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Globin sentezi ve yapısında oluşan kalıtsal bozuk
luklara hemoglobinopati denir. Pauling ve arkadaşları
nın 1949'da ilk defa HbS'i tanımlamalarından bu yana 
500 üzerinde anormal Hemoblobin (Hb) tanımlanmıştır. 
Anormal Hb'lerin çoğu, değişik globin zincirlerinde tek 
aminoasit yer değişimi ile oluşur, geri kalanlarda ami-
noasid delesyonu, füzyon veya uzamış Hb'ler sorumlu 
tutulur (1). 

Anormal hemoglobinlerin tanısında, rutin hematolo
jik incelemelerden sonra en sık kullanılan metod sellü-
loz asetat (TEB.pH 8.408.6) elektroforezidir. Pahalı ol
mayan, hızlı ve güvenilir bir metoddur. Fakat bazı he
moglobin (Hb) varyantlarını özellikle Hb S'in Hb D'den 
ayırımında, Hb S benzeri varyantların ve sessiz Hb 
varyantlarının ayırımında yeterli değildir (2). Sellüloz 
asetat ile tanı konulamaz ise, pH ve tampon değişikliği 
yapılır veya sitrat agar (pH 6.0-6.2) elektroforez kulla
nılır (2,3,4,5). Yine tanı konulamaz ise yüksek perfor
manslı likid kromatografisi (6) veya radyoaktif globin 
zincir kromatografisiyle (7) veya moleküler düzeyde in
celemelerle tanı konulur (1). 

Anormal Hb tanısında hızlı, güvenilir pahalı ol
mayan ince tabakalı izoelektirik fokus (İEF) bir başka 
yöntemdir. Bu yöntemle 70 varyant ayırt edilebilir 
(3,4,7,8,9). pH 6-8 arasındaki sabit bir ortamda her Hb, 
0.01 pH noktalarında kendi izoelektirik noktasında ha
reket eder. Ya poliakrilamid jel veya hazır agar jel kul
lanılır (3,8). 

Bu yazıda izoelektirik fokus tekniği literatür bilgileri 
ışığı altında gözden geçirildi. 

M A T E R Y A L V E METODLAR 
A. İEF Prensip ler i 

İEF tekniğinde, sabit ve yeterli bir pH ya ve hem 
bazik, hem asidik reaksiyona girebilen yani amfoterik 
moleküllere gereksinim vardır. pH 6-8 arasında 0.01 
pH ünitelerine kadar moleküller ayırabilir yani yüksek 
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rezolüsyon gösterir. Aynı şekilde Hb'lerde bu amfoterik 
moleküllerle 0.01 pH noktalarında kendi izoelektrik nok
talarına göçederler. Hemolizat örneği bu sabit pH orta
mına konunca Hb'ler elektrik akımı ile kendi izoelektirik 
noktalarına varana kadar anoddan katoda doğru hare
ket ederler (3,7,8). 

Hazır Hb kitinde (Resol ve Hb. ISOLAB İNC.) bu
lunan pH 6-8'de, 1mm kalınlığında agaroz jelde amfolit 
denen amfoterik yapıda moleküller. Hb örneklerini birbi
rinden ayırıyor. Amfolitler değişik izoelektrik noktalara 
hareket eden düşük molekül ağırlıklı amfoterik molekül
lerdir. Bu moleküller sabit pH da, jel üstünde kendi 
izoelektrik noktalarına hareket ederler. Hb varyantları 
da aynı şekilde beraber göçecek ve kendi izoelektrik 
noktalarına varana kadar ilerliyecektir. Elektroforez ta
mamlandıktan sonra Hb varyantları o-Dianisinide boya
sı ile görünür hale getirilir. o-Dianisinide H2O2 ortamın
da okside olur ve bu reaksiyon Hb oranına göre bir in-
solubl çöküntü oluşturur (3,7,8). 

