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ÖZET 
 

Amaç: Proteinlerin glikozilasyonunun konjenital veya edinsel olarak bozulduğu durumlarda, tanı amaçlı 
olarak transferrin izoformlarının analizi gerçekleştirilir. Transferrin izoformlarının analizi için referans 
yöntem izoelektrik odaklama elektroforezidir. Biz de bu çalışma ile laboratuvarımızda iki farklı sistem 
kullanarak izoelektrik odaklama ile transferrin izoformlarının elektroforetik ayırımını yapmayı ve 
kullanılan sistemleri karşılaştırmayı amaçladık.  

Gereç ve Yöntem: Transferrin izoformlarının analizi, "Multiphor II" ve "PhastSystem" sistemleri ile 
gerçekleştirildi. İki farklı düzey ticari kontrol materyali kullanılarak analitik performanslar değerlendirildi. 
Ayrıca, toplam 40 olgudan alınan örnekler her iki cihazda da çalışılarak sonuçlar regresyon analizi ile 
karşılaştırıldı.  

Bulgular: "Multiphor II" ve "PhastSystem" ile di- ve tetrasiyalotransferrin izoformlarının için jel içi 
tekrarlanabilirlik sırasıyla < % 3,5 (n=7) ve < % 7 (n=8); jeller arası tekrarlanabilirlik ise sırasıyla < % 7 
(n=20) ve < % 6 (n=10) olarak bulundu. İki düzeyli kalite kontrol materyalinde “PhastSystem” ile 
disiyalo izoformları için % 9,69 ve %9,27 oranında daha yüksek, tetrasiyalo izoformları için % 1,33 ve 
%2,15 oranında daha yüksek sonuçlar bulundu. İki sistem arasındaki korelasyonun değerlendiril-
mesinde (n=40); di- ve tetrasiyalotransferrin izoformları için korelasyon katsayıları sırasıyla 0,85 ve 0,64 
olarak saptandı.  

Sonuç: Transferrin izoformlarının izoelektrik odaklama elektroforezi ile analizinde "Multiphor II" ve 
"PhastSystem" cihazları ile benzer doğruluk ve kesinlik değerleri elde edilmektedir. İki sistem arasındaki 
korelasyonun da tüm izoformlar açısından anlamlı bulunduğu göz önüne alınarak daha hızlı sonuç 
vermesi nedeniyle “PhastSystem” cihazının tercih edilebileceği belirlendi.  

Anahtar Kelimeler: Transferrin; izoelektrik odaklama; glikozilasyon 
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ABSTRACT 

Objective: Transferrin isoform analysis is performed for diagnosis of congenital or acquired defects in 
protein glycosylation. The reference method for transferrin isoform analysis is isoelectric focusing 
electrophoresis. The objective of this study has been to perform transferrin isoform analysis using two 
different electrophoresis systems in our laboratory and to compare the two systems. 

Materials and Methods: The isoelectric focusing electrophoresis of transferrin isoforms was 
performed by "Multiphor II" ve "PhastSystem". The analytical performance was evaluated using a 
commercially available quality control material at two different levels. The two systems were compared 
with regression analysis with blood samples obtained from 40 patients. 

Results: In isoelectric focusing method by "Multiphor II" system the coefficients of variation (CV) were 
determined to be < 3.5 % for within run (n=7) and < 7 % for between run (n=20) imprecision 
considering di- and tetrasialotransferrin isoforms in two levels of control material. The same values for 
"PhastSystem" were < 7% (n=8) and < 6% (n=10) respectively. In IEF with “PhastSystem”, 
disialotransferrin isoforms were determined to be 9.69% and 9.27% higher while tetrasialotransferrin 
isoforms were determined to be 1.33% and 2.15% higher compared to “Multiphor II” at low and high 
levels of control material respectively. In the regression analysis (n=40) coefficients of correlation for di- 
ve tetrasialotransferrin isoforms were determined to be 0,85 ve 0,64 respectively. 

Conclusion: Transferrin isoform analysis with isoelectric focusing electrophoresis can be performed 
precisely with similar accuracy with both “Multiphor II” and “PhastSystem”. In routine laboratory practice 
“PhastSystem” may be preferred due to its speed. 

