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SELULOZ ASETAT VE AGAROZ JEL ELEKTROFOREZ,
YONTEMLERI iLE SAPTANAN OLIGOKLONAL BANTIN (OKB)
MULTIPL SKLEROZ TANISINDAKI DEGERI

Muhittin A. SERDAR' Fatih OZDAG? Taner OZGURTAS' Bilge OZCELIK' Umit Hidir ULAS?
Serkan TAPAN' Tiirker KUTLUAY'

DIAGNOSTIC VALUE OF OLIGOCLONAL BAND IN MULTIPL SCLEROSIS USING
CELLULOSE ACETATE AND AGAROSE GEL ELECTROPHORESIS

Summary: Multiple sclerosis (MS) is characterised by focal or muliifocal areas of demyelination and perivascular Ivmphocye
infilrvation with scarring in central nervous system. The finding of oligoclonal immunoglobulin: band (OCB)  in the
cerebrospinal fluid (CSF) is considered a cornerstone in the diagnosis of multiple sclerosis (MS), but can be observed in other
disease as well. In this retrospective stwdy, between 1990 and 2000, M5 diagnosed in 57 (16.1%) of 374 patients on the basis
of Poser's criteria which includes OCB using two different electraphoretic methods, number of attacks, clinical evidens,
magnelte resonance imaging (MRI), measurement of evoke potential. OCB was found in 43 (754 %) of 57 patients with MS
and in 50 (16.3%) of 307 patients without MS. Sensitivity and specificity were 88.2 %, 85.7 % with cellulose acetate-gold
staining methos, 70.0 %, 83.3 % with agarose gel-silver staining and 91.8 %, 58.1 % with MRI, respeciively. Sensitivity and
specificity were 96.4 %, 90.7 % with each of OCB and MRI or all of them, respectively.As a result, OCEB is an important
labaratory test in diggnosis of MS as well. Although both of the electvoforetic methods are suitable, cellulose acerate- gold
staining method is more convenfent than agarase gel-silver staining. In addition, using OCB together with MRI and other

clinical parameters may enfance the diagnostic sensitivity and specifieity of MS.
Key Words: Multiple sclerosis, oligoclonal band

Ozet: Multipl skleroz (MS) santral sinir sisteminde, Sfokal veva multifokal demyelinizan alanfar ve perivaskiiler lenfositik
infiltrasyon ile karakterize bir hastaltktir, MS tamsinda beyin omurilik stwsinda (BOS) oligoklonal bandm (OKB) saptanmas:
dgnemli bir tamsal gelisim saglamigur. Ancak OKB azda olsa diger samival sinir sistemi hastaliklarinda da pozitif
elabiimektediv. Bu retrospek)f caligmada, [990-2000 yillar: arvasinda cegili nérolojik sikavetleri bulunan 374 hastada Einik
pavametreler, elektrofizyolojik caligmalar,  magnetik resonans girimtileme (MRG) ve BOS'da iki farkll elekiroforetik
Yintemle OKB degeriendirmesi yapildr. Poser kriterlerine girve 57 (%16.1) hastaya klinik kesin MS tansi konuldu, MS tanisi
alan 37 hastani 43 %linde (%675.4) ve MS olmavan 307 hastamn 50 'sinde (%16.3) OKB pozitif saptand:, Calisma sonucunda,
seliiloz asetat-altn boyame elektraforezinin duyarliligs ve dzginliigi % 88.2, ¥ 83.7 saptanirken, agarez jel-giimiis boyama
reknigi igin Ve 70.0, %6 83.3 ve MRG icin ise %5 $1.8, % 38.1 olarak saptandi. Have olarak MRG veya OKB testlerinden
herhangt birinin pozitiffiginde sensitivite % 96.4 iken her ikisinin pozitifiiginde spesifite % 90.7 tespit edildl. Sonug olarak,
OKB MS tamsinda halen dnemli bir testir. Her iki elektroforezde wygun olmasina ragmen seliiloz asetat-altin bovama
elektroforesi daha duvarll olduge giazlendi. Avrica OKB, MRG ve klinik parametreler ile birlikie dederlendivitmesi
sonucunda, duyarliik ve dzgiinliiginin Guemli derecede arnrilabildigi degerlendirildi.

