiindirir. Bazi vakalarda M-proteini olusturan
klonal siire¢ maligndir ve kemik, lenf nodlari, karaciger, dalak ve diger organlara infiltre olan
neoplastik hastalik (6r; multiple miyeloma, soliter plazmasitoma, Waldenstrém makroglobiliinemisi
gibi) bulgulariile iliskilidir. Diger vakalarda M-proteini, premalign klonal gelismeden Uretilir ve
herhangi bir semptoma neden olmaz [6r; 6nemi belirlenmemis monoklonal gamopati (monoclonal
gammopathy of undetermined significance, MGUS)].

Tablo 1. Monoklonal gamopati varhigi ile iliskili hastaliklar.

Plazma hiicre hastaliklari

Onemi Belirlenmemis Monoklonal Gamopati (MGUS)

Onemi Belirlenmemis Biklonal Gamopati

idiyopatik Bence Jones proteiniirisi

POEM sendromu, Osteosklerotik miyeloma

Castelman hastalig

AL (hafif zincir) amiloidozu, hafifi zincir ve agir zincir depo hastaliklari

Multiple miyeloma, alevlenmis multiple miyeloma

B-hiicre limfoproliferatif hastaliklar

Non-Hodgkin lenfoma

Kronik lenfositik |6semi

Lenfoplazmasitik lenfoma (Waldenstrom makroglobilinemis)

Post-transplant monoklonal gamopatileri

Agir zincir hastaliklari

Konnektif doku hastaliklari

SLE

Romatoid artrit

Sjogren sendromu

Skleroderma

Psoriatik artrit

(Polimiyalji romatika)

Enfeksiyonlar

Hepatit C enfeksiyonu

HIV/AIDS

Dermatolojik hastaliklar

Sklerédem (skleromiksédem), Lichen miksodemi

Difliz plane xanthomatosis




Urtiker ve IgM (Schnitzler sendromu)

Subkorneal pustular dermatoz

Nekrobiyotik ksantograniloma

Piyoderma gangrenosum

Diger hastaliklar

Kazanilmis von Willebrand hastalig

Kazanilmis C1 esteraz inhibitor eksikligi (anjioodem)

Eozinofilik fasilit

Kriyoglobilinemi, kriyofibrinojenemi

Miyeloblastik sendrom

Kronik notrofilik 16semi

Sensérimotor noéropati, MGUS ile

Kapiller leak sendromu

T-hiicre blyuk grantlli lemfositik 16semi

Soguk aglitinin hastalig

PLAZMA HUCRE BOZUKLUKLARINDA TANI

Multidisipliner bir yaklasim gerektirir. Bunlar Tablo 2’de detaylandiriimistir.

Tablo 2. Plazma hiicre bozukluklarinin tanisinda kullanilan multididsipliner teknikler.

Disiplin Prosediir
Klinik degerlendirme Aktif veya asemptomatik miyeloma
MGUS
Biyopsi Miyeloma i¢in kemik iligi
Amiloidoz icin doku
Soliter plazmasitoma
Radyoloji Kemik incelmesi veya miyelomada litik lezyonlar

Amiloidozda kardiyak USG

Klinik Laboratuvar

Hiicre sayimi ve anemi icin hematolojik degerlendirme
Hiperkalsemi, hiperproteinemi ve bobrek fonksiyonlari icin klinik
kimya

Proteindiri ve bobrek fonksiyonlari igin idrar analizi

Taniyi dogrulamak, M-protein tipini siniflandirmak, timor
yiikiinii belirlemek, hastalik progresyonun ve tedavinin takibi icin
elektroforez (SPE, iPE, SIFE ve IiFE).

immiino-kimyasal dlciimler.

Kriyoglobilineminin degerlendirilmesi
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M-PROTEiIN VARLIGININ DEGERLENDIRILMESINDE YARDIMCI OLAN BiYOKiMYASAL TESTLER

Serum ve idrarda M-protein varliginin degerlendirilmesi ve tanisinda etkin olan biyokimyasal testler
Tablo 3’te gosterilmistir.

Tablo 3. M-protein varhginin degerlendirilmesi ve tanisinda katki saglayan serum ve idrar

biyokimya testleri.

Serum testleri

Total serum proteini

Artmig serum total protein diizeyleri ile artan protein tipi (yani;
alblimin mi, imminglobiilin ve digerleri) ayirt edilemedigi gibi
monoklonal artislar da poliklonal artislardan ayirt edilemez.

Serum protein
elektroforezi (SPE)

SPE, serum proteinlerini ayirmak ve kanda monoklonal protein
varligini tespit etmek igin kullanilir. Monoklonal protein varligi SPE ile
tespit edildikten sonra serum immdunfiksasyon, serum
imminelektroforez veya serum immungikarim kullanilarak
dogrulanmalidir.

Serum
imminfiksasyonu

Bu yontemde monoklonal immiinglobdilin artisini poliklonalden ayirt
etmek i¢in hafif ve agir zincirlere karsi antikorlar kullanilirken ilgili
immiunglobulin tipini belirlemek igin de 6zgil antikorlar kullanilir. Bu
test ile M-proteini kuantifiye edilmez.

Serum serbest hafif
zincir (FLC) 6l¢limi

Serum FLC 6l¢ciimi{ serumdaki monoklonal serbest hafif zincirlerin
(kapa veya lambda) disiik konsantrasyonlarinin olgilebildigi antikor-
dayali sistemdir. Bu 6l¢ciim hafif zincirlerin tespitinde idrar
immiunfiksasyondan daha duyarldir; bununla birlikte sonuglar renal
yetmezlik varliginda etkilenir.

immiinglobulinlerin
Olcimu

Bu teknikle hipogamaglobiilinemi veya hipergamaglobilinemi tespit
edilebilir ancak monoklonallikleri hakkinda bilgi vermez. Artmis
diizeyler poliklonal veya monoklonal olabilir; klon 6zelliklerinin SPE
veya immuinfiksasyon ile degerlendirilmesine ihtiyag¢ duyulur.

idrar testleri

Seritlerle analiz

idrarin seritlerle analizi, idrar proteininin degerlendirilmesinde pek
cok hastalikta tarama testi olarak kullanilmasina ragmen, bu testler
Bence Jones proteinlerin (serbest kapa veya lambda hafif zincirler)

varhgini belirleyemezler.

idrar protein
elektroforezi (IPE)

IPE idrar proteinlerini ayirmakta kullanilir. M-proteinlerini idrarda
tespit etmek i¢in 24 saatlik idrar 6rnegi gereklidir.

idrar
immiunfiksasyon
(iiFE)

idrar immiinfiksasyon elektroforezinde poliklonal ve monoklonal
immunglobulin artislarini ayirt etmek icin hafif zincir
komponenetlerine karsi spesifik antikorlar kullanilir. idrar
immiinfiksasyonu, IPE’den daha duyarl olmasina ragmen
monoklonal protein konsantrasyonunu belirlemede faydal degildir.




30

Serum immiinfiksasyon Elektroforezi (SiFE)

M-protein varliginin taranmasinda SPE’i kullanigli bir baslangi¢ prosediridir. Ancak iki sakincasi
vardir.

e Birincisi dislik M-protein konsantrasyonlarinda yeterince duyarli degildir. Boyle durumlarda
M-protein varligi gbzden kagabilir veya bariz bulunan bir M-proteini immiinglobdilinlerle veya
diger proteinlerle poliklonal bir artis varmis gibi bir goriintiiye neden olabilir.

e ikincisi eger bir M-proteini varsa, SPE ile immiinglobiilinin hafif ve agir zincir sinifi
tanimlanamaz.

Bu nedenlerle laboratuvarlar M-protein varligini géstermek ve tipini siniflandirmak igin iFE
yapmalidirlar. iFE hizli ve kolay yorumlanabilen bir ydntemdir. Bu nedenle M-proteinlerinin
gosterilmesinde ve tanimlanmasinda yaygin olarak kullanilan bir teknik haline gelmistir. Bu
ydntemde protein elektroforezi ve immiinprespitasyon teknikleri bir araya getirilmistir. ilk olarak
1964 yilinda Alfonso tarafindan tanimlanmustir. iFE igin birkac ticari kit olmasina ragmen bunlarin
metodolojilerindeki detaylarda farkhlik gériilmektedir. Prensipleri aynidir.

IFE serumdaki proteinlerin separasyonunu ve ardindan IgG, IgA, IgM, IgD ve IgE ile k ve A hafif zincir
proteinlerine karsi spesifik antiserum kullanilarak tespit edilmelerine dayanan tekniktir. Eger
ornekte M-protein varsa net bir bant seklinde ¢okecektir.

Geleneksel immiinfiksasyonda hasta serumu en az 5 farkli béliimde elektroforeze tabi tutulur.
Serum proteinlerinin elektroforetik ayrilma isleminden sonra bolimlerin her biri farkli monospesifik
antikor ile 6rtilur. Genellikle Gg tanesi agir zincirler igin iki tanesi de hafif zincir komponentleri
icindir (yani; siraslyla anti gamma, anti mu, anti alfa, anti k ve A ). Proteinlerin presipitasyonu yani
antijen-antikor baglanmasi gergeklesir, baglanmayan fraksiyonlarin uzaklastirimasi icin yapilan
yikamayi takiben geriye kalan imminpresipitatlarin boyanmasi saglanir (Sekil 3.). Anti-M proteini
imminfiksasyonda keskin, iyi tanimlanabilen tek bir agir zincir sinifi ile bu immiinglobilinle benzer
mobilite 6zellikleri gosteren keskin, iyi tanimlanabilen k veya A hafif zincirlerinden sadece birinin
anti-serumu ile reaksiyon veren hafif zincirle karakterize edilir.

IFE analizinde temel basamaklar

* |FE analizini gerceklestirmek icin hasta serum veya konsantre edilmis idrar érnekleri agaroz
jel Gzerinde bulunan, 6 farkl bélmedeki uygulama noktalarina uygulanir. Bazi prosedirlerde
hasta serumlari jele direkt uygulanirken bazilarinda serumlar jele uygulanmadan 6nce dillie
edilmelidir (cogunlukla dilisyonda 1gG icin 1:10, IgA ve IgM icin 1:2 veya 1:3, kappa hafif
zincirler icin 1:8, lambda hafif zincir icin 1:4 oranlari kullanilmaktadir). Konsantre edilen idrar
ornekleri icin her prosediirde farkh bir protein konsantrasyonu istenmektedir (son protein
konsantrasyonu 5 g/L olmalidir gibi).
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Sekil 3. Geleneksel serum IFE 5 farkl béliimden olusur. SPE, IgG, IgA, IgM, k ve A.

= Daha sonra major protein gruplarinin ayrilmasi icin elektroforeze tabii tutulurlar.

= Elektroforez sonrasinda bu boélimlerden bir tanesi tim proteinleri jele fiske etmek igin
kullanilan kimyasal fiksatif sollisyonu ile muamele edilerek, 6érnekteki referans elektroforez
orlntldsind olusturacak goérinti elde edilir.

= Diger bollimler ise immuinglobdilinlerin spesifik agir (1gG, IgA ve IgM ve hafif zincir (k ve A)
anti-serumlari ile isleme tabii tutularak bunlarin agaroz jelde presipite olmalari (immunolojik
olarak fikse olmalari) saglanir.

=  Presipite olmayan diger proteinler yikanarak uzaklastirilir.

= Dahasonra jel, goriinr fikse olmus bantlar elde etmek i¢in boyanir.

= Referans orinti ile karsilik gelen bolgede fikse olmus bantlarin karsilastiriimasi ile spesifik
protein tanimlanir.

IFE’nin Yorumlanmasi

1. Agaroz jelin ilk sitununda yer alan SPE’inde a2, B, ve y- globiiliin bélgelerinde monoklonal
yapida bir bant olup olmadigI degerlendirilmelidir.

2. 1gG, IgA ve IgM bolgelerinde sinirlari belirgin bir bandin olup olmadigi kontrol edilir. Eger
bant varsa, ilk situnda yer alan protein elektroforez oriintisu ile ayni bolgede olup olmadigi
degerlendirilir.
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3. Bazen ayni imminglobilin bolgesinde farkli yerlerde goc¢ eden birden fazla bant olabilir. Bu
durumda bu orintinin biklonal bir gamopatiye ait olup olmadigi degerlendirilir. Bu
gorintinin eger imminglobilinlerin polimerizasyonundan kaynaklandigi dustinulirse,
ornek ditiotreitol veya B-merkaptoetanol gibi indirgeyici ajanlarla muamele edilir. Boylece
poimerizasyonda var olan disiilfit baglari yikilir. Ornek tekrar iFE’ine tabii tutuldugunda eger
elde edilen bantlar monoklonal ise, net olarak tek bir bant seklinde gorilir.

4. Benzer sekilde k ve A hafifi zincir bolgeleri de, sinirlari belirgin bandin varligi yoninden
degerlendirilir. Bu bandin da ilk stitunda ve agir zincir bolgelerinde var olan sinirlari belirgin
bant ile ayni bolgede olup olmadigi degerlendirilir.

Bazen sadece IgG, IgA ve IgM bdlgelerinde sinirlari belirgin bantlar elde edilebilir. Boyle bir

durumda agir ve hafif zincir hastaliklari yoninde karar vermeden oOnce olabilecek hata

kaynaklarini degerlendirmek gerekir.

IFE’DE dikkat edilmesi gereken hususlar

Yanhs negatif sonuglar. Ornek diliisyonu en sik karsilagilan problemdir. Dikkat edilmesi gereken
dislik diizeyde M-protein varligini veya immiinglobiilinlerde ¢cok biylik bir artisi (monoklonal veya
poliklonal) tespit edebilen optimal dilisyonu belirleyebilmektir. Eger hastanin serumu fazla dille
edilmis ise, kiigik M-protein bantlari yanliglkla atlanabilir.

Eger immiunglobilinlerin herhangi birinde asiri bir artis varsa bir “antijen fazlasi” etkisi olusabilir. Bu
durumda meydana gelecek imminkompleksler yikama ile uzaklastirilacagindan beklenenden daha
distk Ig bandi elde edilecektir. Serumdaki Ig konsantrasyonu yaklasik 100 mg/dL olacak sekilde
dilisyon vyapildigi zaman antiserumlar ile optimal immiunpresipitasyon saglanabilecegi
belirtiimektedir. Yapilacak dilisyon oranini belirlemenin en kolay ve en ekonomik yolu hasta
orneginde 6nce SPE’ ini degerlendirmektir. Bu durum IFE’den 6nce SPE’nin yapilmasi gerektiginin de
bir sonucudur. SPE’ de elde edilen gama boélgesi IgG diliisyonu igin olasi oranin ne olacagi konusunda
fikir verici olur. Lenfoproliferatif hastalikla birlikte hipogamaglobulinemisi olan bir hastanin
orneginde, SPE’inde gama bandinda kiiclik bir M-protein 6riintlisii gorillrse, serumu siklikla
kullanilan 1:10 orani yerine sadece 1:2 diliie etmek yeterli olacaktir.

