Hematoloji

Globin sentezi ve yapisinda olugsan kalitsal bozuk-
luklara hemoglobinopati denir. Pauling ve arkadaslari-
nin 1949'da ilk defa HbS'i tanimlamalarindan bu yana
500 uzerinde anormal Hemoblobin (Hb) tanimlanmistir.
Anormal Hb'lerin ¢ogu, degisik globin zincirlerinde tek
aminoasit yer degisimi ile olusur, geri kalanlarda ami-
noasid delesyonu, flizyon veya uzamis Hb'ler sorumlu
tutulur (1).

Anormal hemoglobinlerin tanisinda, rutin hematolo-
jik incelemelerden sonra en sik kullanilan metod selli-
loz asetat (TEB.pH 8.408.6) elektroforezidir. Pahali ol-
mayan, hizli ve guvenilir bir metoddur. Fakat bazi he-
moglobin (Hb) varyantlarini ézellikle Hb S'in Hb D'den
ayiriminda, Hb S benzeri varyantlarin ve sessiz Hb
varyantlarinin ayiriminda yeterli degildir (2). Selllloz
asetat ile tani konulamaz ise, pH ve tampon degisikligi
yapilir veya sitrat agar (pH 6.0-6.2) elektroforez kulla-
nilir (2,3,4,5). Yine tani konulamaz ise yuksek perfor-
mansli likid kromatografisi (6) veya radyoaktif globin
zincir kromatografisiyle (7) veya molekiler dizeyde in-
celemelerle tani konulur (1).

Anormal Hb tanisinda hizli, guivenilir pahali ol-
mayan ince tabakali izoelektirik fokus (IEF) bir bagka
yontemdir. Bu yoéntemle 70 varyant ayirt edilebilir
(3,4,7,8,9). pH 6-8 arasindaki sabit bir ortamda her Hb,
0.01 pH noktalarinda kendi izoelektirik noktasinda ha-
reket eder. Ya poliakrilamid jel veya hazir agar jel kul-
lanilir (3,8).

Bu yazida izoelektirik fokus teknigi literatir bilgileri
1Is1g1 altinda g6zden gegirildi.

MATERYAL VE METODLAR
A. IEF Prensipleri

IEF tekniginde, sabit ve yeterli bir pH ya ve hem
bazik, hem asidik reaksiyona girebilen yani amfoterik
molekillere gereksinim vardir. pH 6-8 arasinda 0.01
pH {Unitelerine kadar molekiller ayirabilir yani yuksek
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rezolisyon gOsterir. Ayni sekilde Hb'lerde bu amfoterik
molekullerle 0.01 pH noktalarinda kendi izoelektrik nok-
talarina gogederler. Hemolizat 6rnegdi bu sabit pH orta-
mina konunca Hb'ler elektrik akimi ile kendi izoelektirik
noktalarina varana kadar anoddan katoda dogru hare-
ket ederler (3,7,8).

Hazir Hb kitinde (Resol ve Hb. ISOLAB INC.) bu-
lunan pH 6-8'de, 1Tmm kalinliginda agaroz jelde amfolit
denen amfoterik yapida molekdller. Hb &rneklerini birbi-
rinden ayiriyor. Amfolitler degisik izoelektrik noktalara
hareket eden disik molekil agirlikli amfoterik molekil-
lerdir. Bu molekiller sabit pH da, jel Ustunde kendi
izoelektrik noktalarina hareket ederler. Hb varyantlari
da ayni sekilde beraber gdcecek ve kendi izoelektrik
noktalarina varana kadar ilerliyecektir. Elektroforez ta-
mamlandiktan sonra Hb varyantlari o-Dianisinide boya-
si ile goérindr hale getirilir. o-Dianisinide H202 ortamin-
da okside olur ve bu reaksiyon Hb oranina goére bir in-
solubl ¢okuntu olusturur (3,7,8).