B. Gerekl i Malzemeler 

1. "Resol ve Hb" Hb tarama kiti (İsolab Inc.): Kit 
içinde bulunan malzemeler: 

a) Agaroz İEF Jeli 

b) Anod solüsyonu 

c) Katod solüsyonu 

d) Hb elüsyon solüsyonu 

e) Jel boyası 

f) Boya tamponu 

g) Hidrojen peroksid 

h) İEF elektrod fitilleri 

i) Blotting kağıdı 

k) Örnek uygulama template 

2. Multiphor II horizontal elektroforez uniti 

3. Elektrik güç aleti 

4. Mikroşırınga 

5. Pipetler (5ml'lik) 
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6. Fırın (60-70 C'lik) 

7. Je l boyama tepsileri 

8. Dansitometre 

9. Kontrol hb örnekleri 

C. Yöntem (8) 
1. Hemolizat hazırlanması: 200 ul tam kana 25 

ul Hb elüsyon solüsyonu eklenir. 10 dk beklenir, 20 
ug/ul Hb konsantrasyonu elde edilir. 

2. Jel hazırlanması: 
a) Jel konacak zemin 5-10 C soğutulur. 

b) Jelin agar kısmı üste gelecek şekilde konur. 

c) Üzerine blotting kağıdı konur. 
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Şekil 1. Erişkinlerde İEF yöntemi ile bantların diagramı 

Şekil 2. Yenıdoğanda İEF yöntemi ile bantların diagramı 

d) 5ml %50 etilalkol hava kabarcığı yapmada 
jele dökülür 

e) 5 ml Anod solüsyonu fitile emdirilir ve (-) kıs
ma konur 

f) 5 ml Katod solüsyonu fitile emdirilir ve (+) 
kısma konur. 

g) Örnek uygulanacak témplate anod fitili önüne 
konur. 

3. Örnekleri Uygulama: 3 ml hemolizat örneği 
témplate oyuklarına konur. 5,15,31 numaralara kontrol 
Hb A , F , S , C konur. 

4. Elektroforezls: Elektrotlar güç kaynağına takılır. 
30 watt, 90 dk uygulanır. Adült elektroferezinde HbAıc 
HbA'dan, yenidoğan elekroferezinde HbFAC, HbA'dan 
ayrılana kadar yürütülür. 

5. F/irse efme ve boyama: 
a) Témplate çıkarılır. 

b) Jel 100 MI % 10 T C A (Triklor asetik asitte) 
10 dk bekletilir. 

c) 15 dk. 500 ml distile suda bekletilir. 

d) Boya solüsyonu hazırlanır 

20 ml boya tamponu 

36 ml Jel boyası 

200 ml distile suya tamamlanır. 

4 ml H2O2 eklenir. 

e) Jel bu solüsyonda 15 dk boyanır. 

f) 60 dk 1 İt distile suda birkaç defa yıkanır. 

g) Jel boyadan çıkarılır, hemen dansitometrede 
540 nm de okunur, veya 60-70C'de dk kuru
tulur kantitatif ölçümü yapılır. 

6. Sonuçlar değerlendirilir. Şekil 1'de erişkinlerde, 
Şekil 2'de yenıdoğanda İEF'da Hb varyantlarının dia
gramı görülmektedir. 

TARTIŞMA 
İEF anormal Hb varyantlarının tanısında hassas 

ve güvenilir, bir yöntemdir, yaklaşık 70 Hb varyantını 
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SELÜLOZ ASETAT ELEKTROFOREZ (pH 8.4) 

Şekil 3. Sellüloz astetat (pH 8.4) ve sitrat agar (pH 6.0-6.2) 
Elektroforezinde hemoglobinlerin karşılaştırılması 

tanımak olasıdır. Dünyada en sık görülen Hb S, D, C 
ve E gibi anormal Hb'leri ayırt etme avantajı vardır. 
Sellüloz asetat (pH 8.4) ve sitrat agar (pH 6.0-6.2) an
cak beraber kullanıldıklarında bu varyantlar tanınabilir 
(2,3,4,5,6,7,9) (Şekil 3). 