Kiigiik (bellibelirsiz, ince) monoklonal protein bandlarinin rapor edilmesi. IFE'ni degerlendirirken
karsilasabilecegimiz diger bir problem ¢ok kiiglik (bellibelirsiz, ince) monoklonal protein bantlarinin
nasil yorumlanmasi gerektigidir. Bu bantlar genellikle 50 mg/dLl’den diisuk konsantrasyonlara
sahiptirler ve klinisyene de kiglik (bellibelirsiz veya ince) bir bant olarak rapor edilmelidirler. Bu gibi
durumlarda monoklonal serbest hafif zincirlerin degerlendirilmesi icin iiFE degerlendirilmesi veya
serum veya idrarda serbest hafif zincir calismasi 6nerilebilir.

Kontrol serumunun olmamasi. IFE’ de karsilastigimiz problemlerden bir digeri ise, 6rnekteki
immunglobulinlerin presipitasyonunu karsilastiracak ayni jel Uzerinde c¢alisilan bir kontrol
serumunun olmamasidir. Bu durum, uygun dilisyonun secilmesinde karsilasabilecegimiz bir diger
problemdir. Bununla birlikte SPE icin kullanilan bélimde yer alan immiinglobilinlerin pozisyonunu
kalite kontrol amach kullanabiliriz. Normal bir SPE 6riintlisiinde IgA genellikle beta bolgesinde; IgM
orijine yakin; 1gG ise gama bdlgesinde presipite olur.

Yalanci-pozitif sonuglar. Hasta serumunda bulunan diger proteinler ile kullanilan antiserumun
etkilesmesi yalanci pozitif sonuclarin alinmasina neden olabilir. Ornegin IgM’ e karsi kullanilan
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antikor, C3 proteini ile reaktiviteye sahip olabilir. Boyle bir durumda B-2 bdlgesinde, M-proteini
varmis gibi yanlis pozitif sonucun alinmasina neden olacaktir.

Sadece k ve A bantlarinin gériilmesi. iFE'de agir zincirlerde bant gériilmeksizin sadece hafif zincir k
ve A monoklonal gamopatisi, ender gorilen IgD veya IgE monoklonal gamopatisi ile iliskili olabilir.
Yapilacak IgD ve IgE antiserumlarini iceren IFE ile eger hastada herhangi bir agir zincir bandi elde
edilmezse o zaman hafif zincir hastaligindan soz edilebilir.

idrar immiinfiksasyon Elektroforezi (iiFE)

Monoklonal gamopatilerin gogu serum analizleri ile saptanip, karakterize edilip, izlenebilirken, bazi
proliferatif plazma hicre hastaliklarinda sadece serbest hafif zincir fragmanlari sentezler ve salgilar.
Klonal plazma hicrelerinin bu Grinleri ¢ok kiiciik molekiler agirhga sahip oldugundan kandan
suratle temizlenirler ve idrarla atilirlar (Bence-Jones proteindrisi). Bu hastaliklarin tanisinin
konulmasi ve/veya izlenmesi icin idrar orneklerinin zorunlu olarak c¢alisiilmasi gerekir. Primer
amiloidoz gibi hastaliklarda monoklonal hafif zincirler serum IFE ile %80-85 duyarlilikla tespit
edilebilir. idrar drneginde IFE calisilmasi bu duyarlihg %90-95 e yiikseltir.

Serum ile karsilastirilacak olursa idrar total protein icerigi dilie oldugundan idrarin ¢alisiimadan
once filtre edilmesine ihtiya¢ duyulur. Cok diisiik konsantrasyonlarda bulunabilen BJP icin idrar
orneklerinin, idrarda bulunan protein konsantrasyonu goz oniinde bulundurularak, 10-250 kati
kadar konsantre edilmesi gerekebilir.

idrar iFE ile iligkili Problemler

24 saatlik idrar érnekleri iIFE icin tercih edilmelidir. Sabah ilk idrar da yeterli olabilir, ancak rastgele
idrar ornekleri kullanilmamalidir.

idrar 6rneklerinin mekanik konsantrasyonu sirasinda ¢ok genis aralikta (0.1 ve 20 g/L gibi) protein
konsantrasyonlari elde edilebileceginden iFE’de yiiksek konsantrasyondaki BJP’leri st liste gelebilir
ve yorumu zorlastirabilir. Béyle bir durumda érnegin diliie edilerek iFE’nin tekrarlanmasiyla daha
tanimlayici 6riintiler elde edilebilir.

BJP’leri antiserum ile kendine 0zgl baglanma ozelligiyle etkilesir. Sonug¢ olarak c¢ok vyiksek
konsantrasyonda olsa bile ¢cok zayif reaksiyon sonucu IiFE’ de belli belirsiz veya hi¢ bant tespit
edilmeyebilir. Béyle bir durumda eger iPE’inde bir bant tespit edilmisse, negatif sonu¢ vermeden
once, ornegin, farkh kaynaktan saglanacak ikinci bir antiserum ile ¢alisiilmasi uygundur.

lIFE’ indeki bir diger zorluk BJP’lerinin tesadiifi olarak tam (intact) M-komponentleri ile géc
etmesidir. Bu durumda serbest ve bagli olan BJP bantlari ayirt edilemeyebilirler. Boyle bir durumda
da diliisyon calismalari ile net ayrim saglanabilir.
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immiin-gikartma (Immunosubstraction) Yéntemi ile Monoklonal Gamopatilerin Kapiller
Elektroforez ile Tespiti

Kapiller elektroforez proteinlerin agaroz jelsiz ortamda ayrilmasini saglayan giicli bir tekniktir.
Ayirma islemi erimis silikadan (fused silica’dan) olusan dar ¢apli kapillerler iginden gegen sivi tampon
sistemi ile gerceklestirilir. Ornekler dar kapillerler icinden gecerken 200 nm’de yapilan lgiimler
nedeniyle, herhangi bir boyama islemi yapmaksizin direkt protein ol¢glimi gerceklestirilir. Bu teknik
ylksek etkinligi, kisa analiz stresi, ucuz olmasi, az numune hacmi ile ¢alisilmasi, az miktarda ¢ozelti
hacmine ihtiyac duymasi ve dislik tekrarlanabilirligi nedeniyle klinik laboratuvarlarda yaygin
kullanim alani bulmaktadir. Monoklonal gamopatilerin tanisinda da kapiller elektroforez
kullanilabilir. Bu amagla gerceklestirilen ¢alismalarda immiin-gikartma yonteminden faydalanilir.

Kapiller elektroforez, immiin-gikartma teknigiyle birlestirilerek monoklonal immiinglobdilinlerin
tanisinda kullanilmaktadir. Bu yontemde serum ornekleri dncelikle spesifik antikorlarla (spesifik
antiserumlarla ¢oktirilerek veya antikor kapli sefaroz boncuklar ile) inkiibe edilerek arastirilacak
olan imminglobilin veya hafif zincirin ortamdan uzaklastiriimasi saglanir. Her bir zincir grubu igin
ayri islem yapilmasi gerekir. Daha sonra islem gormis serum ornegi kapiller elektroforez ile calisilir.
Elde edilen oriinti islem gérmemis serum 6rnegi 6rlntisu ile karsilastirihr.

Monoklonal komponentlerin tanimlanmasi islem gérmemis serum érneginde tespit edilen anormal
pik orintilerinin, islem goérismuis 6rnekte kaybolmasi ile gergeklestirilir. Referans 6rlintli hastanin
islem gérmemis 6rneginden elde edilen kapiller elektroforez értntisudar .

Ornek: Asagidaki 6rnekte IgA- monoklonal protein iceren bir serum drnegi anti-k antikorlari ile
inkiibe edildikten sonra serum 6rnegi kapiller elektroforeze tabii tutuldugunda monoklonal pikin
kayboldugu gorulir (Sekil 4 ve 5).

yesil

kirmizi

Sekil 4. Kapller elektroforez ile immun ¢ikarma. Yesil renkli grafik kapiller elektroforez taramasini,
kirmizi renk ise kapiller immun tiplemeyi gosterir.
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Albumin

o—2 Globulin
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Sekil 5. Kapiller elektroforezde ¢alisilan immiin-gikarma teknigiyle tespit edilmis IgA k monoklonal

gamopati.
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KLINIK LABORATUVARDA HEMOGLOBIN ELEKTROFOREZI
Dog. Dr. Dogan Yiicel

S.B. Ankara Egitim ve Arastirma Hastanesi Tibbi Biyokimya Boliimii

Terminoloji

Hemoglobin (Hb), capi 6.4 nm, molekil agirligi 64 500 Da olan tetramer yapida globiler bir
proteindir. Dort globin zincirinden olusmustur: 2 a ve 2 de a disi zincir B, vy, & gibi. Her bir globin
zincirinde bir hem grubu ve her hem grubunda da oksijenin baglandigi bir adet, Hb molekiili basina
toplam doért adet 2 degerli demir (Fe*") bulunur. Hb, tetramerde yer alan globin zinciri tipine gore
farkh adlar alr.

Normal eriskin insanda bulunan baslica Hb, 2a ve 2B zincirinden olusan Hb A'dir: B, olarak
gosterilir. Toplam Hb'in %96'sini Hb A olusturur. Hb A; ise normal insanda %2.5 - %3.0 oraninda
bulunur ve 2a ile 26 globin zincirinden olusur: a,8,. Fetal yasamda baskin olan, dogumdan sonra
normal bireylerde genellikle bir yil iginde eriskin degeri olan %1'e diisen Fetal Hb'in (Hb F) yapisinda
2a ve 2y globin zinciri yer alir: apy,. Embriyonik yasamin baslangic donemlerinde zeta (7) ve epsilon
(€) globin zincirleri de sentezlenir. Bunlarin yerini daha sonra a, B ve y zincirleri alir. Dogumda HbA
%15 dlzeyindedir, geri kalan esas olarak Hb F ve ¢cok az miktardaki HbA,'den olusur.

Hb patofizyolojisiyle ilgili bozukluklar hemoglobinopatiler ve talasemilerdir. Hemoglobinopatiler
diinyada en sik gortlen tek gen bozuklularindandir. Hb'in bir ya da daha fazla globin zincirinin amino
asit diziliminde mutasyonlardan kaynaklanan yapisal Hb varyantlari hemoglobinopatileri olusturur.
Hemoglobinopatiler kalitatif degisikliklerdir. Talasemiler ise kantitatif bozukluklardir. Hb yapisind bir
bozukluk yoktur. Globin zinciri Gretiminde gen delesyonu, anlamsiz mutasyonlar, transkripsiyonu ya
da mRNA stabilizasyonunu etkileyen mutasyonlardan kaynaklanan azalma s6z konusudur.
"Thalassa" s6zi Yunanca "deniz" anlamina gelir. Denizden kastedilen Akdeniz'dir. Bu ylzden gerek
talasemiler, gerekse hemoglobinopatiler lilkemiz acgisindan son derece énemlidir.

Talasemiler

Talasemiler, Uretimi etkilenen globin zincirine gore a ve B talasemiler olarak adlandirilirlar.
Otozomal dominant olarak kahtilirlar.
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o Talasemiler

Dort a globin zincirinden biri veya daha fazlasinda delesyon veya nokta mutasyonlarindan
kaynaklanirlar. o’ talasemi, ayni gen kiimesinde a zincirlerinin genlerinde delesyon vardir. Buna cis
delesyon da denir ve bu tip a talasemi --/aa olarak gosterilir. Trans durumunda farkli gen
kiimelerinde delesyon vardir ve -a/-a olarak gosterilir. Tek bir a gen delesyonu durumunda sessiz a
talasemi tasiyicihgl s6z konusudur: aa/-a olarak gosterilir (a talasemi silent). Nokta mutasyonuna
baglh a talasemiler daha seyrek gorilir. Etkilenen a globin gen lokuslarindaki defekte gore dort
temel a talasemi tipi vardir. Baslica a talasemi tipleri sunlardir:

Hb Bart. Dort a globin zincirinin timiinde de delesyon vardir (--/--). Hb A, Hb F ve Hb A2
sentezlenemez. Fetusta dért y globin zinciri birleserek Hb Bart'i olusturur (y*). Hidrops fetalis ile
sonuglanir ve fataldir. Hb F yoktur.

Hb H. Ug a globin zincirinde delesyon vardir, --/-a olarak gésterilir. Bu durumda a globin azhg
nedeniyle serbest B globin zincirleri birbirleriyle birleserek ¢6ziinmeyen Hb H'" olustururlar (B*).

a Talasemi Minér. iki a gen zincirinde delesyon vardir: -o/-a (trans) veya --{faa (cis) seklinde
tanimlanir.

o Talasemi Silent. Tek bir a gen zincirinde delesyon vardir: -a/aa.

B Talasemiler
B globin zincirindeki sentez eksikliklerinden kaynaklanirlar. Baslica B talasemi tipleri soyledir:

8 Talasemi Majér (6° Talasemi). Cooley Anemisi (bizde Akdeniz Anemisi) olarak da bilinir. Hic B
globin zinciri sentezlenemez. Bu ylzden BO olarak sembolize edilir. Hb A olusamaz, Hb F artmistir.

8 Talasemi intermedia (8" Talasemi). Bir veya iki B globin geninde degisiklik vardir. B globin zinciri
Uretimi azalir. Hb A azalmis, Hb F artmistir.

8 Talasemi Minér (8 Talasemi Trait). Kisi asemptomatiktir. Hb A, >%3.5'tur.

68 Talasemi. Hem &, hem B geninde delesyon vardir. Hb Lepore ile karistirilabilir. Homozigotlarda
Hb F %100'dlr. Heterozigotlarda Hb A %93, Hb A, %2-%3, Hb F %3-%10'dur.

