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Ankara Numune Egitim ve Arastirma Hastanesi immiinfiksasyon elektroforezi
verilerinin degerlendirilmesi

Data evaluation of Ankara Numune Training and Education Hospital immunofixation

electrophoresis
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OZET

Amag: immiinfiksasyon elektroforezi (IFE), monoklonal
gammapatilerin (MG) tani, takip ve tedavi sirecinin yon-
lendiriimesinde kullanilan bir yontemdir. Monoklonal gam-
mapatiler; malignite potansiyeli olan ya da malign hasta-
liklardan multipl myelom (MM), Waldenstrom makroglo-
bulinemisi (WM), soliter plazmositom, dnemi bilinmeyen
monoklonal gamapati (MGUS), plazma hcreli I6semi ve
amiloidozu (AL) kapsamaktadir. Calismamizda, Ankara
Numune Egitim ve Arastirma Hastanesi Merkez Labora-
tuvarinda Ocak 2011 -Temmuz 2011 tarihleri arasinda ¢a-
lisiimis olan IFE verilerinin retrospektif olarak incelenerek
sunulmasi amaglanmigtir.

Yontemler: IFE laboratuvarimizda interlab G26 cihazin-
da calisilmaktadir. Calismamizda Ocak-Temmuz 2011
tarihleri arasinda galisilan tim IFE sonuglari incelenmis-
tir. Sonuglar MG sikhigi, MG tirt ve hastalarin aldigi tani
acisindan degerlendirilmigtir.

Bulgular: Ocak-Temmuz 2011 tarihleri arasinda toplam
688 hastaya IFE yapilmig, 126 (%18,3)'sinda MG tespit
edilmistir. MG tespit edilen hastalarin 72 (%57,1) ’si er-
kek, 54 (%42,9)0 kadindi. izotip dagilimlari IgG kappa
%41,3, IgG lambda %35,6, IgA kappa %11,5, IgA lambda
%5,8, IgM kappa %3,8, IgM lambda %1,9 seklindeydi.
Hastalarin tanilari; MM (%65,9), WM (%0.07) ve MGUS
(%33) olarak belirlendi.

Sonug: MG tespit edilen hastalarda en sik goriulen pa-
tern IgG kappa idi. Hastalarin en ¢ok aldigi tani ise MM
idi. Laboratuarimiza IFE istemi ile bagvuran hastalarda
MG saptanma orani ise %18 olarak bulundu. Bu oranin
disikligl, hastalarin énce serum protein elektroforezi
(SPE) ile degerlendirilip MG varhigi ya da suphesinde IFE
istemi yapiimasinin énemini ortaya koymaktadir.

Anahtar kelimeler: Monoklonal gammapati, immunfik-
sasyon elektroforezi, multipl myelom

ABSTRACT

Objective: The immunofixation electrophoresis (IFE) is
a method used for the diagnosis, monitoring and treat-
ment of monoclonal gammopathies (MG). The mono-
clonal gammopathies include premalignant or malignant
disease such as multiple myeloma, Waldenstrom’s mak-
roglobulinaemia (WM), plasmacytoma, monoclonal gam-
mopati of undetermined significance (MGUS), plasma cell
leukemia and amiloidosis (AL). We aimed to evaluate IFE
reports analyzed in Ankara Numune Teaching and Re-
search hospital from January to July 2011.

Methods: IFE was studied by Interlab G26 in our labora-
tory. In this study, all IFE reports examined which analyzed
between January and July 2011. The results assessed for
frequency and type of MG and also for diagnosis of the
disease.

Results: A total of 688 patients from January to July 2011
were studied by IFE and 126 (18.3%) patients have been
identified as MG. There were 72 (57.1%) men and 54
(42.9%) women in patients with MG. Distribution of iso-
types were IgG kappa 41.3%, 1gG lambda 35.6%, IgA
kappa 11.5%, IgA lambda 5.8%, IgM kappa 3.8% and IgM
lambda 1.9%. There were MM (65.9%), WM (0.07%) and
MGUS (33%) in patients with MG.