Key words: transferrin; isoelectric focusing ; glycosylation. 

 

 
 
 
 
 

GİRİŞ 

Glikozilasyon en sık görülen post-translas-
yonel modifikasyon reaksiyonlarından biridir 
ve ökaryotlardaki bilinen proteinlerin yaklaşık 
yarısı glikoziledir (1). Glikoproteinlerin oligo-
sakkarit yapısı (glikan); hücre adezyonu, 
migrasyonu, hücre büyümesi (1-3), hücre 
yüzeyinin tanınması (hormonlar, virusler ve 
başka hücreler tarafından), hücre yüzey 
antijenitesi (örneğin kan grubu antijenleri) 
(4) gibi birçok fizyolojik durumla yakından 
ilişkilidir. Glukokonjugatların biyosentezindeki 
enzimleri kodlayan genlerdeki mutasyonlar 
sonucu ortaya çıkan doğumsal metabolik 
hastalıklar Konjenital Glikozilasyon Bozuk-
lukları (CDG) olarak tanımlanır (5-7). 
CDG’lerin çoğu heterojen klinik tablolar ile 
ortaya çıkabilen multisistemik hastalıklardır 
(8). Ayrıca, glikozilasyon süreci; inflamasyon, 
romatoid artrit, kanser (3), gebelik, karaciğer 
hastalığı (9), herediter früktoz intoleransı ve 
galaktozemi (10, 11), sepsis (12, 13) ve kro-
nik alkol alımı (14, 15) gibi sekonder neden-
lere bağlı olarak da bozulabilir. Son zaman-
larda anoreksiya nevroza ya da malnutrisyon 
gibi katabolik durumla seyreden hastalık-

larda da protein glikozilasyonunun etkilen-
diğine dair yayınlar bulunmaktadır (16-18). 

Glikozilasyonun karmaşık mekanizmasının 
anlaşılabilmesi ve bozukluklarının aydınlatıla-
bilmesi için şimdiye kadar birçok glikopro-
tein üzerinde çalışma yapılmıştır. Bu 
glikoproteinlerin içinde tanı amaçlı kullanıma 
en uygun olan ve en sık analiz edilen ise 
transferrin (TRF) dir (7, 8). Çünkü TRF’nin gli-
kan yapıları tanımlanmış ve glikozilasyon 
bölgelerinin sayısı belirlenmiştir. Glikozilas-
yon mekanizması ise göreceli olarak daha 
basittir (7). TRF, tek polipeptid zinciri, iki ayrı 
metal iyonu bağlama bölgesi (biri N-terminal, 
biri C-terminal bölgede olmak üzere) ve iki 
N-bağlı kompleks glikan zinciri olmak üzere 
üç ayrı yapısal bölümden oluşur. TRF 
molekülü 3 ayrı yapısal bölümden oluşma-
sının bir sonucu olarak; farklı kişilerde çeşitli 
TRF varyantları (polipeptid zincirinde farklılık-
lar) görülebilir, farklı sayıda demir iyonu 
bağlayabilir veya farklı sayıda SA içerebilir. 
Bu durum TRF mikroheterojenitesinden so-
rumludur (14). Her iki glikan zincirinin 
dallanma dereceleri "bi-, tri- ve tetraanten-
nary" olmak üzere farklılık gösterebilir ve her 
biri negatif (-) yüklü bir SA molekülü ile 
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sonlanır. Böylece serumda asiyalotransferrin 
(SA içermeyen) ve siyalotransferrin (monosi-
yalotransferrinden oktasiyalotransferrine 
kadar) izoformları oluşur. Sağlıklı kişilerde en 
çok olan izoform tetrasiyalotransferrindir 
(14). 

Glikan zincirlerinden birinin veya ikisinin bir-
den yokluğuyla oluşan; a-, mono- ve disiya-
lotransferrin içeren gruba ise "karbohidratı 
eksik transferrin" (CDT) denir (19). CDT 
bilimsel literatürde ilk kez 1976 yılında Stib-
ler ve Kjellin tarafından, alkoliklerin serum ve 
BOS' larında rapor edilmiştir (20). Son 10 yıl 
içinde, CDT alkol kullanımını gösteren 
önemli bir belirleyici olmuştur (21). CDT 
düzeyleri alkol alımının yanı sıra cinsiyet, yaş, 
sigara kullanımı, obezite, serum demir ve 
insülin düzeyi gibi birçok faktörden etkile-
nebilir.  