Fetal Hb'in Kalitsal Persistansi. B globin zinciri sentezinde azalma vardir, bu bosluk &

globin sentezinde artigla doldurulur. Hb F yiksekligi gorulir. Homozigotlarda Hb F %100'dir, hi¢ Hb
A ve Hb A, sentezi yoktur.Heterozigotlarda Hb F %15 - %25 arasindadir.
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Hemoglobinopatiler

Eger sadece tek nokta mutasyonlari disliniliirse potansiyel olarak 1695 olasi Hb varyanti vardir.
Bugiin 1000'in Gzerinde Hb varyanti oldugu kanitlanmistir. Ancak sadece 9'u klinik olarak énemlidir.

Hemoglobinopatilerin konvansiyonel ve sistematik adlandirmasi yapilmistir. Konvansiyonel
adlandirmada harfler (Hb S, Hb C gibi), aile isimleri (6rnegin, Hb Lepore) ve yerlesim yeri (6rnegin
Hb izmir) veya yerlesim bélgesinde akan nehir adlari (6rnegin Hb Saale) kullanilabilir. Heterozigot
durumlar "trait" olarak adlandirilir: Ornegin Hb AS trait: Bu durumda B globin zincirlerinden birisi S,
digeri A'dir. Sistematik adlandirmada etkilenen Hb zinciri, etkilenme yeri ve amino asit degisikligi
acikca belirtilir. Ornegin Hb S, [B6(A3)*™ > V¥ seklinde gosterilir.  Klinik acidan 6nemli
hemoglobinopatiler sdyle siralanabilir:

Homozigot Hb S (Hb SS). Her iki B globin zincirinin A heliksinde Glu yerine Val girer. B°p° olarak da
gosterilir. Kriz sirasinda eritrositlerde oraklasma oldugunda orak hiicreli anemi ya da orak hiicre
hastaligi adi verilir. Hb A yoktur, Hb A, ise diisliktiir. Toplam Hb'in %85-%90"'ini Hb S olusturur. Hb F
yuksektir, bolgeye gore %5 ile %25 arasinda degisir.

Heterozigot Hb S (Hb S Trait). Toplam Hb'in %40'ini Hb S olusturur (genel olarak <%50). Hb F
degiskendir.

Hb SC, Hb SD, Hb SO Arab ve HbS/G Philadelphia. ilk {icii, Hb S'in Hb C, Hb D ve Hb O Arab ile
birlikte kalitilmasi sonucu olusan varyantlardir. Hb S/G Philadelphia ise Hb S'in bir veya daha fazla a
globin zinciriyle birlesmesinden olusur. En sik gorilen Hb SC'dir. Elektroforezde esit miktarda Hb S
ve Hb C bantlar gorulir. Hb S alkali elektroforezde Hb D ve Hb G ile cakistigindan dogrulamak igin
asit Hb elektroforezi gerekir.

Hemoglobin C [86(A3)°"“>"*]. B globin zincirinin A heliksinde Glu yerine Lys girer. Homozigot (Hb C
hastaligi) veya heterozigot (Hb C trait). Hb C hastaliginda toplam Hb'in %90-%95'ini Hb C olusturur.
Hb F miktari degiskendir. Heterozigot Hb C tasiyicilarinda Hb C, toplam Hb'in %38 - %45'ini
olusturur.

Hemoglobin D Punjab [6121(GH4)"%"]. Diger adi Hb D Los Angeles'dir. Toplam Hb'in %90'indan

fazlasini Hb D olusturur. Hb D Iran'da amino asit degisikliginin yeri farklidir: [p22(B4)%"~>°".

Hemoglobin E [b26(B8)°"“>"*]. Homozigot ve heterozigotlari vardir. B talasemi ile kombine olabilir.
Homozigotlarda Hb E, toplam Hb'in %90'indan fazlasini olusturur.

Hemoglobin O Arab [b121(GH4)%"“"*]. Toplam Hb'in %90'indan fazlasini Hb O Arab olusturur.

Hibrit Hb'ler. Globin zincirlerinden birisi, diger iki globin zincirinin amino asit dizisi ile hibritlegmistir.
"Crossover Hb'ler" de denir. Hb Lepore, 6 ve B zincirlerinin hibritlegsmesiyle olusan bir hibrit Hb'dir.

Uzun Hb'ler. Globin zincirlerinin C veya N terminalleri uzamistir. En iyi bilinen uzun Hb, Hb Constant
Spring'dir. Bu Hb'in stabilitesi distktlr. Bu ylzden kan drnegi 24 saat icinde analiz edilmelidir.
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Hemoglobinopatiler ve Talasemilere Laboratuvar Yaklasim

Hemoglobinopati ve talasemilerin tarama ve tanisinda genel olarak klinik laboratuvarin, 6zel olarak
ilk basamak testi olarak elektroforetik yontemlerin énemli yeri vardir. Elektroforez hala en cok
kullanilan tekniklerden biridir. Elektroforez tekniklerinin disinda basitten karmasiga su testler
uygulanir: (1) Tam kan sayimi; (2) Coziniirliik ve oraklagsma testi; (3) Hb A, ve Hb F dl¢iimii; (4)
HPLC ile varyant analizi; (5) Kutle spektrometri; (6) Molekiler teknikler (amino asit/DNA sekans
analizi). Cogu zaman birden fazla teknik gerekir.

Elektroforetik Teknikler
Alkali Elektroforez

Seliiloz Asetat Elektroforezi. Alkali elektroforez olarak da adlandirilir. Clinkl elektroforez pH 8.6'da
yapilir. Bu pH’da Hb molekili negatif yukludir. Dolayisiyla elektroforez sirasinda anoda dogru
gocerler. Hb varyantlari, molekillerindeki yik degisiklikleri nedeniyle Hb A’dan farkh go¢ gosterir.
Boya olarak genellikle Ponceau S kullanilir. Hb bantlari kirmizi boyanir.

Agaroz Jel Elektroforezi. Bugiin en yaygin kullanilan alkali elektroforez yéntemidir. Elektroforez
tamponunun pH’si 9.2°dir (en ¢ok kullanilan barbital tampon). Boya olarak daha ¢ok Amido Black
veya Coomassie Brilliant Blue G-250 (Acid Blue) kullanilir, bantlar mavi boyanir.

A
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Sekil 1. Alkali jel elektroforezinde Hb bantlarinin yerlesimi. KA: Karbonik anhidraz.
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Alkali elektroforez yontemleri sik kullaniimakla birlikte sonuglar yizde olarak verilir. Okuma
dansitometre ile yapilir. Kesinligi iyi olmadigindan miktar belirtimi icin dnerilmez.

Alkali elektroforezde anoda dogru en hizli gégcen Hb H'dir. Bunu sirasiylaHb N, Hb I, Hb J, Hb A, Hb F,
Hb S ve Hb Cizler. Hb D ve Hb G, Hb S ile birlikte gocer. Hb E, Hb O ve Hb A2 ise Hb Cile cakisir. Uzun
Hb, Hb Constant Spring, hafif¢ce katoda dogru gocer, dolayisiyla uygulama yerinin gerisindedir.

Asit Elektroforez

Sitrat Agar Elektroforezi. Asit elektroforez olarak da adlandirilir. Clinkl elektroforez islemi pH 6.2 -
6.4’de yapilir. Alkali elektroforezin tamamlayicisidir. Eger alkali elektroforezde anormal bir Hb
bandi goriiliirse yapilir. Destek ortami olarak agaroz veya agar jel kullanilir. Boya olarak daha ¢ok
“Acid Violet” kullanilir.

. A A - - @ e . — - A
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Sekil 2. Alkali Hb elektroforezi: 1 no’lu numune esit oranda Hb A, F, S, C iceren kontrol; 2, 3, 4, 6, 8
ve 10 saglikli bireylerden alinan numuneler (sadece Hb A goériiniyor); numune 5 homozigot Hb S
(sadece Hb S ve Hb F goriiniiyor); numune no 7 ve 9 Hb S trait (Hb S ve Hb A bantlari goériinlyor),
numune 11 Hb SC (Hb S ve Hb C bantlari).
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Sekil 3. Asit jel elektroforezinde Hb bantlarinin yerlesimi.

Asit elektroforezde ortam olarak agar kullanilirsa, agar icindeki agaropektin ortamda bazi Hb
varyantlarinin dis ylzeyindeki amino asitlerle etkilesir. Bu ylizden alkali elektroforeze gore degisik
bir go¢ izlenir. Hb - agaropektin kompleksi hareketsiz agaroz matriks lzerinde anoda dogru
suriiklenir; kompleks yapmamis Hb ise sitrat tamponun elektroendozmotik akisi nedeniyle katoda
dogru suriklenir. Bu yontem Hb S, Hb C ve Hb E varliginin dogrulanmasi icin ¢ok yararhdir.
Bantlarin katottan anoda dogru siralamasi soyledir: Hb F, Hb A, Hb S, Hb C. Asit elektroforezde Hb D,
G, 1,J, 0, A2 ve E Hb Alile birlikte gocer.

izoelektrik Odaklama. Konvansiyonel elektroforeze gére Hb varyantlarinin ayrimi, rezoliisyonu daha
iyidir, bantlar daha keskindir. Ancak, pahali ve zaman alicidir. pH gradyani selliloz asetat veya
poliakrilamid icinde amfoter maddelerle saglanir. Bu amagla genellikle kii¢lik proteinler, molekiil
agirligi 300 — 1000 Da arasinda olan 50 — 100 bilesik kullanilir. Akim uygulandiginda bu amfoter
bilesikler sayesinde Hb icin pH 6 — 8 arasinda bir pH gradyani olusur. Bu bilesikler agaroza inkorpore
edilir. Boyalar konvansiyonel elektroforezde kullanilan boyalardir. Yiiksek voltaj gerektirir. Piyasada
ticari Grlinler vardir. Ayrilan Hb bantlarinin miktar belirtimi yapilabilir. Ancak Hb F ve Hb A2 miktar
belirtimi icin izoelektrik odaklama da 6nerilmez.

izoelektrik odaklama kapiller elektroforez teknigi ile de yapilir. Daha hizlidir, otomatize edilebilir, 15
dakikada sonug alinir. Hb F ve Hb A2 igin de gegerli kantitatif sonug¢ alinir. Okumalar 415 nm’de
yapilir.
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Sekil 4. Hb icin izoelektrik odaklama giktisi. C hatti Hb AFSC karisimi (kontrol); 1. ve 2. hatlarda Hb D
ve Hb C'nin, 5. ve 6. hatlarda Hb C ve Hb E'nin farki gorilayor.

Kapiller Elektroforez. Kapiller elektroforezin klinik laboratuvar ortamina girisi, elektroforeze olan
ilgiyi yeniden artirmistir. Elektroforez ¢ok ince bir kapiller tiipte yapilir, bu yizden ylzey alani
genistir. Bu Is1 olusumunu da dagitir. Cok yiiksek bir voltaj (10 000 V gibi) uygulanir. Uygulamada
alkali pH (pH 9.2) kullanilir. Hb varyantlarinin ayrimi yik farkina, pH’ya ve elektroendozmotik
akima dayanir. Kapiller tiip silikadan yapilmistir, i¢ ylzeyinde negatif yik tasir. Sisteme tampon
uygulandiginda bir elektroendozmotik akim olusur. Akim uygulandiginda elektroendozmotik giic
katoda dogru hareket eder. Gene Hb fraksiyonlarinin ayriminda yukleri 6nemlidir ancak timi de
katoda dogru suriklenirler. Siralama konvansiyonel alkali elektroforezdekinin tam tersidir. Hb
varyantlari kromatografide oldugu gibi alikonma (retansiyon) zamanina gére tanimlanir. Hb 6l¢im
genellikle 415 nm’de yapilir. Tek bir ¢alismada yaygin goriilen tim Hb varyantlarinin ayrimi
yapilabilir; Hb F ve Hb A2 icin miktar verilebilir. Hb A2 ve Hb E’yi ayristirabilme, Hb H’1 6igebilme
ve Hb Lepore’yi yakalayabilmesi nedeniyle HPLC tekniklerinden iistiindiir. Klinik laboratuvarlar icin
Onemi gittikce artmaktadir.

Numune

Hb elektroforezi icin antikoagiilanli tam kan gerekir. Antikoagiilan olarak EDTA, sitrat ve heparin
uygundur. Taze kan tercih edilir. Eger hemen calisilamayacaksa +4 °C’de bir haftaya kadar
saklanabilir. Daha uzun siireli saklamak gerekliyse, eritrositler yikandiktan sonra hazirlanan eritrosit
paketi -80 °C’de aylarca saklanabilir. Elektroforezde hemolizat kullanilir.
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Sekil 4. Normal ve bazi sik karsilagilan varyant Hb’lerin yapay olarak karistirildigi bir numunenin
kapiller elektroforez ciktisi ve Hb fraksiyonlarinin nispi oranlari. Yatay eksende alikonma zamanlari,

disey eksende absorbans verilmektedir.

Referans Degerler

Hb A: >%95
Hb A;: <%3.5
Hb F: <%2

Hb A2 sonuglari B talasemi trait icin dnemli oldugundan kullanilan sistem 6nerilen dogruluk ve
kesinligi saglamalidir. Biyolojik degiskenlige dayali toplam hata siniri %4.5, klinik agidan toplam hata
siniri %7'dir. Bu sinirlarin altinda dogru ve kesin sonug veren sistemler vardir. Ancak heniiz referans
Olclim yontemi ve referans materyal gelistiriimemistir. Bu konuda "IFCC Working Group on Hb A2
Standardization" calisma grubunun calismalari sirmektedir. Hb A2 i¢in genel kabul géren kesim
degeri %3.5'tur. Buglin referans diizeylerde %2, B talasemi diizeyinde (genellikle %4-%6 ama daha
genis tutulursa %3.5 - %7) %1 kesinlige ulasilabilmektedir. Klinik agidan 6lgim belirsizligi %3.6

dizeyinde %0.25'i gegmemelidir.

Onemli Not: Her calismada AFSC kontrol numunesi kullaniimalidir.
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iZOELEKTRIK ODAKLAMA ELEKTROFOREZI VE KLiNiK KULLANIMLARI
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Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Biyokimya Anabilim Dali ve
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izoelektrik odaklama elektroforezi

izoelektrik odaklama (iEO) elektroforezi proteinler gibi amforetik molekiilleri, stabil pH gradienti
kullanarak ayiran bir tekniktir. Proteinler amfoterik molekullerdir. Amfoterik molekil ortam pH’sina
gore pozitif/negatif yiukli veya ylksiz olabilen molekildir. Bir proteinin net yikinan sifir oldugu pH
izoelektrik noktasidir (pl). Proteinler izoelektrik noktalarindan daha asidik ortamda pozitif, daha
bazik ortamda ise negatif yik tasirlar.

