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Gama Globulin Fraksiyonunun Radyal Immundifiizyon ve
Elektroforez Ile Degerlendirilmesi’

Pinar Tuncel , Ayce Miiftiioglu”

OZET. Caligmanuzda serum proteinlerinde gama globulin bélgesine gog eden immunglobulinlerin elektrofo-
rez ve radyal immundifiizyon yéntemleri ile olgiildiiklerinde aym degerleri verip vermedigini ve aralannda-
ki iligkiyi aragtirdik. Bunun icin 45 hasta serumunda selliiloz asetat elektroforezi ve radyal immundifiiz-
yon calistik. Elektroforez ile elde ettigimiz gama globulin degerlerini radyal immundifiizyon ile elde ettifi-
miz Igd, IgG ve IgM konsantrasyonlanmn toplamu ile karsilagurdik. Elektroforez ile elde ettigimiz sonuglar
radyal immundifiizyon ile elde ettigimiz immunglobulinlerin toplanuna gore 42 hastada (% 93) daha
diigiiktii. Sonuglan student t testine gore degerlendirdifimizde aralannda istatiksel olarak anlamli bir fark
oldugunu saptadik (p < 0.01).

Anahtar Kelimeler .Gama globulin fraksiyonu .radyal immundifiizyon .seliiloz asetat elektroforezi.

The Evaluation of Gamma Globulin Fraction by Electrophoresis and Radial Immunodiffusion

SUMMARY. In this study we planned to see if we will obtain the same results with electrophoresis
and radial immunodiffusion in evaluating the gamma-migrating immunoglobulins and the relationship bet-
ween the two methods. We performed cellulose acetate electrophoresis and radial immunodiffusion on 45
sera. We compared the gamma globulin values with the sum of IgA, IgG and IgM concentrations we
got from radial immunodiffusion. Radial immunodiffusion results were consistently lower than the results
we got with electrophoresis. When we evaluated the results according to student t test we found that
the difference between them is statistically significant (p < 0.01).

Key Words .Gamma-migrating globulins .radial immuneodiffusion .cellulose acetate electrophoresis.

Protein elektroforezi giinimiizde Biyokimya labora-  antitripsin eksikligi ve bazi paraproteinemilerde spe-

tuvarlarinda sik olarak uygulanan bir analizdir. To-
tal protein, albumin, globulin élgimlerinin yanisira
globulin fraksiyonunu daha alt gruplara ayirmasi ve
bunlar hakkinda tek tek bilgi saglamasi agisindan
énemlidir. Bazi hastalik durumlarinda tani koymada
veya ayirici taniya gitmede nemli yer tutmaktadir.
Ozellikle multipl myeloma, nefrotik sendrom, agir
karaciger hastaliklari, akut faz reaksiyonu, alfa 1

* Bu galigma 1992 11. Ulusal Biyokimya Kongresinde pos-
ter olarak sunulmustur.
**  Dr.; Uludag U. Tip Fak. Merkez Laboratuvari.
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sifik orlintlileri nedeni ile klinik tanida 6zel bir ne-
mi vardir.

Fakat gliniimiizde immunolojinin gelisimi nedeni ile
cesitli spesifik antiserumlarin elde edilmesi sonucu
serum proteinlerinin spesifik olarak dlglimlerinin ya-
pimasi yaygmnlagmistir. Protein elektroforezinde
gama bandimi olugturan immunglobulinlerin. de
spesifik antiserumlarim kullanarak tek tek konsan-
trasyonlarini saptamak mumkindur.

Biz de galismamizda farkli temele dayanan iki me-
tod ile gama globulin fraksiyonunu dederlendirdik.
Rutin olarak kullanilan farkhh metodlar ile elde edilen
sonuglarin  birbiri yerine kullaniip kullanlamaya-
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cagini, iki farkli metodun ayni sonucu verip verme-
digini arastirdik.

Gereg ve Yontem

Calismamizda 18'i kadin, 27’si erkek toplam 45 ol-
gu inceledik. Timil fakiiltemiz laboratuvarina ayak-
tan bagvuran poliklinik hastalan idi. Yaglari 18-62
arasinda ortalama 47 idi. Olgularin tiimiinde total
protein, albumin ve globulin analizleri yapildi ve so-
nuclan referans dederleri iginde olanlar galismaya
alindi. Yapilan protein elektroforezlerinin normal
patternde olmasina dikkat edildi. Herhangi bir pato-
lojik pattern saptanan olgu galisma digi birakildi.

Caligmamizda total protein, albumin analizleri Tec-
hnicon RA-1000 analizdriinde caligildi. Protein elek-
troforezi Helena Laboratories selliiloz asetat plakla-
n ile galigildi. Fraksiyonlar Panceous S boyasi ile
boyandi ve Helena Laboratories Jr. TLC dansito-
metresi ile 525 nm. de degerlendirildi. Spesifik im-
munglobulin dlglimleri ise radyal immundiflizyon
metodu kullanilarak yapildi. Bu ydntem ise Behring
NOR-Partigen IgM, NOR-Partigen 1gG ve NOR-Par-
tigen IgA plaklan ile galigild.

Bulgular ve Sonuclar

Elde ettigimiz sonuglan degerlendirirken elektrofo-
rez ile saptadiimiz gama globulin konsantrasyonu-
nu (g/dl), radyal immundifiizyon (RID) ile saptadidi-
miz IgG, IgM ve IgA konsantrasyonlarninin (g/dl)
toplamu ile karsilastirdik (IgG + IgM + IgA).