TRF izoform analizinde kullanılan yöntemle-
rin çoğu kromatografi ve elektroforez esasına 
dayanır (22, 23). TRF izoformlarının anali-
zinde, yüksek selektivitesi nedeniyle izo-
elektrik fokuslama elektroforezi (İEF) refe-
rans yöntem olarak kullanılır (19). İEF yön-
temi ile serum ve plazmadaki normal patern; 
CDG’li hastalarda ortaya çıkan paternler ve 
yanı sıra TRF varyantlarının olduğu durum-
lardaki paternler birbirinden ayırt edilebilir 
(24, 25).  

İEF yönteminin prensibi, moleküllerin uygun 
pH gradiyenti içinde izoelektrik noktalarına 
(pI) eş değer bölgeye ulaşıncaya kadar göç 
etmeleri ve o noktada keskin bir bant oluş-
turmaları bir başka deyişle kendi pI’larında 
odaklanmalarıdır (26). İzoelektrik fokuslama 
elektroforezinin kullanımı proteinler, enzim-
ler ve peptidler gibi yüklü moleküllerle sınır-
lıdır. Proteinin net yükünü belirlemede, 
aminoasit yan zincirlerinin pozitif ve negatif 
yüklerinin toplamı ve üç boyutlu konfigüras-
yonları önemlidir. Gliko ve nükleoproteinler 
gibi kompleks proteinlerin yükleri ise 
yapılarındaki şeker ya da nükleik asitlerden 
etkilenir. İki proteinin İEF’de ayrılabilmeleri 
için izoelektrik noktaları arasında en az 0.02 
pH ünitesi fark olması gerekir (26). Trans-
ferrin izoformlarının pI değerleri arasındaki 
farkın 0.1 pH ünitesi olduğu bildirilmiştir. 
Örneğin: asiyalotransferrin için pI: 5.9, mo-

nosiyalotransferrin için pI: 5.8, disiyalo-
tarnsferrin için pI: 5.7 dir. İEF yöntemi bir 
"end-point" metotdur. Protein izoelektrik 
noktasına ulaştığında zamandan bağımsız 
olarak o noktada sabit kalır. Bu odaklanma 
etkisi sayesinde keskin protein zonları ve 
yüksek rezolüsyon elde edilir (27). 

Bu çalışmada transferrin izoformlarının ana-
lizi için İEF yönteminin kurulması, yöntem 
performansının ortaya konması ve İEF 
yöntemine dayalı iki sistemin birbiri ile 
karşılaştırılması hedeflenmiştir. 

 

GEREÇ ve YÖNTEM 

Transferrin izoformlarının analizi, "Multiphor 
II" elektroforez cihazı (GE Healthcare, 18-
1018-06) ile ve daha hızlı ve otomatize bir 
sistem olan "PhastSystem" cihazı (GE 
Healthcare, 18-1018-24) ile gerçekleştirildi.  

Kontrol materyali olarak % CDT-TİA Kontrol 
Seti (Recipe 21082) kullanıldı. Hasta örnek 
bazlı yöntem karşılaştırma için pediatrik yaş 
grubundaki (6 ay- 5 yaş) 40 olgudan elde 
edilen serum örnekleri kullanıldı. Bu örnek-
lerin 9'u CDG şüphesi olan ve transferrin 
izoform paterninde anormallikler saptanan, 
10'u malnutrisyon tanısı konmuş ve dolayı-
sıyla katabolik süreçte bulunan ve kalan 21'i 
sağlıklı çocuklardan elde edilmiştir. Olguların 
periferik venlerinden 10 mL’lik kırmızı 
kapaklı tüplere kan örneği alındıktan sonra 
yarım saat içinde 1500 g’de 10 dk santrifüj 
edilerek serumları ayrıldı ve çalışılacakları 
güne kadar -70 ºC’de saklandı. 