Molekil agirligi 300-1000 D arasinda ve pKa’lari birbirinden hafif farkl olan sentetik poliamino-
polikarboksilik asit gruplari ile pH gradienti olusturulur. Bu bilesiklere tasiyici amfolitler denir.
Taslyict amfolitleri iceren agaroz veya biylk porlu poliakrilamid jel kullanilir. Elektrik akimi
uygulandiginda stabil bir pH gradienti olusur. Protein pH gradienti icinde ilerlerken izoelektrik
noktasina esit pH noktasinda “odaklanir”. Bu teknikle 0.02 pH (nitesi kadar farkh pl’lara sahip
proteinler bile dar bantlar halinde ayrilabilmektedir. Olusturulan pH gradienti ile bantlarin diflizyonu
onlenerek rezoliisyonun yiiksek olmasi saglanir (Sekil 1). Onemli diger bir nokta ise sekilde de
gorildugl gibi anodun dilue asit, katodun dilue alkali sollisyon igcermesidir. Akim uygulandiginda, en
fazla negatif yikli tasiyict amfolit anodal ucgta, en pozitif yik tasiyan amfolit katodal ucta yer
alacaktir. Diger tasiyici amfolitler ise bunlarin arasinda uygun bicimde dizileceklerdir.

T OH Oy OW| —> Baz
: -
- J
z \
~ =R Elektroforez
|. pH 3-10 araliginda “ _
tasiyici amfolitler fa\ '“ =
= \
O pl4 /
. = Asit
O nis —%
pl 8
Il. Protein karisimi [l. V.

Sekil-1 izoelektrik odaklama prosediiriiniin sematik gosterimi. 1, tasiyici amfolit karigimi; 1,
izoelektrik noktalari sirasi ile 4, 6 ve 8 olan A,B ve C proteinleri; lll, elektroforez dncesi protein ve
amfolit karisimlari iceren jel; IV, akim uygulanmasi sonrasinda olusan pH gradienti ve izoelektrik
noktalarina gore ayrilan protein bantlari.
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Amfolitler yiksek konsantrasyonda oldugu igin yuksek voltajl gi¢ kaynagi gereklidir. Elektroforez
sirasinda tastyici amfolitler izoelektrik noktalarina geldiklerinde iletkenlikte belirgin disus gozlenir.
izoelektrik odaklama icin sabit giic uygulamasi gereklidir.

Poliakrilamid, elektroendozmoz goériilmemesi nedeni ile uygundur. Ancak, yeterli por genisligi
saglansa da IgM gibi proteinlerde pratikte sorun yasanmaktadir. Agaroz, blylik por genisligi ve
uygulama kosullarinin basit olmasi nedeni ile izoelektrik odaklama elektroforezinde yaygin olarak
tercih edilmektedir.

BOS’ta oligoklonal bant incelemesi

BOS, lateral ve dordiincli ventrikiillerde bulunan koroid pleksus tarafindan yapilir ve beyin
ventrikilleri icinde dolasir, beyin ve medulla spinalisi kusatir. BOS, bircok fizyolojik olayda énemli rol
alan peptidler, proteinler ve enzimler gibi molekiller icermektedir. Metabolik olarak aktif bir ortam
olan BOS tanisal amaglar icin son derece degerlidir. BOS kompozisyonunun degisimleri patolojik
olaylari dogru olarak yansitmakta, Santral sinir sistemi (SSS) hastaliklarini degerlendirmede
benzersiz bir bakis agisi saglamaktadir.

BOS’ta kantitatif ve kalitatif anormal immunglobulin G (IgG) artisi SSS'nin multiple skleroz gibi (MS)
demiyelinizan hastaliklarinda oldugu kadar otoimmiin, neoplastik veya enfeksiy6z hastaliklarinin
tanisinda da yaraldir. Kantitatif BOS 1gG genellikle 1gG indeksi ile ifade edilir. iOE ile saptanan
kalitatif BOS IgG ise oligoklonal bantlarla ifade edilmektedir.

BOS rutin analizleri icin hazirlanan glncel kilavuzlarda, 6zellikle MS tanisi olmak Uizere intratekal 1gG
sentezini degerlendirmede kalitatif oligoklonal bant incelemesinin gerekliligi vurgulanmaktadir.
Elektroforetik tekniklerle BOS’ta monoklonal, oligoklonal bantlar veya poliklonal cevap
saptanabilmekte, humoral cevap degerlendirilebilmektedir. Glinimizde izoelektrik odaklamanin
ardindan 1gG spesifik antikor ile immunfiksasyon tekniginin en duyarli ve dogru sonucu verdigi
konusunda uzlasilmistir ve altin standart olarak bu uygulama kabul edilmistir. Bu uygulamada ayni
jel orneginde es zamanli alinan serum ve BOS Ornekleri paralel yiritilmelidir. Birgok sistemik
hastalik oligoklonal IgG sentezine neden olabilmekte, bozulmus kan-beyin bariyeri nedeni ile bu
bantlar BOS’ta da goriilebilmektedir. Bu nedenle BOS ve serumun paralel ¢alisiimasi ¢ok énemlidir.
Serum ve BOS o6rnekleri ayni IgG konsantrasyonlari olacak sekilde uygulanmalidir. BOS konsantre
edilmemelidir.

IEO elektroforezi gériintiilerine gére sonuclar Tip 1 (BOS ve serumda bant izlenmeyen), Tip 2 (BOS’ta
oligoklonal bantlar), Tip 3 (BOS ve serumda oligoklonal bant ve BOS'ta ilave bantlar), Tip 4 (BOS ve
serumda paralel bantlar) ve Tip 5 (BOS ve serumda monoklonal bantlar) olarak 5 gruba ayrilmaktadir
(Sekil 2). Tip 2 ve Tip 3’de oldugu gibi oligoklonal (2 ve daha fazla) bant bulunmasi intratekal 1gG
sentezini gostermektedir (Tablo 1).
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IEO elektroforezi goriintiilerine goére tiplendirme: Tip 1 (BOS ve serumda bant

izlenmemekte), Tip 2 (BOS’ta oligoklonal bant), Tip 3 (BOS ve serumda oligoklonal bant ve BOS’ta
ilave bantlar), Tip 4 (BOS ve serumda paralel bantlar) ve Tip 5 (BOS ve serumda monoklonal bantlar).

Tablo 1. BOS ve serum oligoklonal bant degerlendirmesi.

BOS Serum | Yorum Klinik durum
Tip1 | Bantyok Bant yok Poliklonal IgG Normal
Tip 2 | Oligoklonal bant | Bant yok Intratekal IgG sentezi var MS
var
Tip 3 | Serumdan >2 Oligoklonal bant | Intratekal IgG sentezi var MS, sistemik lupus
ilave oligoklonal | var BOS ve serumda paralele eritematozis (SLE),
bant var bantlarla birlikte BOS’ta ilave | sarkoidoz vb
bantlar vardir. Sistemik
inflamatuar yanita bagl
paralel bantlara ek olarak
intratekal sentez de vardir.
Tip 4 | Oligoklonal bant | Oligoklonal bant | Intratekal | IgG sentezi yok Guillain-Barre sendromu,
var var BOS ve serumda paralel akut dissemine
bantlar vardir. Sistemik ensefalomyelit (ADEM),
inflamatuar yanitin, kan- sistemik enfeksiyonlar
beyin bariyeri bozulmasi
sonucu pasif transferi ile
BOS’a yansimasidir
Tip 5 | Monoklonal bant | Monoklonal Intratekal IgG sentezi yok Myeloma, 6nemi
bant belirlenememis

monoklonal gammopati
(MGUS)
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Oligoklonal bantlarin lokal sentezi diagnostik degildir. Klinik tablo ile birlikte degerlendirilmelidir.
Oligoklonal bant degerlendirmesinde 6nerilen konular:

e IgG icin BOS kalitatif degerlendirmesinde izoelektrik odaklama ve immunsaptama (blotting
veya fiksasyon) en yararh tek analizdir.

e Bu analiz, konsantre edilmemis BOS serum ile paralel olarak ayni ¢alismada
karsilastinnlmahdir.

e Serum ve BOS ayni konsatrasyonlarda IgG igermelidir.

e Negatif kontrol her ¢alismada kullaniimalidir.

Karbonhidrat eksik transferrin ve glikozilasyon bozukluklari

Transferrin (Tf), yaklagik 80 KDa buyikluginde, demir tasiyici serum glikoproteinidir. Esas olarak
karacigerde hepatositlerden sentezlenir. Beyin gibi baska organlarda da az miktarlarda
sentezlenmektedir. Molekdl, bir polipeptit zincir, iki bagimsiz demir baglama bdlgesi ve iki adet
kompleks glikan zincirinden olusur (Sekil 3) .

Transferrin 2 adet Fe* baglamaktadir. Organizmanin demir yikiine gore: demir icermeyen (Feo-Tf
veya apo-Tf), bir Fe* yiikli (Fein-Tf veya Fe;c-Tf), veya iki Fe* yiiklii (Fe,-Tf) olarak bulunabilir.
Transferrin molekill Gzerinde N-glikan zincir degisik dallanmalar yapabilmektedir. Her ug bir adet
sialik asit molekuli ile sonlanir. Her bir N-glikan zincir ucunda birer sialik asit bulunur. Demir
baglama bolgeleri Fe* ile baglandiginda molekiil net yikini bu sialik asit gruplari belirler. Hig N-
glikan ug icermeyen asialo-Tf formundan, oktasialo-Tf forma kadar farkh Tf izoformlari serumda
degisen oranlarda bulunabilmektedir (Sekli 4). Transferrin molekillniin izoelektrik noktasi (pl) her
bir sialik asit eklentisi ile yaklasik 0.1 pH Unitesi azalir.

Saglikh bireylerde total serum Tf'e gore bu formlarin ylzdeleri: heptasialo-Tf <%1.5, hekzasialo-Tf
%1-3, pentasialo-Tf %12-13, tetrasialo-Tf %64-80, trisialo —tf %4.5-9, disialo —Tf % <2.5 olarak
bulunmaktadir. Asialo-Tf, monosialo-Tf ve disialo-Tf izoformlari karbonhidrat eksik transferrin
(carbohydrate deficient transferrin; CDT) olarak adlandiriimaktadir.

A. N ug domain C ug domain B.
s s § §
% e x % 8- Sialik asit
o O o O X Galaktoz
| 2 4 | )} N-asetilglukozamin
| 4 | g
I Mannoz
O O )
o O ASN Asparagin
N ASN ND Amino uc domain
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Ilil'\'t m m cD3 |* coon CD Karboksil ug domain

Sekil 3. Transferrin molekdl yapisi: A, Transferrin molekiliniin Amino (N) ve karboksi (C) ug
domainleri ve icerdikleri Fe*" ; B, polipeptid zincir, iki bagimsiz metal iyon baglama bolgesi ve iki
adet kompleks N-bagl glikan zincirden olusan Tf sematik yapisi gorilmektedir. Metal baglama
bolgelerinden biri N-terminalde, digeri C-terminalde bulunur.
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Tf icin, polipeptid zincirinde amino asit degisikliklerinin gozlendigi bilinen 38 genetik varyanti vardir.
Bunlardan beyaz irkta en yaygin olani (>%95) Tf-C1'dir. Bazi Tf varyanlar (Tf-B, Tf-D gibi) CDT
analizlerinde pozitif veya negatif interferanslara neden olabilmektedir.

Kronik alkol kullanimina bagl olarak serum transferrin glikoform paterninde degisim gorilmekte,
CDT artisi saptanmaktadir. CDT, kronik ve ylksek miktarda etanol kullaniminda biyobelirte¢ olarak
kullanilmaktadir. Etanol ve/veya metaboliti asetaldehidin Golgi’de N-glikan zincir sentezini etkiledigi
disundlmektedir. Mekanizma heniliz tam olarak aydinlatilamamistir. Ginlik 50-80 g Uzerinde
dizenli olarak iki hafta siiresince etanol kullaniminda disialo-Tf ve asialo-Tf izoformlarinda artis
saptanmaktadir. Sonuglarin Tf varyasyonlarindan etkilenmemesi igin, total Tf'e gore ylizde olarak
rapolanmasi 6nerilmektedir.

Alkol kullananlar ve saglikli bireyler arasinda trisialo-Tf konsantrasyonlari arasinda anlamli bir fark
bulunmamaktadir. Tanisal degeri olmadigi igin trisailo- formlarin CDT iginde kabul edilmemesi
gerektigi belirtiimektedir. Ozellikle immiin 8l¢ciim yéntemlerinde trisialo Tf 6lgmeyen immiin 6l¢iim
yontemlerinde tanisal duyarlk artmaktadir. IFCC-CDT g¢alisma grubu tarafindan monosialo-Tf'nin
trisialo-Tf tlrevi olmasi nedeni ile CDT iginden gikarilmasi gerektigi bildirilmistir.

Analiz 6ncesi bircok degiskenin CDT sonuglarini etkiledigi bilinmektedir. EDTA ve heparin Tf'nin Fe**
satlirasyonunu etkiler. Oda sicakhiginda 3 giin bekleyen 6rneklerde CDT %25 azalmaktadir. Lipemi
turbidimetrik yontemleri etkilemektedir. Hemoliz yanls pozitif sonuglara neden olmaktadir.

Transferrin
— 1 T
Genetik varyantlar Homozigot TF-C1 Homozigot T-C2 Heterozigot TF-C1C2
— | 1 ~ —_— | I ~ - 1 1 ~
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N S —
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ﬂ T T T —
8-sialo- 6 3 3
K] 6 5 3 8
T-sialo- 5 — = _F -
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6 T — ] T
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Tf genetik varyantlarinda {farkh polipeptid zincirleri) M-glikan eklenti ve demir ylklerine gdre insan serum Tf mikroheterojenitesi.

Sekil 4. Tf genetik varyanlarinda (farkh polipeptit zincirler) N-glikan eklenti ve demir yiiklerine gore
insan serum Tf mikroheterojenitesi. Demir yiklerindeki varyasyonlarla beraber homozigotlarda 36
izoform, heterozigotlarda ise 72 izoform goérilmektedir.
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Tf mikroheterojenitesi, CDT ve non-CDT molekillerin yapisal benzerligi ve dusiik CDT dulzeyleri
analitik zorluklardir. Elektroforez ve HPLC yontemlerinde non-CDT ve CDT isoformlarin degisik Fe*?
doygunlugunda pl’larinin degismesi nedeni ile analiz 6ncesi in vitro olarak mutlaka demir satlirasyon
basamagi yapilmalidir.

