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SERUM PROTEIN ELEKTROFOREZI ILE
BELIRLENEBILEN PROTEINLER

Gamze GOK!

ELEKTROFOREZ

1937de Isvegli bir biyokimyaci olan Tiselius, yiiklii pargaciklarin bir elektrik
alani yardimiyla ytiklerine gore ayrilabilecegini gosterdi. Proteinler, peptitler,
niikleik asitler, niikleotitler vb. gibi ¢esitli biyomolekiiller elektrik yiiklerine sa-
hiptir. Bu molekiiller; elektrik akimi uygulandiginda, net yiiklerine bagli olarak
anoda veya katoda dogru hareket ederler. Elektroforez, elektrik yiiklii molekiil-
lerin elektrik alan etkisi altinda go¢ etmesi olarak tanimlanir (1).

Elektroforez ile fiziksel 6zellikleri farkli olan proteinler ayrilabilir. Agaroz jel,
seliiloz asetat gibi 6zel ortamlara serum tatbik edilir ve elektirik akim1 uygula-
nir. Pozitif ya da negatif net yiike sahip proteinler biiyiikliiklerine ve sekillerine
gore belirlenebilir. Elektroforez tekniginde proteinlerin gogiine; kullanilan tam-
pon ¢ozeltisinin elektrolit yogunlugu ve pH’, ayrimi yapilan proteinlerin izoe-
lektrik noktalari, kullanilan jelin 6zellikleri ve elektroforez esnasinda sicaklig
gibi faktorler etki eder (2).

Bu teknikle ayrimi miimkiin olan molekiillerin gé¢ hizi; molekiiliin sahip
oldugu yiik miktar1 ve uygulanan elektrik akim giicii ile dogru orantili iken;
destek ortaminin viskozitesi ve molekiiliin hacmi ile ters orantilidir (3). Elektro-
forezde ortamin por genisligi yiiriitme ve ayirma islemleri i¢in 6neme sahiptir.
Elektrik akimi ortam sicakligina etki eder. Sicakliktaki her 1°C’lik artis elektro-
foretik hareketlikte yaklagik %2 artisa neden olmaktadir (4).

Elektroforez sisteminin temel bilesenleri destek materyali, gii¢ kaynag,
tampon ve boyadir. Destek materyaline elektrik akimi uygulanir boylece mole-
kiillerin gog ederek birbirlerinden ayrilmasina olanak saglar. Destek materya-
li olarak; kagit, nisasta, agaroz, poliakrilamid jel ve seliiloz asetat membranlar
kullanilabilir. Dolayisiyla zon elektroforez, agaroz jel elektroforezi, seliiloz asetat
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jel elektroforezi, poliakrilamid jel elektroforezi, izoelektrik odaklama, iki yonlii
elektroforez, izotakoforez, immiinelektroforez, kapiller elektroforez gibi farkli
elektroforez sitemleri mevcuttur (5).

Yiiriitme islemi i¢in elektrik akimina ihtiyag vardir. Elektroforez sisteminde;
giic kaynagi elektromotor giicii saglar. Ortamdaki elektrik akim1 nedeniyle olu-
san 1s1, direncte azalmaya iletkenlikte artmaya neden olur. Giig¢ kaynag ile sabit
akim saglanirsa, 1sin1n olusturdugu sivi kaybi 6nlenebilir. Elektrorofez sistemin-
de kullanilan tamponlar, elektrik akiminin iletimini, sistemde analizi yapilan
molekiillerin tek yonde go¢lerini saglarlar ve ortam pH’ini sabit tutarlar.

Elektroforezde uygulama ve yiiriitme islemi i¢in; 6érnekler destek materyali
tizerine aplike edilir. Olugan bantlarin yerlerinin belirlenmesi ve goriiniir duruma
gelebilmesi i¢in boyama yapilir. Analiz edilen molekiillerin yapisina bagli olarak
Coomassie Brilliant Blue, Amido Black, Oil Red O ve giimiis boyalar1 gibi boya-
larla boyama islemi yapilir (3). Ortamdaki fazla materyal temizleme ile uzaklasti-
rilir. Her bir banda ait yogunluk miktar1 dansitometre kullanilarak saptanir.

KAPILLER ELEKTROFOREZ

Kapiller elektroforez sistemlerinde sonug verme siiresi kisadir. Bu teknikte kul-
lanillan numune ve reaktif miktarinin fazla olmasi gerekmemektedir; ayrica
boyut ve yiike bakilmadan bir¢ok molekiil analiz edilebilmektedir (6). Kapiller
elektroforezde 20-200 cm uzunluga, genellikle 10-100 mikrometre ¢apa sahip
olan silika ile kaplanmus kapiller tiipler tercih edilir. Bu sistem diger elektroforez
sistemleri ile karsilastirildiginda 1s1 kaybini engellemede daha basarili bulun-
mustur (3). Sistemin dedektorii katodik ugta yer almaktadir. Numune kapiller
sisteme anodik ugtan uygulanir (7). Cok ytiksek, 10 000 V biiytikliigiinde elekt-
rik akim1 uygulanir.