İEF Yöntemi ile "Multiphor II" 
Elektroforez Cihazında Transferrin 
İzoformlarının Analizi 

Örnek hazırlığı: 50 μL serum, 3 μL 0,5 M 
NaHCO3, 3 μL 10 mM Fe+3 sitrat ve 444 μL 
hidrasyon çözeltisi karıştırıldı. Hazırlanan 
örnekler ekim yapmadan önce 2 dakika 1500 
g’de santrifüj edildi. 

Bu yöntemde pH değeri 4.0-7.0 olan im-
mobilize poliakrilamid kuru plak jeller (GE 
Healthcare, 80-1128-28) kullanıldı. Jel, rehi-
drasyonun ardından, ısısı 15ºC’ye kadar dü-
şürülen seramik tablanın üzerine yerleş-
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tirilerek, prefokuslama ve ardından örnek 
ekimi (3 μL) gerçekleştirildi. Örnek ekim 
hatları arasında negatif kontrol olarak "bovine" 
serum albumini kullanıldı. Prefokuslama için 
3500Vh (volt saat) güç uygulandı, bu işlem 
bir saat 15 dakika sürdü.  

Daha sonra 100 Vh den başlayarak 9000 Vh 
e ulaşan bir program ile 3 saat 15 dakika 
boyunca yüksek voltaj altında İEF işlemi 
tamamlandıktan sonra poliklonal tavşan anti-
human TRF antikoru (Dako A0061) ile 
bantların immunopresipitasyonu sağlandı. 
Boyama işlemi CBB G250 protein boyası 
(Amresco 6104-58-1) ile manuel olarak 
gerçekleştirildi (28-32). 

İEF Yöntemi ile "PhastSystem" 
Elektroforez Cihazında Transferrin 
İzoformlarının Analizi 

Örnek hazırlığı: 10 μL serum, 10 μL 200 μM 
Fe+3 sitrat ve 30 μL saf su ile karıştırıldı. Oda 
ısısında 10 dakika inkübe edildi. Daha sonra 
tekrar saf su ile 1:25 oranında dilüe edildi. 

Bu yöntemde pH değeri 4-6.5 olan poli-
akrilamid jeller (GE Healthcare, 17-0544-01) 
kullanıldı. "PhastSystem" cihazının "sepa-
ration" ünitesinde prefokuslama ve ardından 
örnek ekimi (0,5 μL) gerçekleştirildi. Prefo-
kuslama için 73 Vh güç uygulandı. Daha 
sonra 185 Vh e ulaşan bir program ile 
yaklaşık bir saatte İEF işlemi tamamlandıktan 
sonra poliklonal tavşan anti-human TRF 
antikoru ile bantların immunopresipitasyonu 
sağlandı. Boyama işlemi, cihazın "develop-
ment" ünitesinde gümüş nitrat (Fluka 85228) 
ile gerçekleştirildi (33, 34). 

Transferrin İzoformlarının Kantitasyonu 

Jeller "Image Scanner 2, 100-240 V" görüntü 
tarayıcı ile tarandı. Bu işlem "Phast" jeller için 
gümüş boyamaya uygun, red filtre kulanı-
larak ve 600 dpi (dot per inch) çözünürlükte, 
"ImmobilineTM Dry Plate" jeller için ise CBB 

G250 boyamaya uygun, blue filtre kulanı-
larak ve 600 dpi çözünürlükte gerçekleş-
tirildi. TRF izoformlarının kantitasyonu için 
görüntü analiz programı olan "ImageMaster 
1D Elite Software" kullanıldı. Arka plan 
etkisini en aza indirmek amacıyla, band seçi-
minden önce "manual background subtrac-
tion" işlemi yapıldı. "Phast" jellerde her hatta 
asiyalotransferrinden hekzasiyalotransferrine 
kadar 7 bant, "ImmobilineTM Dry Plate" 
jellerde ise asiyalotransferrinden heptasiyalo-
transferrine kadar 8 bant saptandı. Bant 
seçimi de "manual" olarak yapıldı. Sonuçlar 
"TRF izoform yüzdesi" olarak verildi.  