Conclusion: IgG kappa was the most common type of
MG and MM was the most common disease in these pa-
tients. MG detection rate was 18% in patients requested
IFE test. The decreased rate has shown that at first serum
protein electrophoresis must studied and then IFE test
must be performed in patients who have an uncertainty of
MG. J Clin Exp Invest 2013; 4 (2):148-152
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GiRiS
Monoklonal gammapatiler (MG), immunglobulin
(Ig) salgilayan plazma hicrelerinin tek bir klonunun

proliferasyonu ile karakterize neoplastik hastaliklar
grubudur [1].

Plazma hucre diskrazileri, imminositik diskra-
ziler, lenfosit diskrazileri, plazma hlcre neoplazma-
lari, monoklonal gammapatiler, immunoglobinopa-
tiler, paraproteinemiler ve disproteinemiler olarak
da isimlendirilen bu hastaliklarin iki temel 6zelligi
vardir. Birincisi; Ig sentezleyebilme 6zelligine sahip
plazma hicrelerinin denetimsiz gogalmalari, ikincisi
ise bu hiicreler tarafindan sentezlenen ve plazmaya
salinan homojen Ig veya Ig alt pargasinin bulunma-
sidir. Bu proteine tek bir plazma hiicre klonundan
gelistigi icin ‘Monoklonal Protein’ veya ‘M protein’
adi verilir. Ig’ler, birbirlerine dislfid bagiyla bagli iki
agir ve iki hafif zincir (kappa veya lambda) igerirler,
M protein bir Ig’in timu olabilecegi gibi (G, A, D, E
veya M), agir zincirlerden veya hafif zincirler (lamb-
da veya kappa) gibi alt birimlerden bir tanesi de
olabilmektedir [2] . Monoklonal lg, serum veya idrar
elektroforezinde sinirlari keskin bir band olarak go-
ruldr (M-proteini). Bu band monoklonal serbest hafif
zincirinden olusuyorsa Bence Jones protein (BJP)
olarak adlandirilir. Bazi durumlarda birden fazla
klon, MG nedeni olabilir, biklonal veya ¢ok nadir ola-
rak triklonal olabilir[3]. Plazma hlcre hastaliklarinin,
tim hematolojik malignitelerin %7’sini olugturmak-
tadir [4] . 2012 yil Amerika Birlesik Devletleri veri-
lerine gore yillik Myeloma insidansi 21,700 ve 6lim
sayisi ise 10,710’dur [5].

MG, MM, WM, soliter plazmositom, MGUS,
plazma hacreli I6semi, agir zincir hastahdi ve AL'yi
kapsayan, malign ya da malignite potansiyeli olan
klonal bir olugsumla iligkilidir. MGUS, yaygin olarak
gorilen, serumda monoklonal Ig (M-protein) bulu-
nan, MM veya lenfomaya ait klinik bulgulari olma-
yan bir durumdur. Genellikle yashlarda gorilur. 50
yas ve Ustl populasyonda sik gorulen premalign
hastaliklardandir. Wadhera ve arkadaslarinin der-
lemesine gore prevalansi %3,2'dir. Prevalansi cin-
siyetle degisiklik gostermektedir (kadinlarda %3,7,
erkeklerde %2,9). Yasla artan prevalansa sahiptir.
50-59 yas arasi %1,7 iken 80 yas Ustiinde bu deger
%6,6’ya ulagsmaktadir [6].

Plazma hicre diskrazilerinin temel 6zelligi, ka-
rakteristik protein anormallikleridir. M-proteinlerinin
tespit edilmesinde kullanilan immiinfiksasyon Elekt-
roforezi (IFE), MG’lerin tani, takip ve tedavi strecinin
yonlendirilmesinde kullanilan bir tekniktir. immunfik-
sasyon elektroforezi (IFE), monoklonal gammapati-
lerde sentezlenen monoklonal proteinin tirtina ta-

nimlamak amaci ile kullanilan bir tekniktir ve protein
elektroforezi ve immunprespitasyon tekniklerini bir
araya getirmektedir. ilk olarak 1964 yilinda Alfonso
tarafindan tanimlanmistir [7]. immiinglobiilin ¢alis-
ma proseduiri ise 1976 yilinda sunulmustur [8].

Calismamizda, Ankara Numune Egitim ve
Arastirma Hastanesi Merkez Laboratuvari’nda
Ocak 2011 - Temmuz 2011 tarihleri arasinda ¢aligil-
mis olan IFE verilerinin retrospektif olarak incelen-
mesi amaglanmistir.