Hb S benzeri varyantları olan HbG Galveston, 
HbG Norfolk, ve Hb Styanleyville'nin, ayrıca HbD'nin 
ve Hb Korlu Bu'nun HbS'den ayırımında İEF kullanılır 
(3,49). 

Beta zincirinde glisin yerine aspartik asit gelmesi 
ile oluşan Hb J Baltimore, J Calabria, Fannin Lubbock 
ve Hope gibi sessiz varyantları diğer elektroforez yön
temleri tanımak mümkün değildir, İEF'da ise mümkün
dür (3,49). 
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Beta zincirinde glisin yerine aspartik asit gelmesi 
ile oluşan Hb J Baltimore, J Calabria, Fannin Lubbock 
ve Hope gibi sessiz varyantları diğer elektroforez yön
temleri tanımak mümkün değildir. İEF'da ise mümkün
dür (3,4,9). 

Stabil olmayan (unstable) Hb'lerden Hb Bethesta, 
Brigham, Hammersmith, Köln ve St.Etienne İEF'da Hb 
A'dan kolaylıkla ayrılarak tanı konur (3). 

Bu varyant lar d ış ında İEF i le, g l ikoz lu H b A 
(Hba-ıc) Hb A ' d a n ve aset i l l i H b F o lan Hb F A C , 
HbF'den ayrılabilir. HbAıc diabetes mellitusta artar, 
HbA'ya çok yakındır. Kolon kromatografisi ile net ola
rak ayırt edilir. HbFAc, yenidoğanlarda HbF'in %10'nu 
oluşturur. Yeni doğanlarda homozigot HbS'I, heterozigot 
formundan (S/A) sellüloz asetat ile ayırmakta zorluk 
vardır. Çünkü HbFAc ve HbA beraber hareket ederler. 
Bu ayırım agar elektroforez ile yapılabilir. İEF HbF, 
H b A ve H b F A c ayı rarak tan ıda kolayl ık sağ lar 
(3,4,7,9,10,11). 

Dubart ve arkadaşları (10), hemoglobinopatilerin 
prenatal tanısında İEF ve radyoaktif globin zincir kro
matografisi ile karşılaştırılmalı bir çalışmada 22 hastaya 
(11'i homozigot HbS ve 11'i homozigot thalassemia) 
her iki yöntemi uygulayarak, aynı sonuçları elde ediyor
lar. Fötuslar homozigot olduğu İçin medikal abortus ya
pılıyor, fötal kan örnekleri tekrar İEF ile inceleniyor ve 
aynı sonuçlar alınıyor. İEF, radyoaktif işaretli kromato-
grafiye göre kısa sürede sonuçlanan, teknik açıdan ko
lay, birçok örneğin aynı zamanda yapıldığı, radyo aktivi-
tesi olmayan yöntemdir. 

İEF, diğer tekniklere göre birkaç avantajı vardır. 
1. Hassas olması nedeni ile sellüloz asetatta aynı 

bantları veren Hb Galvestone va Hb Coushatta veya 
HbS, Hb Lepore ve Hb Osu Chrlstianborg'ı ayırır. 

2. Sess iz varyant olarak bilinen Hb Saki , Hb San 
Diego, Hb Creteil, Hb Strasbourg veya Hb Malmö gibi 
varyantlarını ayırır. 

3. HbS benzeri varyantları ayırmak için sellüloz 
asetat ve sitrat ağarı beraber yapmak yerine tek 
başına İEF yapmak yeterlidir. 

4. Klinik olarak önemli Hb'leri (Hb, S, C, D, E), 
HbS benzeri varyantları, stabil olmayan Hb'leri ve ses
siz Hb varyantları tanımada İEF yöntemi yeterlidir. Ay
rıca kısa sürede yapılması, jelin hazır olması ve toksik 
olmaması önemli avantajlarıdır (3,4,5,7,9,10). 
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