Anahtar Kelimeler: Mulupl skierozis, eligoklonal band
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GiRis

Multiple sklerosis (MS), myelinin otoimmiin
nedenlerle yikilmasiyla olugan, genellikle atak ve
diizelmelerle seyreden, bazen de progresif bir seyir
gisteren santral sinir sisteminin demiyelinizan bir
hastaligidir.  Patolojik
lezyonlar fokal veya multifokal periventz lentosit
infiltrasyonlar gésterir.  Klinik olarak  giigsiizlilk,
ataxia, koordinasyon bozuklugu, optik nort ve

olarak beyaz cevherde

parastezi gibi bulgular olusturur (1,2).

MS'de temel patoloji, miyelin yikamu ve etrafinda
kronik inflamatuar hitereler ile gevrili plaklardir. Plak
etrafindaki inflamatevar alan igerisinde T lenfosit
(CD8&+ wve CDd4+) ve makrofajlar bulunmaktadir,
Hem makrofaj hemde T hiicreleri, oligodenrositlerin
yikimma neden olur. Sitotoksik CD4+ T lenfosit
hiterelerinin etkileri muhtemel Fas/Fas ligand yolu
iizerinden  gergeklesir. Degigik galismalarda MS
benzeri lezyonlann  patelojisinde  hiicresel
immiinitenin rolil saptanmistir. M5°1i hastalanin BOS
immunglobulinlerinin artisida, antikor aracih myelin
yikimimi  desteklemektedir (1). Bununla beraber
MS’lu  hastalarda  yaplan  HLA  antijen
gahsmalarinda, HLA-DR2 antijenlerinin OKB
pozitifligi, HLA-DR4'in ise OKB negatif olan
hastalarda daha yiiksek oranlarda saptanmistir.Bu
farklih@in olusan immiin cevabimn derecesiyle iligkili
olabilecegi belirtilmigtir (2). BOS
immunglobulinlerinin artis, dzellikle 1gG nin sl
heterojenitesi  sonucunda BOS  elekiroforezinde
aligoklonal bandlar (OKB) olusturur. OKB'in M3
tamisinda ki kullamim dnemli bir diniim noktasi
almustur, Ancak santral sinir sisteminde (558) diger
demiyelinizan, infeksiyoz  (viral
ensefalit, menenjit, subakut sklerozan panensafalit
vs), dejeneratif, vaskiiler ve tiimoral patolojilerde de
OKBin  gdzlenebilmesi  testin  Gzgiinliigiinii
azaltrsiir (1-3).

inflamatuar,

MS’de immunglobinlerin artisi uzun yillardir
bilinmektedir. Her ne kadar artis [gM ve IgA'da da
gizlenirse de, bashica 1gG fraksiyonundadir. Bununla

birlikte MS’li hastalanin 1gG degerleri normal olsa
bile yaklagik 290" inda OKB"in saptanmasi, yalmzca
1gG élgiimleri ile degerlendirmenin  yetersizligini
gdstermisti (4).

MS tamsi ozellikle klinik degerlendirmeler ile
konulmaktadir (5.6). Tan, atak sayist ve diger Klinik
bulgularin varlif, elektrofizyolojik testlerle saptanan
uyanlmis yamtlar ve magnetik rezonans inceleme
(MRG) ile S55'deki demyelinize
odaklanin saptanmasi ile konulmaktadir. Bununla
birlikte biyokimyasal testler olan myelin basic
protein, OKB ve % IgG, MS 1amsinda Gnemli
derecede yardimer olmaktadir. Bir ¢ok laboratuvarda
BOS elektroforezi ve IgG  degerlendirilmesi
yapilmasina ragmen myelin basic protein Slgiimleri
sinirh olarak kullamlmaktadir (7.3).

multifokal

Bu caligmada MS ve diger 5SS hastahg tams)
alan hastalarda OKB, %IgG, MRG kullamlarak
OKB'nin tamsal degeri arastinldi.  Ayrnica OKB
iilgiimleri igin vaygin olarak kullanilan seliiloz asetat
ve agaroz jel elektroforez yontemleri karsilagtinldy.

MATERYAL VE METOD

1990-2000 willan arasinda GATA  Noroloji
Klinigine gesitli sikayetlerle bagvuran 374 hastaya
(76 kadin, 278 erkek) OKB ve 312 hastaya da IgG
dlgiimleri yapildi. Bunlarla birlikte klinik durumlar
giiz oniinde bulundurularak 90 hastaya MRG.
elektrofizyolojik incelemeler uygulandi ve Poser
kriterlerine giire klinik kesin MS (KKMS) tams
konuldu (6).

OKB degerlendirilmesi amaciyla alinan BOS ve
serum orneklerinin 136'sina seliiloz asetat, 238 ‘sinc
ise agaroz jel elektroforezi yapildi.