Glikanlarin (seker veya karbonhidratlar) protein veya lipidlere kovalent olarak baglanmasina
glikozilasyon denir. Olusan glikokonjugatlarin (glikolipid, glikoprotein, glikofosfatidil-inozitol ankorlar
veya proteoglikanlar) ¢ok dnemli rolleri vardir: proteaz yikimina direng, hiicre iginde lokalizasyon,
immun cevabin diizenlenmesi gibi. Glikozilasyonda rol alan proteinlerde meydana gelen gen
mutasyonlari, glikokonjugatlarda eksiklik veya bozukluk ile karakterize konjenital glikozilasyon
hastaliklari olarak adlandirilan bir grup yenidogan metabolik hastaliklarina yol agmaktadir.

Proteinlerin glikozilasyon sirecinde 45’den fazla kalitsal metabolik konjenital glikozilasyon
bozuklugu (CDG; congenital disorders of glycosilation) tanimlanmistir. Gelisme geriligi, hipotoni,
norolojik bulgular, anormal MRI bulgulari, koaglilasyon bozukluklari ve deri bulgulari gibi
multisistemik, genis klinik goériinimler olabilmektedir. Gelisme geriligi, aciklanamayan karaciger
disfonksiyonu, inme benzeri epizodlar, agiklanamayan hipoglisemi gibi durumlarda CDG dustnilmeli
ve arastiriimahdir. Tf izoform paternindeki degisikliklere gére CDG tiplendirmesi yapilmaktadir (Sekil
5ve 6).

ileri tanisal arastirmalara yodnlendirici bilgi vermesi nedeni ile CDT izoformlarinin ézgiil ve duyarli
bicimde saptanmasi cok 6nemlidir (Sekil 7).

Normal CDG-I CDG-Il
N Al o g
. pentasialo-Tf
yd 2999
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— - — —
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\disialo-Tf . ) /l ./1 ] ]
\ | N
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asialo-Tf C——]
1 2 3

Sekil 5. Transferrin izoformlarinin sematik gosterimi. Normal Tf izerindeki oligosakkaritler en fazla
tetrasialo-Tf olarak bulunur (1. Sira); CDG hastalarinda bu normal patern degismektedir: CDG-I'de
disialo-Tf ve asialo-Tf artar (2. Sira), CDG-l'de asialo-, monosialo-, disialo- ve trisialo- Tf
fraksiyonlarinin tiimiinde artis gorilir (3. Sira). Tf izoformlarinin yapisal ¢izimleri sagda verilmistir.
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Sekil 6. Serum transferrin izoelektrik odaklama elektroforezi ile normal ve CDG tip-l ve tip-Il

paternlerinin goriiniimu. Solda sialik asit sayilari belirtilmistir.

Tf izoformlan
Normal Anormal
CDG? .
CDG Tip| CDG Tipll
Sekonder CDG CDG-l coG-l
arastilir
(galaktozemi, l / \
alkol suistimali,
herediter fruktoz Enzimatik analiz transferrin ApoC-lll IEF
intoleransi) (PMIM2Z ve MPI) glikan analizi / \
eksik/ n;l"nal J’ normal anormal
(PMM2-CDG enzimatik analiz 1
l MPI-CDG ’ mutasyon analizi
mutasyon analizi  dislanir) IEO Tf
tamamlayici
l yontem
LLO lizi mutasyon analizi
analizi
anormal normal
l l LLO  lipid-link cligosakkarid
enzimatik analiz dolikol-fosfat PMM2 fosfomannoz mutaz geni
+/- mutasyon analizi yolu defekti? MPI fosfomannoz izomeraz geni

Sekil 7. CDG tanisi icin Onerilen tanisal algoritma.
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B-2 transferrin

BOS sizintisi, laserasyon, kiint travma, cerrahi, inflamasyon, timorler, konjenital malformasyonlar
nedenleri ile gorilebilmektedir. Sizintinin tedavi edilmemesi durumunda fistiilden patojen bakteri
gecisi ile vakalarin yaridan fazlasinda menenjit gelismektedir. Bu nedenle bu sizintinin yerinin
saptanmasi gereklidir. BOS sizintisi burundan (rinore), dis kulak yolundan (otore), kafatasi ya da
omurganin herhangi bir yerinden olusabilmektedir. Tani igin, sivinin B-2-Tf yoninden elektroforetik
analizi, yuksek rezollisyon CT, kontrasth MR, cerrahi inceleme yapilabilmektedir. Girisimsel
olmamasi, ucuz olmasi, yiksek duyarlik ve 6zgllligi nedeni ile B -2-Tf ilk secenek olmaktadir.

BOS’ta baskin olarak iki tip Tf izlenmektedir. B -1 serum ile ayni olup protein elektroforezinde
serumda oldugu gibi beta-1 bdlgesinde gorilir. B -2-Tf ise daha katodal yirlyen asialo-Tf'dir.
Serumda asialo-Tf normalde saptanmamaktadir (Sekil 8).

Fistll sivisinda B-2-Tf saptanmasi igin IEO elektroforez, elektroforez/ immunofiksasyon, SDS-PAGE
sonrasi immunblotlama gibi teknikler kullanilabilmektedir. Agaroz jelde vyiksek rezoliisyonlu
elektroforez sonrasi anti-Tf antikor ile immunfiksasyon yontemi de tanisal duyarhgl ve 6zgilligu
ylksek metotlar arasindadir.

Serum BOS
(+)

Bs-Transferrin =58

B,-Transferrin =

Sekil 8. BOS 6rneginde -2 transferrin.



54

Kaynaklar

1.

10.

11.

12.

13.

14.

Deisenhammer F, Bartos A, et. al. Guidelines on routine cerebrospinal fluid analysis.
Report from an EFNS task force. Eur J Neurol 2006; 13:913-922.

Deisenhammer F, Bartos A, Egg R, Gilhus NE, Giovannoni G, Rauer S, Sellebjerg F, Tumani
H. Routine cerebrospinal fluid (CSF) analysis. In: Gilhus NE, Barnes MP, Brainin M, editor(s).
European handbook of neurological management. 2nd ed. Vol. 1. Oxford (UK): Wiley-
Blackwell; 2011. p. 5-17.

Andersson M, Alvarez-Cermeno J, et al. Cerebrospinal fluid in the diagnosis of multiple
sclerosis: a cencensus report. J] Neurosurg Psychiatry 1994; 57:897-902.

Katsavos S, Anagnostouli. Biomarkers in multiple sclerosis: an up to date overview. Mult
Scler Int 2013; 2013: 340508.

Freedman MS, Thompson EJ et. al. Recommended standard of cerebrospinal fluid analysis
in the diagnosis of multiple sclerosis. Arch Neurol 2005; 62: 865-870.

Arndt T. Carbohydrate-deficient transferrin as s marker of chronic alcohol abuse: A critical
review of preanalysis, analysis, and interpretation. Clin Chem 2001; 47: 13-27.

Hackler R, Arndt T, et. al Effect of separation conditions on automated isoelectric focusing
of carbohydrate-deficient transferrin and other human isotransferrins using the
phastSystem. Anal Biochem 1995; 230:281-289.

Bortolotti F et al. Fully automated analysis of carbohydrate-deficient transferrin (CDT) by
using a multicapillary electrophoresis system. Clin Chim Acta 2007; 380: 4-7.

Schellenberg F, Girre C et. al. Analytical evaluation of a new capillary electrophoresis
method for carbohydrate-deficient transferrin measurement. Clin Chim Acta 2007; 382:
48-53.

Jeppsson JO, Arndt T, et al. International Federation of Clinical Chemistry and Laboratory
Medicine Working Group on Standardization of Carbohydrate-deficient Transferin (IFCC-
WG-CDT). Toward standardization of carbohydrate deficient transferrin (CDT)
measurements: |. Analyte definition and proposal of a candidate reference method. Clin
Chem Lab Med 2007; 45: 558-562.

Schellenberg F and Wielders JPM. Evaluation of capillary electrophoresis assay for CDT on
SEBIA’s Capillarys System: intra and inter laboratory precision, reference interval and cut-
off. Clin Chim Acta 2010; 411:23-24.

Goreta SS, Dabelic S, Dumic J. Insights into complexity of congenital disorders of
glycosilation. Biochem Med 2012; 22: 156-70.

McCudden CR, Senior BA, et al. Evaluation of high resolution gel [2-transferrin for
detection of cerebrospinal fluid leak. Clin Chem Lab Med 2013; 51:311-315.
Bachmann-Harildstad G. Diagnostic values of beta-2 transferrin and beta-race protein as
markers for cerebrospinal fluid fistula. Rhinology 2008; 46:82-85.



55

IZOENZiM ELEKTROFOREZI
Dog. Dr. Dogan Yiicel

S.B. Ankara Egitim ve Arastirma Hastanesi Tibbi Biyokimya Boliimii

Tarihge, Tanim ve Adlandirma

Enzimlerin farkli molekiler formlarinin oldugu yaklasik 65 - 70 yil 6nce farkina varilan bir gergeklikti.
ilk kez 1959’da Markert ve Moller, ayni biyokimyasal tepkimeyi katalizleyen farkli protein yapilarini
izoenzim (izozim) olarak adlandirdilar. Glinimizde de enzimlerin yapisal varyantlari ve bunlarin
fizyolojik ve tanisal 6nemi hala arastirlmakta ve bazi izozimler klinik laboratuvarlarda
kullanilmaktadir.

Baglangigta, genel olarak bir canl tlrinde ayni tepkimeyi katalizleyen farkli enzim formlarina
izoenzim denilmistir. International Union of Biochemistry (IUB) tarafindan 1964 yilinda gesitli enzim
formlarinin adlandirihsi Gzerine bazi 6nerilerde bulunulmus, bu 6neriler daha sonra IUPAC-IUB
Commission on Biochemical Nomenclature (CBN) tarafindan yeniden tekrar gézden gegirilmis ve
1971’de yayimlanmustir. ilk 6nerilen tanimda ayni tepkimeyi katalizleyen herhangi bir tirdeki
“multiple enzim formlar”nin izoenzim (veya izozim) olarak adlandiriimasi énerilmektedir. Ancak,
daha sonraki gelismeler sonucu, ayni tepkimeyi katalizleyen enzimlerin g¢esitli sekillerde
birbirlerinden fark gosterdigi saptanmistir. Bunun {izerine, multiple enzim formu ayni tiirde ayni
tepkimeyi katalizleyen enzim formlarini tanimlayan genel bir ifade olarak ele alinmis, izoenzim ya
da izozim kavrami ise primer yapidaki (amino asit yapisinda) farklarin genetik olarak belirlendigi
durumlar igin dogru bulunmustur. Buna gore ayni primer yapinin genetik olmayan yollardan
modifikasyonu izoenzim olarak adlandinimamalidir. Tek bir organ, hatta tek bir hiicre icinde bile
farkli izoenzimler bulunabilir. IUB, izoenzimlerin kalp tipi, kas tipi, beyin tipi vb. doku dagilimina gére
adlandirilmasini da karisikliga yol agmasi nedeniyle dogru bulmamaktadir.

IUB’ye gore izoenzim olarak adlandirilabilecek enzim formlari (1) genetik olarak bagimsiz protein
yapisi olan enzimler, 6rnegin CK ve malat dehidrogenaz enzimlerinin mitokondri ve sitozolik formlari
gibi; (2) CK ve LD gibi iki ya da daha fazla alt birimi olan enzimlerin heteropolimerleri; (3) protein
yapisinin genetik varyantlari, 6rnegin insanda 150’'den fazla varyanti olan glikoz-6-fosfat
dehidrogenaz gibi.

ilk raporda izoenzimlerin elektroforezdeki géclerine gére ayrilmasi ve anoda dogru en fazla géc eden
izoenzimin en kiiglk rakam ile (1 rakami ile) numaralandirilmasi, diger izoenzimlerin ard arda verilen
numaralarla adlandiriimasi 6nerilmistir. Numaralandirmada elektroforezin esas alinis nedeni
elektroforetik ayrim yontemlerinin basitligi ve rezoliisyonlarinin daha Ustiin olusudur. Dolayisiyla,
izoenzimler ayni tepkimeyi katalizleseler de, katalitik 6zelliklerinde kantitatif farkliliklar olabilir.

Enzim proteinini kodlayan birden fazla gen lokusu varsa gercek izoenzimlerden s6z edilebilir.
insanda var olan enzimlerin dnemli bir bélim{, belki icte birinden fazlasi icin, birden fazla yapisal
gen lokusu vardir. Farkli lokuslardaki yapisal genler, evrim siresince farkl degisikliklere
ugramislardir. Ve sonucgta birbirlerine benzer ama gercekte farkli enzim proteinleri (gercek
izoenzimler) Gretilir olmustur.
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Farkh enzim formlarinin ortaya cikisinda bir diger etken, enzimin oligomerik olusudur. Farkli
altbirimlerin farkli birlesmeler yapmasi, farkli ama aktif enzim molekillerinin ortaya ¢ikmasina yol
acar. izoenzimlerin altbiriminin olup olmamasi, varsa bunlarin sayisi ve yapisi biyokimyasal 6zellikleri
acisindan da 6nemlidir. Eger tim altbirimler birincil, ikincil ve Gglncul yapilar agisindan ayni ise,
izoenzim bir homopolimerdir. Eger altbirimler farkli yapisal genlerden (farkli lokus ya da alel)
kaynaklaniyorsa, bu durumda izoenzim bir heteropolimerdir, bunlara hibrit izoenzim de
denilmektedir. lyi bilinen bir érnek olarak kreatin kinaz (CK) ele alinirsa; CK bir dimerdir, birincil,
ikincil ve Gglincul yapisi farkli M (kas) ve B (beyin) gibi iki altbirimi vardir; izoenzimleri CK-MM ve CK-
BB homopolimerleri (homodimerleri) ile CK-MB heteropolimeridir (heterodimeridir). CK-MB bir
hibrit izoenzimdir. Bir tetramer olan LD igin ise LD-2, LD-3 ve LD-4 izoenzimleri heterotetramerdir ve
hibrit izoenzimlerdir. Hibrit izoenzimlerin olusumunda altbirimler arasindaki yapisal benzerliklerin
onemi blyuktur. Hibrit izoenzimler gerek in vivo, gerekse in vitro kosullarda olusabilmektedir (Sekil
1).