Serum proteinleri; kapiller elektroforez ile prealbumin, albumin, alfa 1, alfa
2, beta 1, beta 2 ve gama olarak adlandirilan fraksiyonlara ayrilir. Fraksiyon-
lar farkls protein tiirleri ierebilirler. Elektroforez sisteminde anoda en hizli go¢
eden fraksiyonlar prealbumin ve albumin iken; en yavas go¢ eden fraksiyon ga-
ma-globulindir (9).

Serum protein diizeyleri; malignite, nekroz, enflamasyon, yanik, travma ve
yaralanma gibi durumlarda farklilik gosterirler. Serum protein elektroforezi,
hastanelerin klinik laboratuvarlarinda; serum protein bozukluklarini tanimla-
mak i¢in yapilan analizlerdendir (8).
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PREALBUMIN

Prealbumin transtiretin olarak da isimlendirilir. Sentezi karacigerde olan preal-
bumin tiroid hormonunun taginmasinda rol alan bir proteindir. Katabolizmasi
kismen bobreklerde olmaktadir (10). Prealbumin ve albumin negatif akut faz
reaktanlaridir (11).

Renal disfonksiyon, dehidratasyon, kortikosteroid tedavisi prealbumin se-
viyelerinde artisa neden olurken; asir1 hidrasyon, fizyolojik stres, karaciger dis-
fonksiyonu ve enfeksiyon prealbumin seviyelerinde azalmaya neden olmaktadir
(12). Prealbuminin yarilanma 6mrii albuminden daha kisadir. Bu yiizden, bes-
lenmenin akut degisimini gostermede uygun bir belirtectir (13). Serum protein
elektroforezinde albuminin proksimalinde zayif bir bant olarak goriilmekte ve
bu nedenle herhangi bir klinik durumun degerlendirilmesinde yeterli olama-
maktadir. Nadiren enflamatuvar bagirsak hastalig1 olan kisilerde prealbumin
bandinda artig goriilebilmektedir (14).

ALBUMIN BANDI

Karacigerde sentezlenen, plazma proteinlerinin yaklasik olarak %601 teskil
eden albumin bu fraksiyondadir. Serum albumin diizeyi 3.5- 5.3 g/dLdir. Albu-
minin goérevi plazma onkotik basincini saglamaktir, ayrica birgok molekiil igin
tagiyicidir. Viicutta bulunan serbest radikallerin temizlenmesine yardimcidir.
Antitrombotik etkilidir (15).

Analbuminemi ve bisalbunemi konjenitaldir. Hipoalbuminemi albumin
tiretimindeki azalmaya ya da albumin kaybindaki artisa bagli olarak ortaya
¢ikmaktadir. Karaciger hastaliklari, protein malnutrisyonu, akut enflamasyon
durumlarinda, bobrek hasarinda, protein kaybina sebep olan enteropatilerde,
termal yaniklarda hipoalbuminemi goriiliir. Ayrica kisinin penisilin kullanimi
albumin bandinda anoda dogru goce neden olabilmektedir (16).

ALFA 1 BANDI

Alfa 1 lipoprotein, jel elektroforezinde ve bazi kapiller zone elektroforezlerinde
kalin soluk bir bant olarak goriiliir. Yiiksek dansiteli lipoprotein (HDL) bu bant-
ta yer alir (3). Alfa 1 lipoproteinler Tangier Hastalig1 olan bireylerde eksiktir
(17). Artmus alfa 1 lipoprotein konsantrasyonlarina gebelikte, oral kontraseptif
kullaniminda, menapoz sonrasi dstrojen kullaniminda ve statin ile tedavi edil-
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mekte olan hastalarda rastlanabilmektedir. Ostrojenin alfa 1 lipoprotein artigina
neden olmas1 HDL reseptorlerine bagnabilmesi ile iliskilidir (18).