YONTEMLER

Bu ¢alismada, Ocak-Temmuz 2011 tarihleri arasin-
da Ankara Numune Egitim ve Arastirma Hastanesi
Hematoloji ve Medikal Onkoloji klinigine bagvuran
688 hastanin IFE sonuglari retrospektif olarak MG
sikligi, gammapatinin cinsi ve hastalarin aldigi tani
acgisindan degerlendirilmistir. Her bir hasta sonucu
MG c¢esidi yoninden yorumlanmistir. Serum IFE 6r-
nekleri sekil 1’de sunulmustur.

immiinfiksasyon  elektroforezinin  agamala-
ri: Laboratuvarimizda IFE, Interlab G26 cihazinda
(Interlab Srl, Roma, italya), Interlab marka jeller
(Interlab Srl, Roma, italya) kullanilarak, antiserum
SCE232 M kiti (Interlab Srl, Roma, italya) ile ¢ali-
siimaktadir.

Ornegin  uygulanmasi:  imminfiksasyonda
elektroforetik jelin katodal ucuna yakin aplikasyon
kuyucuklarina hastanin dilie 6rnegini koymak ge-
rekmektedir. iImminelektroforezden farkli olarak se-
rum jele uygulanmadan 6nce dilie edilmelidir. Bazi
ureticiler her analit icin standart bir dilisyon tavsiye
eder. Cogunlukla IgG igin 1:10, IgA ve IgM igin 1:2
veya 1:3, kappa hafif zincir i¢in 1:6, lambda hafif
zincir igin 1:3 oraninda dilisyon 6nerilir. Cogu 6r-
nek icin bu dilisyonlar yeterli olmasina ragmen, her
hasta icin uygun dilisyonlar secilerek sonuglarin
optimize edilmesi énerilir [9].

Elektroforez: Uygun diliisyondan sonra ornek
IFE jeline alti farkli pozisyonda uygulandi, prote-
inlerin elektroforez iglemi ile birbirinden ayriimasi
saglandi.

Fiksasyon: Elektroforezden sonra, immung-
lobulinin tlriine goére belli her pozisyona antise-
rum uygulandi. Arastirilan proteinin serum protein
drnegdinde hangi bdlgede go¢ ettigini belilemek
amaciyla érnegin ilk bolgesine protein sabitlestirici
eklendi. Yaklasik 30 dakikalik inklibasyondan sonra
antijen-antikor kompleksinin olusmasi ve presipite
olmasi saglandi.

Yikama: Presipite olmayan proteinler tampon
ile yikanarak uzaklastirildi.
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Boyama: Presipitin bandlar uygun protein bo-
yaslyla boyandi.

Boya fazlasinin uzaklastiriimasi ve kurutma di-
ger asamalardi.

immiinfiksasyon elektroforezinin yorumlanmasi

. ilk stitunda yer alan protein elektroforezinde a2-
- ve y- globulin bolgelerinde monoklonal yapida bir
band olup olmadigi degerlendirildi.

Il. G, A, M bolgelerinde sinirlari belirgin bir bandin
olup olmadigi kontrol edildi. Eger band var ise ilk
sutundaki protein bolgesinde yer alan band ile ayni
mobilitede olup olmadigi degerlendirildi.

[ll. Ayni immunglobulin sinifinda, farkli yerlerde gé¢
eden, birden fazla band saptanacak olursa, bu du-
rumun gergek biklonal gammapati olup olmadigi
incelendi.

IV. Sadece G, A, M bolgelerinde veya kappa ve
lambda bdlgelerinde gé¢ eden bandlarin varhgdin-
da, agir ve hafif zincir hastaliklari yoninden karar
vermeden 0Once, hata kaynagi olabilecek nedenler
arastinldi.