Her iki cihazda jel içi ("PhastSystem" ile n=8, 
"Multiphor II" cihazı ile n=7) ve jeller arası 
tekrarlanabilirlik deneyi ("PhastSystem" ile 
n=10, "Multiphor II" cihazı ile n=20) iki farklı 
düzey kontrol materyali kullanılarak 
gerçekleştirildi.  

Transferrin varyantlarından kaynaklanabi-
lecek interferansları ortaya koymak için iki 
farklı düzeydeki kontrol ve iki şüpheli örnek 
nöraminidaz ile muamele edildiktem sonra 
İEF uygulandı.  

Total transferrin ile disiyalo ve tetrasiyotrans-
ferrin arasındaki ilişki ve iki farklı elektroforez 
sistemi arasındaki ilişki Pearson korelasyon 
analizi ile değerlendirildi. Yöntem karşılaş-
tırmada ortalamalar arasındaki farkı değer-
lendirmek için bağımlı gruplarda t testi ger-
çekleştirildi.  

 

BULGULAR 

"Multiphor II" ve "PhastSystem" cihazlarında 
kontrol materyali ile yapılan jel içi ve jeller 
arası tekrarlanabilirlik değerleri (%CV) Tablo 
1 ve 2'de verilmiş olup jellere ait görüntüler 
Şekil 1 ve 2' de görülmektedir. 

 

 
 
 

Tablo 1. "Multiphor II" cihazında yapılan jel içi ve jeller arası tekrarlanabilirlik. 

Jel içi Tekrarlanabilirlik (% CV) Jeller arası Tekrarlanabilirlik (% CV) 

Seviye 2SA-TRF 4SA-TRF Seviye 2SA-TRF 4SA-TRF 
1 (n=7) 3,47 1,88 1 (n=20) 6,44 3,88 
2 (n=7) 3,10 1,92 2 (n=20) 7,04 3,21 
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Tablo 2. "PhastSystem" cihazında yapılan jel içi ve jeller arası tekrarlanabilirlik 

Jel içi Tekrarlanabilirlik (% CV) Jeller arası Tekrarlanabilirlik (% CV) 

Seviye 2SA-TRF 4SA-TRF Seviye 2SA-TRF 4SA-TRF 

1 (n=8) 4,49 1,19 1 (n=10) 5,27 3,15 

2 (n=8) 6,96 0,99 2 (n=10) 6,05 2,89 

 

 

 
 
Şekil 1. "Multiphor II" sisteminde yapılan jel içi tekrarlanabilirlik analizleri: (a) 1.seviye kontrol (b) 2. seviye kontrol 

 
 
 

 

Şekil 2. "PhastSystem" cihazı ile yapılan jel içi tekrarlanabilirlik analizleri: (a) 1.seviye kontrol (b) 2. seviye kontrol 

 
 
"PhastSystem" ve "Multiphor II" cihazları için 
aynı kontrol materyalinin ardışık analizi ile 
bandların ortalama değerleri belirlendi. Bu 
değerler kıyaslandığında "PhastSystem" ciha-
zının "Multiphor II" sistemine göre disiyalo-
transferrin ve tetrasiyalotransferrin için 
gösterdiği farklar Tablo 3'te verilmektedir. 

Transferrin varyantlarından kaynaklanabile-
cek interferansları ortaya koymak için iki 
farklı düzeydeki kontrol ve iki şüpheli örnek 
nöraminidaz ile muamele edilerek tekrar 
transferrin izoformları belirlendi. TRF varyan-
tından kaynaklandığı düşünülen ekstra bant 
görüntüleri Şekil 3' te görülmektedir.  
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Total transferrin ile disiyalotarnsferrin ara-
sında anlamlı pozitif (p=0,022, r=0,283); 
total transferrin ile tetrasiyalotransferrin ara-
sında anlamlı negatif (p=0,025, r= -0,278) 
korelasyon bulundu.   

Hasta örnek bazlı yöntem karşılaştırma için 
40 olgunun serumları "Multiphor II" ve 
"PhastSystem" ile IEF yapılarak regresyon 
analizi yapıldı ve her izoform için grafikler 
oluşturularak iki sistem arasındaki korelas-
yon dereceleri belirlendi. En yüksek korelas-
yonu 2-SA ve 3-SA izoformları (sırasıyla r = 
0,84 ve 0,77 ) gösterdi. Tüm izoformlar için 
korelasyon anlamlı idi (p<0.05). Her bir 
izoform için iki cihazda bulunan sonuçların 
ortalamaları arasında anlamlı fark yoktu 
(p>0.05). (Tablo 4 ve Şekil 4). 