Tiim izoenzimler enzimin 6zgiin tepkimesini katalizleme 6zelligindedirler ve ayni Enzim Komitesi
(EC) numarasini alirlar. Ayni tepkimeyi katalizleyen izoenzimlerin molekil agirliklari ¢ok yakindir
ancak, gene de her birinin farkli bir yapisi, substrat ve kofaktoérler igin farkl bir ilgisi vardir.
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Sekil 1. Homopolimer ve heteropolimer 6zellikteki izoenzimlerin olusumu. iki farkli gen lokusu ve bu
gen lokusundan (a ve b) tireyen proteinlerin etkilesimi.
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Enzim izoformlari

Enzim izoformlar ana protein yapisinda translasyon sonrasi degisiklikler sonucu olusan farkh
enzim formlarina denilmektedir. izoformlar da yapi ve biyokimyasal 6zellikler agisindan farklilik
gosterebilir. Bu modifikasyonlar: (1) Protein zincirinin koparilmasi (proteoliz) ve yikimi; (2) enzim
proteininin diger proteinler ile birlesmesi; (3) enzim proteininim agregasyonu; (4) enzim
molekulinin karbonhidrat yan zincirinin degismesi; (5) fosforilasyon/defosforilasyon degisiklikleri;
(6) protein zincirinde acilasyon; (7) deamidasyon; (8) asetilasyon, glikozilasyon, metilasyon; (9)
sulfidril oksidasyonu gibi olaylara baghdir. Bu olaylar gerek in vivo, gerekse in vitro kosullarda
(ekstraksiyon ya da depolama gibi) aciga cikabilir. Bunlara ek olarak enzim molekillerinin
birbirleriyle veya enzim 6zelligi olmayan proteinlerle agregasyonu da izoform olusumuna yol acar.
Ayrica, enzimler ile enzim 6zelligi olmayan proteinlerin etkilesmesi sonucunda az rastlanan, biylk
molekiilli enzim - protein kompleksleri (makrokompleksleri) ortaya ¢ikabilir. Bu etkilesme enzim ile
plazma immunglobulinlerinin birlesmesi seklinde olur. Olusan enzim — protein kompleksi katalitik
aktivite gosterir ve makroenzim olarak adlandinilir. Bu 06zellikte olup bulunan ilk enzim
“makroamilaz”dir. Buglin klinik laboratuvarda rutin oOlgimi yapilan ¢ogu enzimin “makro”
formlarinin oldugu bilinmektedir. Makroenzimlerin olusumunda yer alan baglica immiuinglobulinler
IgG ve IgA’dir. Ancak, enzimlerin imminglobulin disi proteinler ile etkilesmesi sonucunda da
makroenzimler olusmaktadir.
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AcN COOH
‘IL -0 —R

{
?

Kismi zingcir
kirnlmasi

Karbonhidrat
yan zincirinde |
degigiklikler | |
|
Acil grubu |
eklenmesi \ | :
I".II | Fosforilasyon A
\:bll degigiklikleri /&_{
- \\t Lgregasyon
—
_\—\_\_\___ y
Tr—— —_— Q

Sekil 2. Enzim formlarinin olusumunda rol oynayan mekanizmalar.
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izoenzim ve izoform Analizi

izoenzim ve izoform analizinde kullanilan ydntemler, enzim molekiiliindeki degisikliklerin neden
oldugu katalitik ve vyapisal degisikliklerin arastirilmasina dayanir. izoenzimlerin amino asit
dizilimindeki farkliliklar, dolayisiyla protein yapisindaki degisiklikler fizyokimyasal 6zelliklerinde az ya
da c¢ok degisikliklere yol agar; enzimin katalitik 6zelliklerinde, aktif bolge yapisinda, substrat
analoglariyla verdigi tepkimelerde, izolektrik noktasinda (pl), yik dagiliminda, hidrofob 6zelliginde,
Km degerinde, optimum pH’sinda ve inhibitorlere yanitinda farkhliklara neden olur. Bu farkliliklar
izoenzimlerin ayriminda ve 6lgiminde kullaniimaktadir. Gen klonlama ve dizi analizi gibi molekiler
biyoloji teknikleri izoenzimlerin birincil yapisinin arastiriilmasinda biyuik bir sigrama saglamistir.
Buglin enzimin birincil yapisindaki degisikliklerin farkli gen lokuslarindan mi, farkh alellerden mi,
yoksa translasyon sonrasi degisikliklerden mi kaynaklandigi, bu tekniklerle saptanabilmektedir.

Farkh gen lokuslarindan kaynaklanan izoenzimlerin katalitik 6zellikleri genellikle kantitatif olarak
farkhdir. Bu farklar molekiler aktivite, Km degerleri, cesitli inhibitorlere duyarlihg), substrat
analoglarina gore nispi hiz degisikliklerinde kendisini gosterir. Translasyon sonrasi degisikliklerden
kaynaklanan enzim formlari genellikle katalitik aktivite agisindan benzerdir. Farkli gen lokuslarindan
kaynaklanan izoenzimlerin antijenik 6zellikleri de genellikle farklidir. Sentez sonrasi degisikliklerle
olusan enzim izoformlari genellikle ortak antijenik determinatlara sahiptirler.

izoenzimler arasinda genellikle denatiirasyona (1si ya da konsantre iire ¢ozeltileri kullanilarak) direnc
farkhihklar vardir. Diger enzim formlar ise ya fark gostermez ya da az fark gosterir. izoenzim
¢alismalarinda en ¢ok molekiildeki amino asit diziliminin degismesinden kaynaklanan net molekdler
yik farkhliklarindan yararlanilir. izoenzimlerin bu 6zelligi elektroforez, iyon degisim kromatografisi
ya da izoelektrik odaklama teknikleri ile ayrimlarinin esasini olusturur. Molekil bayuklGgiindeki
degisiklikler jel filtrasyon teknigi kullanilarak ayirt edilebilirse de, gercek izoenzimlerde oldugu gibi,
eger enzim molekdlleri arasindaki farklar kiiglikse basarili olunamaz. Ancak jel filtrasyon, agregasyon
ya da enzimin baska proteinlerle birlesmesi sonucu olusan izoformlarin ayriminda yararlidir.

Ozetle, izoenzim ve izoform analizinde elektroforetik tekniklerin yani sira denatiirasyon teknikleri
(1s1, kimyasal etkisi), kromatografik ve immuinokimyasal teknikler ile katalitik 6zelliklerdeki farklarin
kullanildigr tekikler kullanilmaktadir. Molekiler teknikler ise enzimin birincil yapisinin ve
polimorfizmlerin aydinlatilmasinda yararhdir.

Elektroforez

izoenzim analizinde en ¢ok kullanilan teknik “zone” (bodlge) elektroforezidir. Giiniimiize destek
ortami olarak en ¢ok seliiloz asetat ve jel kullanilir. Elektroforetik ayrim sonrasinda izoenzim
bolgelerinin saptanmasinda enzim tepkimesinden yararlanilir. Enzimatik aktivite sonucunda renkli
bir presipitat olusturulur. Ornegin LD icin substrat olarak laktat kullanilir; laktatin oksidasyonu ara
tepkimelerle tetrazolyum tuzlarinin indirgenmesine baglanir. Bir sire sonra tepkime durdurulur ve
ortam seyreltik asetik asit ile muamele edilerek elektroforez bantlari sabitlestirilir. izoenzim
bantlarindaki renk yogunlugu enzim aktivitesi ile dogru orantilidir. izoenzimlerin durumunu
kantitatif anlamda gormek amaclaniyorsa, dansitometre ile tarama yapilir bitin izoenzimlerin
birbirine gére oranlari saptanir.
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Laktat NAD ™ Rediikte Okside

Fenazin

) Tetrazolyum tuzu
metosilfat +

Laktat dehidrogenaz

Pirtivat MNADH Okside Rediikte
(renkli)

Elektroforezde dikkat edilmesi gereken bir nokta, serum o6rneklerinin saklanmasi sirasinda
altbirimlerin ayrismasi ya da yeniden birlesmesi, inaktivasyon ya da bazi izoenzimlerde degisiklikler
sonucu elektroforez &riintiisiiniin degisebilmesidir. Ornegin CK ve LD igin bdyle degisiklikler
belirlenmistir. izoenzim elektroforezi ile elde edilen oranlarin tekrarlanabilirligi genel olarak iyidir.

izoelektrik odaklama da izoenzim analizlerinde kullanilmistir. Burada protein molekiilleri ortama
elektrik verildiginde pH gradyanina ve ylklerine gore izoelektrik noktalarina kadar surtklenirler ve
boylece birbirlerinden ayrilirlar. Daha uzun siren bir islemdir. Dezavantaji, enzimlerin kendi
izoelektrik noktalarina karsilik gelen pH’da inaktive olabilmeleridir. Ayrica, pH gradyanini
olusturmakta kullanilan amfoter 6zellikteki maddelerle etkilesebilirler.

izoenzim/izoform Elektroforezinin Klinik Kullanimi

izoenzim ve izoform analizinde kullanilan materyal serum ya da plazmadir. Serum/plazmada enzim
aktivitesini etkileyen en 6nemli etkenler, enzimin hiicreden plazmaya cikisini etkileyen etkenlerdir.
Bu etkenler icinde enzimin hiicreden salinis hizinin etkilenmesi kadar enzim sentezindeki artis
(6rnegin belli hiicre tiplerinde belli bir enzimin artisi ya da hiicre proliferasyonu gibi) da 6nemlidir.
Enzimlerin serumdaki bazal konsantrasyonlarindan sorumlu olan normal hiicre déngisi (turnover)
ve canhl hicrelerden salinim gibi etkenler izoenzimler icin de gecerlidir. Klinik agidan en ¢ok
cahsilanlar LD, CK, ALP izoenzim ve izoformlaridir.

Laktat Dehidrogenaz

Laktat dehidrogenaz bir tetramerdir ve iki alt Gnitesi vardir: Kalp (Heart: H) ve kas (Muscle: M). Bu
alt birimler gesitli kombinasyonlar ile 5 farkl izoenzim olugtururlar:

e HHHH (LD-1; Hy)

e HHHM (LD-2; H5M)
e HHMM (LD-3; H,M,)
e HMMM (LD-4; HMs)
e MMMM (LD-5; My)



60

Bunlarin disinda 4 X (veya C) zincirinden olusan ve LD-X olarak adlandirilan (LDc’de denir) altinci bir
izoenzim daha vardir; puberte sonrasi insan testislerinde bulunur. Agir hastalarda LD-6 olarak
adlandirilan yedinci bir izoenzim de saptanmistir. Bu izoenzimlerden anodik olanlar LD-1 ve LD-2
ozellikle kalp kasinda yogundurlar. En katodik olan LD-5 iskelet kasi ve karacigerde baskindir. LD-3 ve
LD-4 ise tlim dokularda farkli miktarlarda bulunan izoenzimlerdir. LD izoenzimleri gecmiste cok
cahsilmistir. Daha ¢ok kalp hasarinin gostergesi olarak kullaniimistir. Normal serumda LD2 baskin
izoenzimdir ve LD-1/LD-2 orani genellikle <1’dir. Miyokart infarkttst (MI) sonrasinda baslica LD-1 ve
bir miktar da LD-2 artisi olur ve bu nedenle LD-1/LD-2 orani degiserek >1 olur. Bu degisiklik Ml tanisi
icin dnemlidir. Buglin igin klinik yarari sinirhdir. Clinkl ¢ok daha duyarli ve 6zgil kardiyak troponinler
bu amacla kullanilmaktadir. Ote yandan LD, yukarida belirtildigi gibi, hemen her dokuda bulunan bir
enzimdir. Bu nedenle cakismalar kacinilmazdir. Ornegin LD-5, iskelet kasi hasarini géstermek icin
kullanilhr. Ayni zamanda karacigerde de baskin izoenzimdir. Dolayisiyla LD-5 artisinin kastan mi,
karacigerden mi kaynaklandigi daha ileri testler gerektirir. Ayrica, LD-5 cesitli tipte kanser
hastalarinin serumlarinda da artmaktadir. Teratoma, seminoma ve overlerde disgerminoma gibi
germ hicre timorlerinde, olgularin %63’lnde LD-1 yiksekligi gorilmektedir. Bu agidan ozellikle
testis germ hiicre timorlerinde LD-1 hastalgin takibinde yararhdir. Beyin omurilik sivisinda (BOS)
genellikle saptanamayan LD-4 ve LD-5, bakteriyel menenjitte ylikselir; viral menenjitte ise lenfositoz
nedeniyle LD-1, LD-2 ve LD-3'te artis olur.

LD izoenzimlerinin elektroforezi. Elektyroforezde agaroz jel veya selililoz asetat materyal kullanilir.
Elektroforez isleminden sonra ortama LD tepkimesi icin bir ayirag sistemi yayilir. Ayirag sisteminde
laktat ve NAD bulunur; LD tepkimesi sonucu pirivat ve NADH olusur. NADH, 360-365 nm’de
florometrik olarak saptanabilir. Ya da ortama bir tetrazolium tuzu [0rnegin fenazin metosilfat
(PMS)] eklenerek NADH tarafindan indirgenmesi ve sonugta mavi renkli formazan olusmasi saglanir
(Sekil 3).

Kreatin Kinaz

Kreatin kinaz (CK) bir dimerdir, iki alt biriminin (M ve B) kombinasyonu sonucu Ug¢ izoenzimi olusur
(Tablo 2).

e BB (CK-1)
e MB (CK-2)
e MM (CK-3)

Bu izoenzimlerin timi de sitozolde ya da miyofibriler yapilarla birlikte bulunur. Bunlarin disinda
imminolojik ve elektroforetik mobilite agisindan digerlerinden farkli dordiinci bir form vardir.
Mitokondri i¢c ve dis zari arasinda bulunan bu izoenzim mitokondriyel CK (CK-Mt) olarak
adlandiriimaktadir. Kalpte total CK aktivitesinin %15’ini CK-Mt olusturur. CK'nin immiuinglobulinlerle
birleserek olusturdugu “makro” formlari da vardir. Makro-CK’'nin hastaneye yatirilan hastalarin
%6’sinda gecici olarak pozitif oldugu belirtiimektedir. Tip 1 ve tip 2 olarak adlandirilan iki formu
vardir. Binlardan tip 1 daha cok CK-BB’nin genellikle 1gG ile olusturdugu komplekstir. IgA ile de
kompleksler olusturur. Tip 2 oligomerik CK-Mt'dir ve daha ¢ok agir kanser veya karaciger
hastalarinda, doku yetersizligi olan cocuklarda goriiliir. Kotli prognoza isaret eder.