BOS drnekleri lumbar ponksivon ile toplandiktan
sonra total protein ve 1gG dlgtimleri yapildi. Total
protein triklor asetik asit kullamlarak, tirbidimetrik
yintemle olguldu (9). BOS 1gG ise nefelometrik
yiontemle  (Behring  Nephelometer, Marburg,
Germany) Olguldi. %IgG  (IgGltotal  protein)
degerleri igin simir defer %18 olarak belirlendi (8).
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Seltloz asetat elekwroforezi; Diliie  edilmeden
direkt olarak uygulanan BOS veya 1/200 dilie serum
drnekleri, pH’st 8.6 olan 0.06 M barbital tampon
icerisinde 1B0 V'da 60 dakika elektroforeze tabi
tutuldu,  Elektroforez  isleminin sonunda  pleytler
sirasiyle, 15 dk  protein
triklorasetik asitte, 10 dk % 5°1ik asetik asitte tutuldu
ve distile su ile 5 dk yikandi, Immunofiksasyon
islemi igin pleytler 15 dk anti 1gG igeren ortamda

fiksasyonu %10 luk

tutuldu ve 30 sn akan su alunda yikandi Islem
bitimini takiben, iki defa 15 dk 154 mmol/L sodyum
kloriir icerisinde bekletildi ve boyama islemi i¢in
altin kloriir (100 mg/dl altin kloriir ¢dzeltisinden 10
ml. 4 ml HCL. 20 ml Tween 20 ve 200 ml wze sitrik
asit ¢ozllerek distile su ile bir litreye tamamlandi}
igerisinde en az 1.5 saat (daha iyi gériinmesi igin bir
gece bekletilebilir) bekletildi. Islem sonrast pleytler
distile su ile yikanarak kurutuldu ve OKB varhig
viziiel olarak degerlendirildi (10},

Agaroz jel elektroforezi (Helena Laboratories,
Beaumont, Texas, USA): Glimils boyama agaroz jel
elekiroforezi  klasik  agaroz  jel  elektroforez
100  kat daha hassas
getirilmistic (15) Alinan BOS &meklerinde  total

problemleri  giderilerek

protein dilzeyi 30-50 mg/dl olacak sekilde dillic
edilerek 4 ml uygulandi.  Soutuce  aparal
verlegtirilimis 8.4-8.6 pH 0.06 M barbital tampon
bulunan elektroforez tankinda 250 V'da 20 dakika
tutuldu.,  Islem
yikandiktan sonra plaklar 60-70 oC'de kourutularak 3
dakika sire ile glimils boyamas: (Solisyon A: %5

elektroforeze  tabi sonrasinda

sodyum karbonat , Solisyon B: 0.4 g amonyum
nitrat, 0.4 g giimiis nitrat, | g silikotungstik asit ve
2.8 ml 370 g/L lik formaldehit ¢ozeltisi su ile 200 ml
ye tamamlamr. Soliisyon A ve B, 2:1 oramnda
kangtinhir)  yapld,  Boyama  tamamlanmasindan
sonra 15 dk 10 mlVL lik asetik asit sollisyonu ile
reaksiyon  sonlandinldi. 5 dk distile su ile
yikandikian sonra kurutuldu ve OKB viziiel olarak
degerlendirildi.

MRG valmzca 90 hastaya yapildi ve lezyonun
buylkligi (= 6 mm), yeri (corpus collosum veya
infratentorinl  verlesim),  sekli  (oval),  sayisy,
lezyondaki atrofi degisiklikleri belirlenerek kayit
aluna alind,

a)
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Sekil 1 Bevin omurilik sivissnda (BOS) oligoklonal bantin
{OKB) elekiraforetk périinimleri, a) Agaroz jol clektroforezi-

giimiy bovama telnigi e, b) Selillor asestat eledivoforezis
alten bayama yéntemi

MS tamsina yardimer olmasi amaciyla ilave
olarak elektrofizyolojik mceleme yapildt  bunlar:
optik  ndriti - saptamak  igin viztiel  stmuluslar
uygulamasi (VEP-visual evoked potential) , sesin

transmisyonunun bozuldugu demiyelinizan
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lezyonlarin saptanmasi (BAEP-brain stem auditory
evoked potential) ve el bilegi ve dize yapilan uyanlar
ile SS8 yollann  degerlendirilmesi
(SSEP-somatosensory evoked potential) yapildi.