Alfa 1 antitripsin, alfa 1 bolgesinin katodal ucundaki ayrik bandi olusturan
baslica proteindir, al-proteinaz inhibitér (Pi) olarak da bilinmektedir. Alfa - 1
antitripsin akut faz glikoproteinidir. Alfa - 1 antitripsinin biiytik béliimii karaci-
gerde sentezlenerek dolagima salinir. Daha az miktarda alfa - 1 antitripsin alveo-
lar makrofajlar ve muhtemelen akcigerin epitelyum hiicrelerinde sentezlenerek
sekrete edilir (19). Alfa-1 antitripsin eksikligi otozomal resesif kalitim gosteren
bir hastaliktir (20). Bu eksiklik akcigerde amfizem ve kronik iltihap durumlar:
ile iligkili bulunmustur (21).

Alfa fetoprotein, fetusta karacigerde ve yolk salkta sentez edilen major pro-
teindir (5). Alfa fetoprotein rutinde serum elektroforezinde neredeyse hi¢ go-
riilmez; fakat, hepatoseliiler karsinom, yolk sac tiimorii, gastrik kanser ya da
kronik hepatit ile teshis edilmis hastalarda bu proteinin karacigerde tiretimi art-
maktadir (16). Alfa-1 asit glikoprotein, karaciger hiicrelerinde sentez edilir. Ma-
lign neoplazmalarda ve gastrointestinal sistemin enflamatuvar hastaliklarinda
alfa-1 asit glikoprotein diizeyi artar (3). Artmis alfa-1 asit glikoprotein diizeyleri
artmis miyokardiyal enfarktiis riski ile iligkili bulunmustur (22).

Alfa - 1 antikimotripsin, alfa - 1 ve alfa - 2 bolgeleri arasinda bulunan kiigiik
bir banttir. Bir serin proteazdir. Hepatit C ile teshis edilmis bireylerde ve akut
yaralanmalardan sonra serum konsantrasyonlarinda artis goriliir (23).

ALFA-2 BANDI

Alfa-2 makroglobiilin, karaciger tarafindan sentez edilir. Kallikrein plazma
inhibitori olarak gorev yapar. Pihtilasmada ve kompleman kaskadinda gorev
alan, pankreatik tripsin, lizozomal katepsin ve kimotripsini kontrol eder (24).
Alfa-2 makroglobiilin, tiyol esteri plazma protein ailesindendir (25). Plazma
proteinlerinin yaklasik olarak %8-10"unu olusturan alfa-2 makroglobiilin, plaz-
mada bulunan ¢inkonun %10 kadarini tagir (26).

Alfa-2 makroglobiilin diizeyleri; vaskiiler demans, diabetes mellitus, Alzhe-
imer hastalig1, nefrotik sendrom, siroz ve hepatitte artar (27). Serum protein
elektroforezinde alfa-2 makroglobiilin seviyelerindeki artis alfa - 2 globulin bol-
gesinin anodal son kisminda goriilebilir, fakat bu durum genellikle haptoglobin
varlig1 ile maskelenebilir. Azalmis alfa-2 makroglobiilin seviyelerinin serum
protein elektroforezi ile tespit edilebilmesi zordur (16).
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Haptoglobin, hemoliz nedeni ile ya da kirmizi kan hiicrelerinin normal dé-
nistimi ile dolagima salinan hemoglobini temizlemekle gorevli akut faz pro-
teinidir. Haptoglobin konsantrasyonu, lokal ya da sistemik enfeksiyonlarda,
yaralanma ve malignite durumlarinda artis gosterir. IL-6, haptoglobin ekspres-
yonunun ana indiikleyicisidir (28).

Hepatik parankimal hiicrelerde sentezlenen seruloplazmin toplam serum
bakirinin %95 kadarini ihtiva etmektedir. Plazmadaki redoks reaksiyonlarinda

+22.

gorev almaktadir. Fe*”nin Fe'*e oksidasyonunda gorev alir. Bu sayede demir
toksik demir tiriinleri olmadan transferine baglanabilir. Hem ferrooksidaz ola-

rak, hem de akut faz reaktan: olarak gorev yapmaktadir (29).

BETA-1 BANDI

Bir plazma proteini olan transferin, demir iyonunun baglanmasinda ve tasin-
masinda rol alir. Demir eksikligi durumunda yiiksek transferin konsantras-
yonlar1 goriiliir. Transferin konsantrasyonlarinda azalma; malignite, yetersiz
beslenme ya da kronik karaciger hastaliklar: nedeni ile olmaktadir. Transferin
antitrombinin inhibisyonunda rol alir (30). Demir eksikligi anemisi, hamilelik,
ostrojen tedavisi gibi durumlar nedeni ile artan transferin seviyesi beta-1 band1
yiiksekligine neden olur (31).

Hemoglobin par¢alaninca ortaya ¢ikan hem molekiilii hemopeksin tarafin-
dan baglanarak karacigere tasinmaktadir. Hemopeksinin yikimi karacigerde
hem oksijenazlar ile olmaktadir. Hemopeksin diizeyleri diyabette, gebelikte ve
malign melanom durumlarinda artig gosterir. Hemolitik hastaliklar ise hemo-
peksin durumlarinda azalmaya neden olur (32).