BULGULAR

Ocak 2011 -Temmuz 2011 tarihleri arasinda ¢alisi-
lan toplam 688 hastaya ait serum ¢alismaya dahil
edildi. Caligsmaya dahil edilen hastalarin yas ortala-

A B

. =
- #
SPE 1gG IgA IgM X

TARTISMA

Yaptigimiz calismada MG tespit edilen hastalarda
en sik gortlen patern IgG kappa iken hastalarin en
¢ok aldigl tani MM idi. MM hastaliginda en sik kar-
silasilan Ig tipi 1gG, ikinci siklikla karsilasilan IgA,
nadir gorilen tip ise IgM’dir [10].

masi 59,84 + 1,02 idi. 72’si erkek 54’0 kadin olmak
Uzere toplam 126 olguda MG tespit edildi. M-protein
bulgularinin dagilimi Tablo 1’de verilmistir. Monok-
lonal gammapati tespit edilen 126 hastanin aldigi
tanilar Tablo 2’de goésterilmistir. Monoklonal gam-
mapatisi olan hasta érnekleri Sekil 1 ve Sekil 2° de
sunulmustur.

Tablo 1. Serum IFE ile spesifik monoklonal protein tespit
edilen hastalarda M-protein tiplerinin dagihmi

M-proteinin tipi Dagilim (%)
IgG-kappa 41,3
IgG-lambda 35,6
IgA-kappa 11,5
IgA-lambda 5,8
IgM-kappa 3,8
IgM-lambda 1,9

Tablo 2. Hastalarin aldigi tanilar

Dagilim (%)
Hastalarin tanilari (n=126)
Multipl Myelom 65,87 (n=83)
Waldenstrom makroglobulinemisi 0,07 (n=1)
Onemi belirlenemeyen 33,00 (n=42)

monoklonal gammapati

Sekil 1. A. Monok-

lonal IgG-Kappa
bandinin goéraldagu
serum |IFE O&rne-

gi. B. Monoklonal
IgA-Kappa bandinin
goruldigld  serum
IFE 6rnegi.

A SPE IgG IgA IgM X A

Subat 2002-Aralik 2008 tarihleri arasinda Mayo
Clinic disproteinemi veri tabanina gore plazma hiic-
re proliferatif hastaliklarin dagilimi (n=1877) MGUS
%27 (n=524), MM %24 (n=467), AL %30 (581),
lenfoproliferatif hastalik (%3), plazmasitom %1,3
(n=26), asemptomatik MM %10 (n=191), POEMS
(polyneuropathy, organomegaly, endocrinopat-
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hy, monoclonal gammopathy, skin changes) %1,6
(n=31), ekstramediiller plasmasitom %0,53 (n=10),
LCDD (hafif zincir depo hastaligi) %0,95 (n=18) ve
WM %1,3 (n=26) iken [11], yaptigimiz ¢alismada
(n=126) hastalarin %65,87 (n=83)’si MM olarak bu-
lunmustur. Mayo Clinic verilerine gore bizim hasta
grubumuzda MM ylizdesi daha yuksek bulunmus-
tur. Calismamizda WM %0,07 (n=1) ve MGUS %33
(n=42) olarak Mayo Clinic verileri yuzdeleriyle daha
yakin olarak bulunmustur. Calismamizda 7 aylk
sure igerisinde hastanemize basvuran ve IFE testi
istenen hastalarin verileri taranmigtir. MM ylzdesin-
deki farkhligin iki calisma arasindaki sire ve ¢alisi-
lan hasta sayisi arasindaki fark ile ilintili olabilecegi
distntlmustur. Ayrica Ankara Numune Egitim Aras-
tirma Hastanesi Hematoloji Kliniginin, 3. Basamak
merkez olmasi ve diger hastanelerden MM suphesi
olan hastalarin tedavi amaciyla hastanemize sevk
ediliyor olmasi da bir neden olabilir. Bu nedenle MM
yuzdesini Ulke ya da bolge genelinin ylzdesini de-
gil, hastane 6zelini yansitiyor seklinde distinmek
daha dogru bir yaklagim olacaktir.

SPE uzun yillardan beri kullanilan bir metod-
dur. Pek ¢ok laboratuvar, tespit edilen bir M protein,
belirsiz dar bir band, hipogammaglobulinemi veya
belirlenen cut-off dederinin Uzerinde artmis beta ya
da alfa fraksiyonu varliinda SPE sonucunu anor-
mal olarak kabul etmektedir. E§ger SPE sonucu bu
kriterlerden birine uyarsa monoklonal proteini teyit
etmek ve tanimlamak igin IFE calisiimasi gerek-
mektedir [12].