LD-1: %16.1-%31.5
B LD-2: %29.2-%41.6

| LD-3: %17.0-%26.2
LD-4:%59-%123
LD-3 %3.2-%17.3

— LD-5 LD-4 LD-3 LD-2 LD-1 4

Sekil 3. Agaroz jelde LD izoenzimleri.

Tablo 2. Cesitli dokularda seruma gore CK konsantrasyonu ve sitoplazmik izoenzim dagilimi.

Doku Nispi CK izoenzimler (%)
aktivitesi

CK-BB CK-MB CK-MM

iskelet kasi (tip 1) 50 000 <1 3 97
iskelet kasi (tip I1) 50 000 <1 1 99
Kalp 10 000 <1 22 78
Beyin 5000 100 0 0
Gastrointestinal kanal 5000 96 1 3

Mesane 4000 92 6 2
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CK izoformlari. CK’nin M ve B altbirimleri C terminalinde lizin amino asiti tasir. Bunlardan M
zincirindeki lizinler karboksipeptidazlar tarafindan koparilir. Béylece CK-MM izoformlari olusur. Bir
altbirimdeki lizinin uzaklastirilmasiyla CK-MM, izoformu, her iki M altbirimindeki lizinin
koparilmasiyla CK-MM; izoformlari olusur. Enzimin doku formu ise CK-MMs'tlr. Pozitif yukli
lizinlerin uzaklastirilisi, CK molekiliiniin negatif ylkinu, dolayisiyla anoda dogru goglini artirir. CK-
MB’de ise tek M altbirimi oldugundan sadece bir CK-MB; izoformu olusur. CK-MB; ise enzimin dogal
halidir (doku izoformu). izoformlar kanda olusur, tek yoénludir, lenfatik sistemde ya da doku
nekrozunda olusmaz (Sekil 4 ve 5).

Mitokondriyel

oK ; Sik gorilen
CE-MM: %97-%100 CK-3 CK-2 CK-1 | CKbantlan
CKMB:  0-%3 Y Y Y Y
CK-BE: %0 .
]
+ * ! + | Ayirma
M?t.k"ﬂzlc'{ M‘I?ﬁk"ﬂllc'{ Zfﬂﬁﬁ]?ﬂ” teknikleri
P S [ gerektiren
1 CK-3  CK-2izoformu anormal
izofarmlan CK-2, ) bantlar
I : : - CK'Bz and CK'B-I
+ BB MB M -

Sekil 4. Agaroz jelde CK izoenzimleri (solda) ve CK izoenzimleri ve izoformlari ile Makro-CK'nin
elektroforez plaginda yerlesimi (sag).

it MB2MB1 1
i AKS: MB2MBA artar

SN o

MM3 MMZ2 MM MB2 MB1

Sekil 5. Agaroz jelde CK izoformlari.
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Klinik Kullanim. CK izoenzimlerinin en énemli kullanim alani akut koroner sendromdur. Bu amagla
CK-MB kullanilir. Ancak miyokart igin 6zgulligu disuktir. Kalpte total CK aktivitesinin %14-42’sinden
sorumludur. Kalp disi kaslarda bu oran %10’u bulabilir. Gegmiste MI tanisi igin LD izoenzimlerinin
yani sira CK izoenzimlerinin galisiilmasi yararlydi. Bugiin daha o6zgul belirtegler bunlarin yerini
tutmustur. iskelet kasi hasari CK’da biiylik artis yapar. Ciinkii iskelet kasi kalp kasindan ¢ok daha
ylksek konsantrasyonda CK icerir. Dolayisiyla, kiiclik iskelet kasi hasarlari ya da hastaliklar kalp
hasarindaki gibi CK-MB yiikselmesine yol agabilir. Eger kalp ve iskelet kasi hasari bir arada
bulunmazsa, total CK yani sira CK-MB aktivitesi Olgllerek CK-MB aktivitesinin yikselis nedeni
hakkinda hikim verilebilir. Travma ve cerrahi gibi hem kalp, hem de iskelet kasi hasarinin birlikte
olabilecegi durumlarda CK-MB yerine diger belirteclerin (troponin gibi) kullaniimasi yararh olacaktir.
Bu nedenle perioperatif Ml tanisinda CK-MB’nin degeri disliktiir. CK-MB’nin total CK’ya orani kas
rejenerasyonunda da artar. Bu nedenle muskdler distrofi ve polimiyozit durumunda CK-MB’nin total
CK’ya orami %5-15’i bulur. MB,/MB; orani kalp hasari i¢in daha 6zglldir, tanisal duyarhhg
semptomlardan 4-6 saat sonra %90’1 bulabilir. CK-MB kardioversiyon, acik kalp cerrahisi, kalp nakli,
miyokardit, perikardit, pulmoner emboli gibi diger kardiak durumlarda da yukselir.

CK izoenzimlerinin ve izoformlarinin elektroforezi. Elektroforezde destek ortami agar, agaroz jel
veya seliiloz asetattir. Elektroforez sonrasinda konsantre CK ayiraci ile NADPH olusturulur. Bu Griin
360-365 nm’de florometrik olarak okunur. Veya NADPH’In bir tatrazolium tuzunu indirgeyerek renkli
formazan olusturmasi saglanir.

Alkalen Fosfataz

ALP'In ¢ok sayida farkli formu vardir. Bunlarin bazilari gercek izoenzimdir. ALP izoenzimlerini
kodlayan en az 4 vyapisal gen vardir. Bunlardan plasenta, bagirsak ve germ hicresi ALP’lerini
kodlayanlar farkhdir. Kemik, karaciger ve bébrek kaynakli ALP formlarinin birincil yapisi aynidir, ayni
gen lokusu tarafindan tretilirler. Bu gene “6zgiil olmayan doku geni” denir. Bu gen Uriini enzimlerin
karbonhidrat icerikleri farklidir. Saglkh bireylerin serumlarinda toplam aktivitenin en bilyuk
bolimiunl karaciger ALP’si olusturur, kemik kaynakli ALP de toplam aktivitenin yarisina kadar
artabilir. Ozellikle kan grubu B veya 0 olan bireylerin serumlarinda bagirsak kaynakli ALP de az
miktarda bulunabilir. ALP’nin farkh “sialidasyona” bagh en az 15 izoformunun oldugu
belirtilmektedir.

Klinik Kullaniom. ALP izoenzimlerinin gerekli oldugu haller: (1) ALP yiksekliginin nedeni acik
olmadiginda ve 6grenilmesi gerektiginde; (2) baslica klinik sorunun karacigerden mi, kemikten mi
kaynaklandigini saptamak gerektiginde; (3) metabolik kemik hastaliklarinda hastaligin gidisini
gormek ve tedaviyi dizenlemek i¢in osteoblast aktivitesini degerlendirmek amaglandiginda.

ALP izoenzim elektroforezi. Destek ortami olarak seliiloz asetat veya agaroz jel kullanilr.
Elektroforez sonrasinda ALP bolgeleri tampon ve ALP substrati (6rnegin 1-naftil fosfat) ve kromojen
sistem (genellikle diazonyum tuzu) ile muamele edilir. Anoda dogru en hizli gocen karaciger
ALP’sidir. Kemik ALP’si, karacigere gore daha diffliz bir bant verir ve anoda dogru biraz daha yavas
hareket eder. Ancak genellikle bu iki form c¢akisir. Bagirsak ALP’si, kemik ALP’sini izler. Plasenta
ALP’si diffiz kemik bandi lzerinde farkli bir bant olarak gorulir. ALP’nin Ig’ler ile yaptigl, klinik
onemi olmayan kompleskler (makro - ALP) de vardir. Kemik ve karaciger enzimlerinin ayriminda,
izoenzimlerin karbonhidrat yapisindaki farklardan yararlanilir. Baslica iki yéntem uygulanir. ilkinde
elektroforez bugday lektini varliginda yapilir. Lektin kemik ALP’sinin goclni yavaslatir (Sekil 6).
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Sekil 6. Agaroz jelde ALP izoenzimleri. Solda normal islem, sagda lektin ile islem sonrasi.

Digerinde serum 37 derecede 15 dakika ndéraminidaz ile muamele edilerek terminal sialik asit

gruplari uzaklastirilir. Kemik ALP’sinin sialik asit gruplari daha kolay koparilir ve bu nedenle kemik
formunun elektroforetik mobilitesi azalir. Elektroforez ile kantitatif lgim mimkindur.

Noraminidaz ile uzun siire (bir gece) muamele bagirsak ALP’sinin varligini saptama agisindan

yararlidir. Uzun inklbasyon, bagirsak formlari disindaki formlarin anodal mobilitelerini azaltir.
Bagirsak ALP’si bu isleme direnglidir, ¢linki sialik asit icermez (Sekil 7).

l .. Islem yapimamis
| ;% serum
!

Néraminidaz
ile islem

«—— Kemik ALP

.
‘
‘

d .
A B < am e

Sekil 7. Serumda kemik ve KC ALP'lerinin ayriminda PAGE. Serum ndraminidaz ile islem gérmeden
ve gordikten sonra.
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Amilaz

Serumda amilaz (AMY) aktivitesinin baslica kaynagi pankreas (P-AMY) ve tukirik bezidir (S-AMY).
Bunlar gergek izoenzimlerdir. AMY izoenzimlerinin translasyon sonrasinda deamidasyon,
glikozilasyon, deglikozilasyon gibi degisikliklere ugramasi ile ¢ok sayida AMY izoformu olusmaktadir.
P-AMY glikozile olmaz; S-AMY’In ise hem glikozile hem deglikozile formlari vardir. Ayrica
makroamilazlar ile de karsilasilabilir. Makroamilazlar idrar ile atilamadigindan (molekdl agirligi >200
000’dir) hiperamilazemi olarak gorilir. Genellikle S-AMY’nin 1gG veya IgA ile olusturdugu
komplekslerdir.

Klinik Kullanim. Pankreatik hastaliklarda (pankreatit ve pankreatik travma), karin ici olaylarda (safra
yollari hastaligl, intestinal obstriiksiyon, mezenterik infarkt, perfore peptik Ulser, gastrit, duodenit,
aort anevrizmasi ruptird, akut apandisit, peritonit, travma) P-AMY artar; genitolriner hastaliklarda
(ektopik gebelik ruptird, salpenjit, malign over tlimoéri), tikirik bezi lezyonlari, akut alkol
toksikasyonu, diabetik ketoasidoz, septik sok, kalp cerrahisi, tiimorler ve ilaglara bagh olarak S-AMY
artisi olur; bébrek yetmezliginde her iki izoenzim de yukselir.

Amilaz izoenzim elektroforezii. Normal eriskinlerde serumdaki total aktivitenin %40-50'sini P-AMY
olusturur. Makroamilaz, elektroforezde genellikle genis bir bant olarak gorulir (Sekil 8). Dogumdan
sonra S-AMY aktivitesi strekli artis gosterir ve 2 yasinda eriskin degerine yikselir. P-AMY aktivitesi
yasl 6 aydan kuglik bebeklerde genellikle saptanamaz, bu yastan sonra artarak 5 yasinda eriskin
degerlerine ulasir. Pankreas izoformlari serum ve idrarda izoelektrik odaklama veya elektroforez
teknikleri ile calisilabilmektedir.

qq -
m *’ : L WG
L
M M P/S M M S

Sekil 8. Amilaz izoenzim elektroforezi. M: Makroamilaz; P/S: Pankreas ve tukutiuk amilazi karisimi; S:
Tukurak amilazi.



66

Kaynaklar

1. Panteghini M, Bais R. Serum enzymes. (Ed. Burtis CA, Ashwood ER, Bruns DE) Tietz Textbook of
Clinical Chemistry and Laboratory Medicine 2012; pp. 565-598, Elsevier Saunders, St. Louis.

2. Bais R, Panteghini M. Enzymes and rate analyses. (Ed. Burtis CA, Ashwood ER, Bruns DE) Tietz
Textbook of Clinical Chemistry and Laboratory Medicine 2012; pp. 355-377, Elsevier Saunders, St.
Louis.

3. Karcher RE, Landers JP. Electrophoresis. (Ed. Burtis CA, Ashwood ER, Bruns DE) Tietz Textbook of
Clinical Chemistry and Laboratory Medicine 2012; pp. 287-305, Elsevier Saunders, St. Louis.

4. Hohnadel DC. Clinical enzymology. (Ed. Kaplan LA, Pesce AJ) Clinical Chemistry. Theory, Analysis,
Correlation. 2010; pp. 281-301, Elsevier Mosby, St. Louis.

5. Sanhai WR, Christenson RH. Protein isoforms: isoenzymes and isoforms. (Ed. Kaplan LA, Pesce Al)
Clinical Chemistry. Theory, Analysis, Correlation. 2010; pp. 302-309, Elsevier Mosby, St. Louis.



67

MUKOPOLISAKKARIDOZLARIN TARAMASINDA iDRAR GLIKOZAMINOGLIKAN (GAG)
ELEKTROFOREZI

Dog Dr. incilay (Sinici) Lay

Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyokimya Anabilim Dali
ve
Hacettepe Universitesi Hastaneleri, Merkez ve Acil Laboratuvarlari, Ankara-Tiirkiye
(isinici@hacettepe.edu.tr)

Mukopolisakkoridozlar (MPS), glukozaminoglikanlarin (GAG) yikiminda rol alan lizozomal enzimlerin
kahtsal bozukluklari sonucu olusan bir grup lizozomal depo hastaligidir. Yikilamayan GAG’lar
mezenkimal ve parankimal dokularin lizozomlarinda birikir ve hiicre, doku, organ fonksiyon
bozukluklari olusur. Kronik, ilerleyici ve multisistemik hastaliklardir. MPS’lerde klinik belirtiler
birbirinden farkli olsa da ortak klinik bulgular mevcuttur: Kronik ve progresif seyir, multisistem
tutulumu, organomegali, dizostozis multipleks, anormal kaba ylz gorinimd, ilerleyici mental ve
fiziksel gerilik, erken 6lim.