icerisindeki

Calisma igin duyarhhk (gergek pozitif gercek
negatif), tzgiinlik (gergek
negatif gercek  negatifryalanct  pozitif), pozitf
dngorii degeri (POD=gergek pozitif gergek pozitif
valanci  pozitif) wve negatif Gngori  degen
(NOD=gercek  negatif gergek  negatif
negatif) hesaplandi,

pozitif+yalanc

+yalanct

BULGULAR

MS giiphesi dizerine yapilan biitiin testlere ait
duyarhilik, 6zgiinliik, POD, NOD sonuglan tablo-
I'de, bu hastalara ait elekiroforetik gériiniimlerden
drnekler sekil 1'de gosterilmistir, Agaroz  jel
elektroforezi ile 40°1 KKMS (%:17.5) 238 hastaya,
selitloz asetat elektroforeziyle 171 KKMS (%12.5)
136 hastada OKB clektroforeziyle degerlendirildi.

% lgG  sonuglanna  ait degerlendirmelerde,
dzglinliigiiniin  yilkksek olmasina ragmen (%83.9)
KKMS tamsi igin yeterli duyarhliga sahip olmadif

(%57.1) tespit edildi.

MRG yapilan hastalarda yanhs pozitif degerlerin
yilksek olmasi diger SS5 hastaliklanin ayinminda
gliglikler oldugunu gostermektedir. Ancak wyanhs
negatifligin diigik ¢ikmasi ile duyarlibginin yiiksek
oldugu (%91.8) tespit edildi,

Tablo I: Klinik kesin MS (KKMS) ramse fcin, ofigokional banun (OKB), %leG, magnetik rezonans

giriintiileme (MRG) yéntemierinin tamsal ekintikleri

MS ile diger SS55 hastaliklan oldukga =ik
kanistinlmaktadir. Yanhs pozitif vakalarnin 6nemli bir
kismu, tanisi konan diger SSS patolojileridir. Bunlarin
en dnemlisi dejeneratif SSS hastaliklandir. Ozellikle
MRG incelemesinde 26 yanhg pozitif vakanmin 237
(% 88.3) diger S55 hastahklandir.

Elde edilen sonuglara gére selitloz asetat-altin
boyama ile OKB degerlendirilmesinin daha yiiksek
duyarlihga, 6zgiinliige, PPV ve NPV ye sahip oldugu
saptand, birlikte sonuglan
degerlendirildiginde OKB ve MRG yontemleri ortak
kullamldiginda  duyarhlik  ve Gegiinlifiin  artui
saptandi (% 96.4 ve %920.7).

TARTISMA

Bununla calisma

M35 tams: igin giniimiizde yeterli duyarlilik ve
sahip test heniiz  bulunmamaktadir.
Bununla birlikte Klinik bulgular, elektrofizvolojik
incelemeler, MRG bulgulan ve BOS proteinlerini
degerlendirilmesi  ile  MS konulmaya
calistlmaktadir (5,6).
dnemli bir kisminda
elektroforezi ile beraber yapilarak degerlendirilmesi
dnerilmistir (12).

tzglinliige

tanisi
Bununla birlikte calismalarnn
BOS elekiroforezi  serum

BOS, OKB degerlendirilmesinde poliakrilamit jel
elektroforezi, seliiloz asetat elektroforezi gibi degisik
teknikler ve farklh boyama ve immiin fiksasyon
metodlant kullamlmistie (13). Son willarda kapiller
2on elektroforez teknigi ile BOS oligoklonal band
degerlendirilmelerinde konsantre edilmeden
yapilabilmektedir
(14} Cavuoti ve

n Gergek Gergek  Yanhs

Yanhs Duyarhlik Ozgiinlik pOD ~Op arkadaslan  OKB

pozitil  negatil  pozitif  negatif % % % %  degerlendirmesind

OKB Agaroz jel 238 28 165 (53) 33 (20 12 T0.0 833 459 9322 & sensitiviteyi
Scliiloz Asctat 136 15 102(13) 17(9) 2 88.2 857 469 981 immiinfiksasyon