Calismamiza dahil olan SPE’de anormal gam-
ma piki olan ve IFE galisilan hastalarin %41,3’Unde
IgG kappa, %35,6'sinda IgG lambda monoklonal
gammapatisi bulunmustur. IgA kappa ve lambda
gammapatileri sirasiyla %11,5 ve % 5,8; IgM kappa
ve lambda gammapatileri de sirasiyla %3,8 ve %1,9
olarak bulunmustur.

International Myeloma Working Group plazma
hicre proliferatif hastaliklarinin tani amaciyla ta-
ranmasinda SPE, IFE ve serbest hafif zincir (FLC)
Olcimunu tavsiye etmektedir. AL igin ise idrarda
IFE testi bu panele eklenmelidir [13]. MGUS ve
asemptomatik MM herhangi bir klinik semptoma yol
agmayan gammapatilerdir. Ancak bu hastaliklarda
MM gelisme riski artmistir. MGUS 50 yas Ustl popu-
lasyonda %4 oraninda gorulmekle birlikte yilda %1
oraninda MM veya diger iligkili malignitelere doni-
sum gostermektedir [14].

MG’ler igin M protein tanimlanmasinda ‘altin
standart’ yontem IFE olmakla beraber bu metod
bazi sinirlamalara sahiptir. Non-sekretuvar MM, AL,
hafif zincir depo hastaligi ve plazmasitom kategori-
sindeki bazi hastalar idrar ve serum IFE testleri ile

tespit edilemeyebilir. Bu hastalarin bazilari anormal
serum FLC k/A oranina sahip olabilmektedirler. Bu
yluzden ‘altin standart’ yontem IFE ile beraber kan-
titatif FLC 6lgimU kombinasyonu gereklidir [12,15].

Bazi ¢alismalar géstermektedir ki [16-18] SPE
ve |IFE’'ye serum FLC testinin eklenmesi, MM,
non-sekretuvar MM ve asemptomatik MM hastalik-
larinda idrarda hafif zincir taramasinin yerini alabilir.
AL tanisi igin ise serum ve idrar IFE testlerine FLC
eklenmesi tani duyarliigini arttirmaktadir [15,19].
Ayrica serbest hafif zincirlerin yari dmurleri 2-6 saat
oldugu icin, kisa surede tedavi etkinliginin deger-
lendiriimesinde FLC olcimu daha yararl olabilir
[20,21]. International Myeloma Working Group teda-
vinin takibinde seri olarak FLC olgtmleri, amiloidoz
hastalarinda ve oligosekratuar olan MM’lu hasta-
larda rutin olarak dnermektedir [13]. 1877 hastanin
katildigi bir kohort calismasinda [11], idrar protein
elektroforezi ve IFE’si ile SPE, serum IFE ve FLC
testleri cahisiimistir. 1851 hastanin idrar ve serum
test panel sonucu anormal (%98.6) iken 26 hasta-
da herhangi bir anormallik tespit edilememistir. idrar
IFE + SPE + IFE paneli 30, SPE + IFE + FLC paneli
23, SPE + FLC paneli ise 58 hastanin tanisini kagir-
migtir. Serum IFE, SPE ve FLC’nin idrar IFE ve PE
ile kombinasyonu monoklonal gammapatilerin tara-
masinda ayrintili ve kapsamli bir paneldir. Ancak id-
rar ve serumda IFE ¢alismalari tarafindan saglanan
duyarliliktaki kicuk artis nedeniyle, SPE’ye FLC
eklenmesi 6zellikle MM ve WM gibi ylksek timor
yukli monoklonal gammapatiler icin basit ve etkili
tanisal tarama saglar[11].

SPE, M proteini saptamada ucuz ve basit bir
yontem olmakla beraber MG taramasinda ilk etapta
bagvurulmasi gereken bir testtir. Yaptigimiz calis-
mada IFE calisilan hastalarda MG saptanma orani
%18 olarak bulundu. Bu oranin disukligu, hasta-
larin 6nce SPE ile deg@erlendirilip MG varligi ya da
suphesinde IFE istemi yapilmasinin énemini ortaya
koymaktadir.
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