B. Gerekli Malzemeler

1. "Resol ve Hb" Hb tarama kiti (isolab Inc.): Kit
icinde bulunan malzemeler:

a) Agaroz IEF Jeli

b) Anod solisyonu

c) Katod sollisyonu

d) Hb elisyon sollsyonu

e) Jel boyasi

f) Boyatamponu

g) Hidrojen peroksid

h) IEF elektrod fitilleri

i) Blotting kagidi

k) Ornek uygulama template
Multiphor II horizontal elektroforez uniti
Elektrik guc aleti
Mikrosiringa

Pipetler (5ml'lik)

o s woN
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C. Yontem (8)
1. Hemolizat hazirlanmasi: 200 ul tam kana 25 )
ul Hb eliisyon soliisyonu eklenir. 10 dk beklenir, 20 T et e s LOS ame ThE
ug/ul Hb konsantrasyonu elde edilir. o
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2. Jel  hazirlanmasi:
a) Jel konacak zemin 5-10 C sogutulur.
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b) Jelin agar kismi Uste gelecek sekilde konur.
c) Uzerine blotting kagidi konur.

Sekil2. Yenidoganda IEF yontemi ile bantlarin diagrami

{ 1
@l | Anode d) 5ml %50 etilalkol hava kabarci§i yapmada
pH=6 jele dékilir
H e) 5 ml Anod solisyonu fitile emdirilir ve (-) kis-
ma konur
f) 5 ml Katod sollisyonu fitile emdirilir ve (+)
Bart's__ kisma konur.
g) Ornek uygulanacak témplate anod fitili 6niine
konur.
N Baltimore 3. Ornekleri Uygulama: 3 ml hemolizat &rnegi
témplate oyuklarina konur. 5,15,31 numaralara kontrol
Hb A,F,S,C konur.
J Baltimore 4. Elektroforezls: Elektrotlar glii¢ kaynagdina takilir.
30 watt, 90 dk uygulanir. Adllt elektroferezinde HbAIc
Grady HbA'dan, yenidogan elekroferezinde HbFAC, HbA'dan
ayrilana kadar yaratalar.
A . gg:::len 5. Flirse efme ve boyama:
‘g a) Témplate gikarilr.
b) Jel 100 Ml % 10 TCA (Triklor asetik asitte)
F 10 dk bekletilir.
c) 15 dk. 500 ml distile suda bekletilir.
d) Boya solisyonu hazirlanir
_GG”rg'a 20 ml boya tamponu
Auss 36 ml Jel boyasi

G Philadelphia

D Punjab
- Montgomery

S$—mm——— e) Jel bu solisyonda 15 dk boyanir.
f) 60 dk 1 it distile suda birkag defa yikanir.

g) Jel boyadan gikarilir, hemen dansitometrede
540 nm de okunur, veya 60-70C'de dk kuru-

200 ml distile suya tamamlanir.

4 ml H202 eklenir.

Ay E O-Arab tulur kantitatif 6lgimu yapilir.
c 6. Sonuglar degerlendirilir. Sekil 1'de erigkinlerde,
Sekil 2'de yenidoganda IEF'da Hb varyantlarinin dia-
@ pH=8 grami gérilmektedir.
{ | Cathode
{ il
TARTISMA
IEF anormal Hb varyantlarinin tanisinda hassas
Sekil 1. Erigkinlerde IEF yéntemi ile bantlarin diagrami ve guvenilir, bir yéntemdir, yaklagik 70 Hb varyantini
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SELULOZ ASETAT ELEKTROFOREZ (pH 8.4)
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Sekil 3. Sellilloz astetat (pH 8.4) ve sitrat agar (pH 6.0-6.2)
Elektroforezinde hemoglobinlerin karsilastiriimasi

tanimak olasidir. Dinyada en sik gorilen Hb S, D, C
ve E gibi anormal Hb'leri ayirt etme avantaji vardir.
Selllloz asetat (pH 8.4) ve sitrat agar (pH 6.0-6.2) an-
cak beraber kullanildiklarinda bu varyantlar taninabilir
(2,3,4,5,6,7,9) (Sekil 3).