MPS tip Il (X’e bagh resesif) disindaki tiim tipleri otozomal resesif kalitim gésterir. insidansi genel
olarak 1/25000'dir. Akraba evlilikleri oraninin %21 olarak tespit edildigi Glkemizde insidansin daha
fazla oldugu disinilmektedir (1-3). Gunidmize kadar 6 tipi ve birgok alt tipleri tanimlanmustir.
MPS’lerin farkh tiplerinde bozuk olan enzime gore 4 farkh GAG birikir ve idrarla ¢ok fazla miktarda
GAG atilir.

MPS tipleri Bozuk olan enzim Biriken glikozaminoglikan (GAG)
MPS IH
(Hurler Sendromu) Heparan sllfat,

o —L-iduronidaz ;
MPS IH-S Dermatan sulfat

(Hurler-Scheie
Sendromu)
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MPS IS
Scheie Sendromu

MPS Il
Hunter Sendromu

iduronat siilfataz
*X-gegisli

Heparan silfat,
Dermatan silfat

MPS llla
Sanfilippo Sendromu A

Heparan N-siilfataz

MPS Ilib
Sanfilippo Sendromu B

a -N-Asetilglukozaminidaz
(a-heksozaminidaz)

MPS llic
Sanfilippo Sendromu C

a -Glukozaminid-N-
asetiltransferaz

MPS liid
Sanfilippo Sendromu D

N-Asetilglukozamin-6-
sulfataz

Heparan silfat

MPS IVa
Morquio Hastaligi A

Galaktozamin-6-sulfat
stlfataz

Keratan sulfat,
Kondroidin 6- stlfat

MPS IVb
Morquio Hastaligi B

R-Galaktozidaz

Keratan silfat

MPS Vi
Maroteaux-Lamy
Hastalig

Arilstlfataz B
(N-Asetilgalaktozamin-4-
sulfataz)

Dermatan sulfat

MPS ViI
Sly Sendromu

R-glukuronidaz

Heparan silfat,
Dermatan siilfat,
Kondroidin 4,6-stilfat

MPS IX
Natowicz Sendromu

Hyallronidaz

Hyallronik asit

Not: MPS tip V ve VIl yoktur.

Tanilarinda, klinik bulgularin  yaninda

laboratuvarin  blylk ©6nemi vardir. Klinik bulgular

dogrultusunda MPS’den siiphe edilen hastalarda laboratuvar tani basamaklari su sekildedir:

1- MPS taramasi: idrarda atilan GAG’larin (eski adi mukopolisakkarit) dlcimii
A) idrarda total GAG élcimi:
Spot ve sabah ilk idrar érneginde calisilir. Ornekler soguk zincir ile laboratuvara ulastirilir.

idrarda total GAG miktarlari mg/mmol kreatinin olarak degerlendirilir. idrardaki GAG

atihm miktarlari yasa bagimlidir. infantlarda eriskinlere gére idrarla GAG atilimi daha

fazladir. Yeni tani alacak olan MPS hastalarinda idrarda total GAG miktari yuksek

beklenir.

B) idrarda seliiloz asetat elektroforezi ile 4 farkli GAG’In tanimlanmasi:

idrar total GAG miktarina gore elektroforeze uygulama yapilir. Biriken GAG tipine gore

olasi MPS tipleri ayirt edilir.

2- MPS tanisi: Lokosit veya fibroblast kiltirlerinde spesifik enzim aktivite 6lgim, tani igin altin

standarttir. Elektroforez ile ayirt edilen olasi MPS tipleri icin tam kandan lokositler izole

edilerek spesifik enzim aktivite olglimi yapilir. Fluoresan substratlar kullanilir ve fluorometre
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ile 6lgiim gergeklestirilir. MPS tiplerinin her birinde o tipe 6zgl bozuk enzimin spesifik
aktivitesi ¢ok dusiik bulunur.

3- MPS mutasyon analizleri: Lokosit spesifik enzim aktivitesi disik bulunarak tani almis MPS
hastalarinin DNA’lari izole edilerek bilinen veya bilinmeyen mutasyonlar tanimlanmaya
cahsihr.

4- MPS prenatal tani: Amniyon sivisi veya koryonik villis biyopsi kiltir hicrelerinde spesifik
enzim aktivite tayini veya mutasyon analizleridir. Gebelik durumunda yapilir. Genetik
danismanlik verilmesi gerekir.

MPS tiplerinin tanisi tedavi icin 6nemlidir. Hastalara MPS |, MPS 1l, MPS IVA ve MPS VI igin enzim
replasman tedavisi uygulanmakta ve basarili sonuglar alinmaktadir (BioMarin Pharmaceutical ve
Shire Pharmaceuticals Group). Kemik iligi ve umbilikal kord kan transplantasyonu kisith vakada
uygulanmistir. Enzim replasman tedavisi disindaki tedaviler semptomlari diizeltmeye yoneliktir.

idrarda total GAG ol¢iimii:

GAG'lar, tekrarlayan disakkarit (N-asetilglikozamin veya N-asetilgalaktozamin — glikuronik veya
iduronik asit) birimlerinden olusan, -COOH veya -OSOzH grubu tasiyan, asidik, dallanmamis, uzun
zincirli polisakkaritlerdir. Deri, kikirdak, kornea, damarlar, akciger, karaciger, kalp, omurga diskleri
gibi dokularda bulunduklarindan MPS’lerde yikilamayan GAGlar bu dokularda birikir. idrar ile fazla
miktarda GAG atihmi gordldr. idrarda total GAG miktarlari mg/mmol kreatinin olarak
degerlendirildiginde 6rneklerde kreatinin dlgimu de yapilmahdir.

- Prensibi Alcian Mavi 8GX boyasi ile GAG’larin ¢oktlrilmesine dayanmaktadir (4). Alcian Mavi
8GX boyas! uygun sartlarda asidik GAG'lar ile ¢6zlinmez kompleksler olusturur.

- Spot idrarda calisilacaksa sabah ilk idrar alinmalidir. 24 saatlik idrarda c¢alisilacaksa 24 saatlik
idrar toplama kurallarina uyulmalidir. 24 saatlik idrar miktari élctilmelidir. Ornekler soguk ortamda
(+4°C) saklanmali ve gonderilmelidir. pH degeri >8 olan 6rnekler veya kreatinin degeri <2.5 olan
idrar 6rnekleri ¢alismaya alinmaz.

- idrar érnekleri disiik devirde 5 dk santrifiij edilir ve stipernatan kullanilir. Standart olarak
kondroidin-4-siilfat tip A kullanilir. idrar siipernatanlari ve bir seri hazirlanmis standart ¢dzeltiler en
son hacimde %0.05 (w/v) Alcian Mavi 8GX, 0.05M MgCl, ve 0.05 M pH 5.8 sodyum asetat olacak
sekilde bu cozeltilerle karistirilir. 4 saat oda sicakliginda inklibasyona birakilir. Alcian Mavi 8GX
boyasi asidik GAG’lar ile ¢coziinmez kompleksler olusturur. Dislik devirde 15 dk santrifiij ile total
GAG-Alcian Mavi 8GX kompleksi ¢okturalir. Coken GAG-Alcian mavi kompleksleri etanol ile yikanir
ve dustk devirde 15 dk tekrar ¢oktirilir. %7.5 (w/v) SDS ¢ozeltisi ile GAG-Alcian mavi kompleksleri
¢Ozillr. 30 dk oda sicakliginda inkiibasyondan sonra kompleksten salinan Alcian mavi absorbanslari
678 nm’de spektrofotometrede okunur. idrar total GAG miktari, kondroidin-4-siilfat standartlari ile
cizilmis standart egri ile hesaplanir.


http://en.wikipedia.org/wiki/BioMarin_Pharmaceutical
http://en.wikipedia.org/wiki/Shire_Pharmaceuticals_Group

Referans degerler ay ve yila gore degismektedir:

mg/mmol kreatinin

0-1 ay 22 -41
1-3 ay 9-39
3-6 ay 11-35

6-12 ay 4-31
12-24ay |6-22

2-3 yil 9-20
3-5 yil 6-16
5-7 yil 6 -13
7-9 yil 4-11
9-11 vil 4-11

11-13 yil 2-11
13-15 yil 2-8
>15 1-5

idrarda seliiloz asetat elektroforezi ile 4 farkli GAG’In tanimlanmasi:
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MPS tiplerinin tanisi icin altin standart olan spesifik enzim aktivite tayini 6ncesi, belirli MPS tiplerini

tespit etmek icin uygulanan 6n testtir. Amag, idrarla atilan GAG ¢esidini tespit ederek, olasi MPS

tiplerini ayirt etmektir.
Cesitli MPS’larda 4 degisik GAG bulunur. Bunlar:

- Kondroidin silfat,
- Dermatan siilfat,
- Keratan stlfat,

- Heparan siilfattir.

Tek yonlu elektroforez teknigidir. Keratan silfat ve dermatan silfati seliiloz asetat elektroforezi ile

ayirt edemeyiz. 3 bant izlenebilir:

1- Kondroidin stlfat bandi
2- Keratan silfat ve dermatan silfat bandi
3- Heparan siilfat bandi

Gozlenen GAG bandi/bantlari

Olasi MPS tipleri

Heparan silfat + Dermatan sulfat

MPS | veya MPS I

Heparan siilfat

MPS 111

stlfat

Keratan sulfat MPS IV
Dermatan siilfat MPS VI
Heparan silfat + Dermatan silfat + Kondroidin | MPS VII
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Selliloz asetat elektroforezinde yirutilerek ayrilan GAG bantlari, yine Alcian Mavi 8GX ile boyanarak
gozlenir.

- Elektroforeze uygulanacak idrar érneklerinin 6n hazirligi:

idrar siipernatani, miktarinin 10 kati olacak sekilde %0.05 (w/v) Alcian Mavi 8GX, 0.05 M Mg Cl,,
0.05 M pH 5.8 sodyum asetat iceren ¢ozelti ile karistirihr. 2 saat oda sicakliginda inkiibasyona
birakilir. Dlstk devirde 15 dk santrifiij ile GAG-Alcian Mavi 8GX kompleksi ¢oktirilir. Kompleks 4 M
Na Cl-metanol (2:1, v/v) ¢ozeltisi ile vortekslenerek ¢oziliir. Serbest Alcian Mavi 0.1 M sodyum
karbonat cozeltisi ile ¢okttrilir. 30 dk oda sicakliginda inklibasyona birakilir. Distk devirde 15 dk
santrflj edilir, siipernatan alinir. Sipernatana etanol eklenerek stipernatan igindeki GAG ¢okturulir.
10 dk oda sicakliginda inkiibasyon sonrasi santrfiij edilir, fazla etanoll uzaklastirmak igin siipernatan
atilir. Bir gece GAG iceren ¢okelti etanoliin ugurulmasi igin kurutulur. Ertesi gin 50 pl H,0 ile
¢ozulur. Santrfiij sonrasi sipernatan elektroforeze uygulanir.

- Total GAG miktari 0.5 pg olucak sekilde idrar sipernatanlari seliiloz asetat membranina
uygulanir. Ticari olarak temin edilen seliiloz asetat membranlari (5.7x14 cm, 200u) %30’luk metanol
icinde +4°C’da saklanmalidir. Elektroforez uygulamasina gegmeden 6nce, membran distile su ile
birkac kez yikanmali ve metanol uzaklastiriimalidir. Membran, 0.05 M, pH 7.2 kalsiyum asetat
tamponu ile 10 dk inkiibe edilerek dengelenir. Son derisim her biri 0.25 mg/ml olucak sekilde
kondroidin silfat, dermatan siilfat, keratan siilfat, heparan siilfat standartlari hazirlanir. idrar
sipernatanlari total GAG miktari 0.5 pg olucak sekilde ve standartlari iceren ¢ozelti elektroforez
aplikatori ile membrana uygulanir. Seliiloz asetat membrana yliklenmis 6rnekler 100 voltta 2 saat
0.05 M, pH 7.2 kalsiyum asetat tamponunda ylrGtalir. Yiritme islemi bittikten sonra, membran
elektroforez tankindan alinarak metanol:glasiyal asetik asit:H,0 (50:10:40, v:v:v) icinde hazirlanmis
%0.5 Alcian mavi 8GX boya ¢ozeltisi igcine konulur. Boyama ¢ozeltisi igindeki membran 5 dk 20 rpm
hizdaki calkalayici Gzerinde boyanir. Membran boyama c¢o6zeltisinden cikarilarak, arka planda
gozlenen fazla boyanin uzaklastiriimasi icin metanol:glasiyal asetik asit:H,0 (50:5:45, v:v:v) ¢ozeltisi
icine konarak yikanir. Membran lzerinde gozlenen bantlar dogrultusunda yorumlama yapilir (4).

GAG Standartlari:

GAG Standartlari:
- Kondroidin silfat (CS)
- Dermatan siilfat (DS) -
Keratan sulfat (KS)
- Heparan siilfat (HS)

[

Std (tiim standartlar), 3 bant
seklinde izlenir.

Elektroforez yoni




Hasta ornekleri:

- DS + KS bandinin gorildugi hastanin I6kositlerinde
yapilan spesifik enzim aktivite tayini sonucu
hastaya MPS Il tanisi konuldu.

- NC: Saglikh bireylerden alinan kontrol amagl
ylklenen idrar 6rnegidir.

- HS bandinin gorildigi hastanin I6kositlerinde
yapilan spesifik enzim aktivite tayini sonucu
MPS Il tanisini dogruladi.

- Std: GAG standartlar

Kalite Kontrol: ERNDIM ornekleri

ERNDIM (European Research Network for Evaluation and Improvement of Screening,

Diagnosis, and Treatment of Inherited Disorders of Metabolism) kalite kontrol programi:

- ERNDIM programindan hasta ornekleri gelmektedir.

- DS + KS bandinin gorildigi hastanin 16kosit spesifik enzim aktivite tayini sonucu MPS IV
tanisi konuldu.

- Normal: Saglikh bireylerin idrarlarinda eser miktar CS bandi gozlenebilmektedir.

- NC: Saglikh bireylerden alinan kontrol amagh yiklenen idrar 6rnegidir.

- 2. Membranda ilk situnda gozlenen DS + KS bandinin gorildiigiu hastanin I6kosit spesifik
enzim aktivite tayini sonucu MPS Il tanisi konuldu.

- 2. Membranda ikinci siitunda goézlenen DS + KS bandinin goriildigi hastanin 16kosit spesifik
enzim aktivite tayini sonucu MPS I tanisi konuldu.

- HS bandinin gorildigi hastanin I6kositlerinde yapilan spesifik enzim aktivite tayini sonucu
MPS Il tanisini dogruladi.

- Std: GAG standartlari
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