% 1pG 312 32 199(65) 38(21) 24 57.1 839 457 892 jcin %74 ve

MRG 90 24 36(17) 26(23) 4 91,8 58.1 50 947 earoz jel

MRG veya OKB 90 27 ag 24 1 96,4 6.3 529 974  lektroforezini icin

MRG ve OKI o0 20 53 3 12 62.5 90.7 869 815 ;.. %56

Parantex igerindeki degerler difer santral sinir sistemi hastaliklan saptonan olgulan gdstermekiedir,

saptamiglar ve
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kolayhgi nedeniyle immunfiksasyon tekniginin daha
uygun oldugunu belintmiglerdir (15). Lunding ve
arkadaslan is¢ immunfiksasyon elekiroforezinin
sensitivitesinin, agaroz jel elektroforezinin vaklagik
iki katr oldugunu  saptamustic (16). Ancak bu
caliymada da kullanilan agaroz jel-glimiis boyama
teknigi klasik agaroz jel elektroforezinden farkh
olarak, Kerenji ve arkadaslan tarafindan modifiye
edilerek. BOS tmekleri konsantre edilmeksizin OKB
degerlendirilebilmesini miimkiin hale getirmektedir
(11). Seliloz asetat elekuoforezi ile OKB
degerlendirilmesindeki  duyarhilign ile ilgili farklh
girlis  bildiren ¢alismalar mevcuttur (17), Bu
gahigmada uygulanan seliloz asetat-alin boyama
clekiroforeziyle, OKB degerlendirilmesi nisbeten zor
ve pahali olmasina ragmen, agaroz jel-giimiis nitrat
yintemine gore daha hassas oldufu gozlenmistir.
Boyama asamasmda daha az hassas oldugu bilinen,
ancak islem kolayhg: nedeniyle tercih edilen Paragon
viole ve coomassie brillant blue yontemleride sik
kullanilmaktadir. Ancak bu boyama yontemlerinde,
BOS un konsantre edilmesi gereklidir (18)

Gerson ve wk. 1780 konsantre edilen drneklerde
yaptiklarda cahsmada, agaroz jel elektroforezi ile
OKEBE'min duyarhiliing %78, dzginliging ise %58
bulunurken, %lgG duyarhihgn %35, Gezpinligi ise
%495 bulunmus ve miyelin basic protein ve OKB
testlerinin beraber kullanimu ile daha yiiksek tamsal
dogruluk elde edilebilecedini belirtlmislerdir (7). Bu
gahsmada modifive edilerek uygulanan  seliiloz
asetat-alun boyama elektroforezinin agaroz jele gore
daha yiiksek tamsal degere sahip oldugu tespit edildi.
Agaroz jel-giimils boyama clektroforezinin ise OKB
degerlendirmesinde ghiglik ile nispeten daha disiik
tamsal degere sahiptir. OKB degerlendirilmesi ve
MRG beraber kullammi, MS tamsim énemli oranda
arirmugtit,. MRG  non invaziv  olmasi nedeniyle
gliniimiizde en sik bagvurulan yéntemdir, Bununla
birlikte pahali olmas1 ve degerlendirilmesinde diger
555 hastaliklan ile aynminda da zorluk gdstermesi
bir dezavantajidir.

Zeman ve ark. yvaptiklan ¢alismada, nadirde olsa
tekrarlayan  drneklerde MS'lH hastalarm OKB
sonuglariin - negatif olmasimin benign  prognozu
gosterebilecegi  belirtilmistic (19}, Benzer olarak
OKB'nin prognostik bir faktor olabilecegi ve optik
narit, transvers myelit gibi MS’in ilk ataginda
giirlilen izole sendromlarda BOS 1gG ditzeylerindeki
artislarin daha fazla oldugu vurgulanmstr (20). 1gG
ile birikte IgG kappa band girillmesinin veya IgM
indeks  cahsmalanmmn da MS  tamsinda
belivtilmigtir  (21-23),  Bu
% lgG  duyarhiligin disik olmasina

kullamlabilecegini
calismada
ragmen Szginligi yvilksek saptanmistir. Retrospektif
yaptlan bu ¢ahsmada bitlin  Omeklerin serum
dlgiimlert  yapimadign  igin IgGralbumin  oram
cahgilamadi,  Degisik  ¢alhsmacilar tarafindan  da
belirtildigi gibi lgG/albumin oram %75-86 arasmda
MS i hastalarda pozitif saptanmstir (24)

Sonug olarak ginimiizde M5 tamsinda ideal bir
laboratuvar testi bulunmamasma  ragmen, OKB
degerlendirilmesi M3 tamsinda dnemli laboratuvar
testlerinden  biridir. Duyarhhk ve maliyvetleri goz
dnting alindiginda her iki yonteminde kullamilabilir
olmasina ragmen, selilloz  asetat-altm  boyvama
elektroforezinin agaroz jel-giimiis boyama yontemine
gore daha uygun olduu ve mutlaka diger kriterlerle
beraber  degerlendirilerek MS'l hastalara  tam
konulmasi gerckmektedir,
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