Hb S benzeri varyantlari olan HbG Galveston,
HbG Norfolk, ve Hb Styanleyville'nin, ayrica HbD'nin
ve Hb Korlu Bu'nun HbS'den ayiriminda IEF kullanilir
(3,49).

Beta zincirinde glisin yerine aspartik asit gelmesi
ile olusan Hb J Baltimore, J Calabria, Fannin Lubbock
ve Hope gibi sessiz varyantlari diger elektroforez yon-
temleri tanimak mimkin degildir, IEF'da ise mimkiin-
dir (3,49).
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Beta zincirinde glisin yerine aspartik asit gelmesi
ile olusan Hb J Baltimore, J Calabria, Fannin Lubbock
ve Hope gibi sessiz varyantlari diger elektroforez yon-
temleri tanimak mimkin degildir. IEF'da ise mimkin-
dir (3,4,9).

Stabil olmayan (unstable) Hb'lerden Hb Bethesta,
Brigham, Hammersmith, Kéln ve St.Etienne IEF'da Hb
A'dan kolaylikla ayrilarak tani konur (3).

Bu varyantlar disinda IEF ile, glikozlu HbA
(Hba-ic) Hb A'dan ve asetilli HbF olan Hb FAC,
HbF'den ayrilabilir. HbAic diabetes mellitusta artar,
HbA'ya ¢ok yakindir. Kolon kromatografisi ile net ola-
rak ayirt edilir. HbFAc, yenidoganlarda HbF'in %10'nu
olusturur. Yeni doganlarda homozigot HbS'l, heterozigot
formundan (S/A) sellliloz asetat ile ayirmakta zorluk
vardir. Cinki HbFAc ve HbA beraber hareket ederler.
Bu ayirim agar elektroforez ile yapilabilir. IEF HbF,
HbA ve HbFAc ayirarak tanida kolaylhik saglar
(3,4,7,9,10,11).

Dubart ve arkadaslari (10), hemoglobinopatilerin
prenatal tanisinda IEF ve radyoaktif globin zincir kro-
matografisi ile kargilastirilmali bir calismada 22 hastaya
(11'i homozigot HbS ve 11'i homozigot thalassemia)
her iki yontemi uygulayarak, ayni sonuglari elde ediyor-
lar. Fétuslar homozigot oldugu igin medikal abortus ya-
pihyor, fétal kan érnekleri tekrar IEF ile inceleniyor ve
ayni sonuglar aliniyor. IEF, radyoaktif isaretli kromato-
grafiye gore kisa siirede sonuglanan, teknik agidan ko-
lay, birgcok 6rnegin ayni zamanda yapildigi, radyo aktivi-
tesi olmayan yontemdir.

IEF, diger tekniklere gore birkag avantaji vardir.

1. Hassas olmasi nedeni ile selliloz asetatta ayni
bantlari veren Hb Galvestone va Hb Coushatta veya
HbS, Hb Lepore ve Hb Osu ChrlIstianborg'i ayirir.

2. Sessiz varyant olarak bilinen Hb Saki, Hb San
Diego, Hb Creteil, Hb Strasbourg veya Hb Malmé gibi
varyantlarini ayirir.

3. HbS benzeri varyantlari ayirmak igin selllloz
asetat ve sitrat agari beraber yapmak yerine tek
basina IEF yapmak yeterlidir.

4. Klinik olarak 6énemli Hb'leri (Hb, S, C, D, E),
HbS benzeri varyantlari, stabil olmayan Hb'leri ve ses-
siz Hb varyantlari tanimada IEF yéntemi yeterlidir. Ay-
rica kisa surede yapilmasi, jelin hazir olmasi ve toksik
olmamasi 6énemli avantajlaridir (3,4,5,7,9,10).
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