RID ve elektroforezde kabul etti§imiz referans
degerler Tablo: I'de gosterilmigtir.

Tablo: I- Referans degerler

g/dl

RID IgG 1.3(08 -18)
RID IgM 02 (0.1-0.3)
RID IgA 0.2(0.1-0.5)
Elek. Gama glob. 1.2(08 - 1.6)

45 olguda saptadigimiz sonuglar ortalama + SD
olarak elektroforez igin 1.32 + 0.2 g/dl, IgG + IgM
+ IgA toplami igin ise 1.96 + 0.5 g/dl idi. Galisma-
miza aldigimiz 45 olgunun 42’sinde elektroforez ile
elde ettigimiz gama globulin konsantrasyonu, RID
ile elde ettigimiz 1gG, IgM ve IgA konsantrasyonlari-
nin toplamindan disiikti. 31 olguda ise sadece
IgG konsantrasyonu dahi elektroforetik gama glo-
bulin konsantrasyonundan yiksekii.
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Sonuglar student t testine gore degderlendirildiginde
aralarinda istatiksel olarak anlamh bir fark oldugu
gorildi (p < 0.01).

Sonuglar toplu sekilde $ekil: 1'de goOsterilmigtir.
Sekilde sonuclar X ekseninde elekiroforezde bulu-
nan gama globulin degerleri, Y ekseninde ise RID
ile bulunan IgG + IgM + IgA toplami olacak
sekilde yerlestirilmistir.

ELEKTROFOREZ VE RID SCATTERGRAM
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Elektroforetik gama globulin fraksiyonu ile
IgG + IgM + IgA toplam sonuglaninin
kargilagtinlmasi

Tartigma

Guniimiizde Klinik Biyokimya laboratuvarlarinda sk
olarak kullanilan elektroforez sistemleri sellilloz
asetat ve agar jel elektroforezleridir. Protein elek-
troforezinde, gama globulin bélgesine gog eden
immunglobulinler oldugundan, RID ile immunglo-
bulinleri tek tek dlgerek IgG + IgM + IgA toplami-
ni laboratuvarimizda rutin olarak calighgimiz sellii-
loz asetat elektroforezindeki gama globulin frak-
siyonu ile kargilagtirdik. Teorik olarak sonuglarn
ayni olmasi gerekmekteydi. Ancak elektroforezde
elde ettigimiz sonuclarin RID ile elde ettiklerimize
gére daha disuk oldudunu gordik. Bu fark istatik-
sel olarak anlamli ve rutin galigmalarda birbiri ye-
rine kullanilamayacak kadar biyiiktii.

Daha once yapilan arastirmalarda, elektroforetik
calismalarda kullanilan sellilloz asetat, agar jel gibi
dest.ek materyalinin, boyanin, kisisel tekniklerin ve
grafiginin gizilmesini saglayan dansitometrenin nite-
Iik.lerinin sonuclarda farkiiliklara yol acgtig bildiril-
mistir!. Bu calismalar arasi fark 6zellikle alfa 1 gibi
kt]'gilk fraksiyonlarda ok daha belirgin olmasina
ragmen, gama globulin fraksiyonunda da % 15 gibi
oldukca yiiksek oranlardadir?.
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Gama globulin fraksiyonu

Boyle teknik nedenler yanisira, elektroforez serum
proteinlerinin birbirlerine gdre relatif olarak deger-
lendirildidi bir yontem oldugu igin fraksiyonlardan
birinin konsantrasyonunun yiiksek veya diislik ola-
rak okunmasi dider fraksiyonlarin konsantrasyonla-
nn da etkiler. Buna neden olabilecek faktérlerden
biri, albuminin boyalarla baglanma 6zelliginin fazla
olmasi nedeni ile elektroforezde kullanilan boyalar-
la da daha fazla boyanmasi ve bu nedenle diger
fraksiyonlarin relatif olarak daha disiik konsantras-
yonda saptanmasi olabilir®. Aynica albumin serum-
da, ilaglar ve bilirubin gibi bazi maddeler igin tagiyi-
¢l protein gorevi yaptiindan bu maddeler albumi-
nin elektroforez plaklarninda daha fazla boya tutma-
sina neden olabilir®.

Epstein ve ark. yaptiklan galismalarda yiksek kon-
santrasyonlardaki proteinlerin boyanmasinda Pan-
ceous S boyasinin linearitesini kaybettigini gdster-
miglerdir. Boyanmig ve daha sonra seffaflastirilmig
selliloz asetat plaklarinin mikroskobik incelenmesi
boyanin seffaflastirici sollisyona gegmedigini, plak
Uzerinde slispansiyon halinde kaldigini gdster-
mistirS. Bu da yontemden kaynaklanan ve destek
materyalin homojen olarak boyanmamasi sonucu
dansitometrik tarama sirasinda yilksek konsantras-
yonda olan albuminin diger fraksiyonlara oranla da-
ha yiiksek saptanmasina neden olabilmektedir.

Her ne kadar protein elektroforezinin bu ydntemsel
hatalan ortadan kaldinlamamigsa da, yine de elek-
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troforez tiim protein fraksiyonlan hakkinda bir fikir
saflamas! ve bazi hastaliklarda spesifik oriintiileri
nedeni ile dnemini devam ettirmektedir. Bazi du-
rumlarda daha ileri ve spesifik tetkikler ile destek-
lenmesi kogulu ile rutinde ve klinik tanida yerini ko-
rumalidir.
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