BETA-2 BANDI

Beta-2 mikroglobulin, diisitk molekiiler agirlikls bir proteindir. Hiicre yiizeyin-
deki Sinif I (Class I) antijenlerinin major histokompatibilite kompleksinde yer
alan hafif zincirin devamidir. Endojen tiretimi sabit olan beta-2 mikroglobulin
glomeriillerden tiimiiyle filtre olur ve neredeyse %99u proksimal tiibiilde geri
emilir. Bundan dolay1 normal kisilerde beta-2 mikroglobulin seviyeleri sabittir.
Serum konsantrasyonlar1 kadinlarda ve erkeklerde farklilik gostermez. Glome-
riler filtrasyon hizinda azalmaya neden olan renal hastaliklarda, kronik enfla-
masyonda, karaciger hastalig1 olanlarda, B hiicreli lenfoma, multiple miyeloma
gibi malign hastaliklarda beta-2 mikroglobulin seviyeleri artis gostermektedir
(33). Tiibiiler geri emilimin bozuldugu hastaliklarda idrarda artar.
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Diistik dansiteli lipoproteinin (LDLnin) %45’i ester kolesterolden meydana
gelmistir. LDL kolesterolii periferik dokulara tasir. Dolasimda uzun siire kal-
maktadir. Tagidig: lipitler damarlarin duvarinda okside oldugundan atreojenik
etki olusur (32).

GAMA BANDI

Serum protein elektroforezinde beta-gama bandinda bulunan CRP karacigerde
sentezlenir (34).

CRP bir akut faz reaktanidir. CRP enfeksiyon durumlarinda hizlica artmak-
tadir. Ayrica klasik kompleman yolagininin aktivasyonunda ve toksik maddele-
rin detoksifiye edilmesinde rol alir (35).

Total plazma proteinlerinin yaklasik %20’sini immiinglobulinler meydana
getirir. Immunglobulinler iki degisken ve iki sabit olmak iizere toplam dért zin-
cire sahiptir. Immiinglobulinler sabit bolgelerindeki agir zincirlerine gére IgG,
IgA, IgM, IgD ve IgE olarak isimlendirilmistir. Immiinglobulinler sabit bolgele-
rinde kappa (k) ve lambda (\) olarak isimlendirilen iki hafif zincir igerir. Icer-
mis olduklar1 (k/\) orani 2/1dir (34). IgG, plazma hiicrelerinden sekrete edil-
mektedir. IgG, viriis ve bakteri enfeksiyonlarina yanit olarak salgilanir. Multiple
miyelomda ve buna benzer malignitelerde IgG diizeylerinde artis olmaktadir.
Genellikle bakteri ve viriis enfeksiyonlarina yanit olarak ortaya ¢iksa da, mul-
tiple miyelom gibi malign neoplazmlarda da artis goriilebilir. IgG,, IgG,, IgGs;,
IgG, olmak tizere dort alt tipi mevcuttur. Mukozal salgilarda IgA en fazla tespit
edilen immiinglobulindir. Elektroforez sisteminde beta-gama bandi arasinda
go¢ eder. IgA kolostrum ve siitte bulunur ve boylece yenidoganinin intestinal
infeksiyonlardan korunmasinda ve alternatif kompleman yolun aktivasyonun-
da gorev alir (32). Yenidogan déneminde IgM sentezlenebilmektedir. B lenfo-
sitlerinde IgM vyiizey reseptorleri vardir. Boylece antijene primer yanit i¢cin IgM
sekrete edilir. Pentamerik yapida olan immunglobulin M etkili bir kompleman
aktivatoridiir. IgD, B lenfositlerde antijen icin yiizey reseptoriidiir. IgE, mast
hiicrelerindeki reseptorlere baglanarak histamin ve diger vazoaktif molekiille-
rin salinmasini saglar. Salgilanan molekiiller, alerjik reaksiyon durumlarinda
damar permabilitesinde artisa ve diiz kaslarda kasilmaya neden olur. Immiing-
lobulinlerin yetersiz olmast elektroforezde gama bandinda azalma ile yani hipo-
gamaglobulinemi olarak ortaya ¢ikar. IgG eksikligi hipogamaglobulineminin en
fazla goriilen nedenidir. Ig Gnin yetersiz olmas1 hem genetik sebeplere, hem de
protein kaybina bagli olarak ortaya ¢ikabilir (35).
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Sekil: Serum proteinlerinin kapiller elektroforezde goriiniimii (36)
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