 

 

Şekil 3. Nöraminidaz ile işlemleme ardından elde edilen 
İEF jel görünümü. Hat 1: 1.seviye kontrol, Hat 2: 
1.seviye kontrol+nöraminidaz, Hat 3: 2.seviye 
kontrol, Hat 4: 2.seviye kontrol+ nöraminidaz, 
Hat 5: TRF varyant (?) olgu 1, Hat 6: TRF varyant 
(?) olgu 1+ nöraminidaz, Hat 7: TRF varyant (?) 
olgu 2, Hat 8: TRF varyant (?) olgu 2+ nörami-
nidaz. Mavi ok ile işaretli bölgeler, asiyalotrans-
ferrin bandının üzerinde TRF varyantından 
kaynaklandığı düşünülen ekstra bandı gösterir. 

 

 

Tablo 3. "Multiphor II" cihazı ile "PhastSystem" cihazında belirlenen kontrol materyalinin hedef değerleri ve iki cihaz 
arasındaki % bias sonuçları.  

Seviye İzoform Birim "Phast" Sistem ile 
belirlenen hedef değer    

(n=10) 

"Multiphor II"  ile 
belirlenen hedef değer   

(n=20) 

% Fark 

2SA-TRF % 4,64 4,19 9,69 1 

4SA-TRF % 59,93 59,13 1,33 

2SA-TRF % 9,16 8,31 9,27 2 

4SA-TRF % 54,85 56,03 2,15 

 

 

Tablo 4. "Multiphor II" ve "PhastSystem" ile yapılan yöntem karşılaştırma sonuçları 

"Phast" Sistem (%) (n=40) "Multiphor II" (%) (n=40) İzoform 

Ortalama s Ortalama s 

r p* 

0SA-TRF 1,50 1,49 1,64 1,68 0,67 0,48 

1SA-TRF 0,94 0,89 1,09 1,31 0,63 0,36 

2SA-TRF 6,42 3,09 6,25 4,07 0,84 0,61 

3SA-TRF 9,78 3,04 9,37 3,20 0,77 0,22 

4SA-TRF 55,57 6,20 53,82 7,73 0,65 0,08 

5SA-TRF 19,89 2,65 20,52 3,33 0,63 0,14 

6SA-TRF 6,06 1,47 6,54 2,21 0,31 0,18 
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Şekil 4. Asiyalotransferrin (0SA-TRF), Monosiyalotransferrin (1SA-TRF), Disiyalotransferrin (2SA-TRF), Trisiyalotrans-

ferrin (3SA-TRF), Tetrasiyalotransferrin (4SA-TRF), Pentasiyalotransferrin (5SA-TRF), Hekzasiyalotransferrin 
(6SA-TRF) ölçümü için iki cihaz arasındaki korelasyon.   

 
 
 
 
 
 
 

TARTIŞMA  

TRF izoformlarının analizinde, yüksek selekti-
vitesi nedeniyle izoelektrik fokuslama elek-
troforezi (İEF) referans yöntem olarak kulla-
nılır. Bu yöntem moleküllerin uygun pH 
gradiyenti içinde izoelektrik noktalarına (pI) 
kadar göç etmeleri ve kendi pI’larında 
odaklanmaları dolayısıyla o noktada keskin 
bir bant oluşturmaları prensibine dayanır. 
İEF'de hem poliakrilamid jel hem de agaroz 
jel kullanılabilir. Poliakrilamid jel, agaroz jele 

oranla daha iyi ayrım sağlar; çünkü ayrılma 
hem moleküler eleklemeye hem de elektro-
foretik harekete dayanır (35). Poliakrilamid 
jelin dezavantajı ise akrilamid monomerinin 
nörotoksin oluşu ve jellerin uygun kalınlık ve 
içerikte hazırlanmasının güçlüğüdür (27). 
Agaroz jelin kullanımının avantajları; porla-
rının poliakrilamid jelden daha geniş olması 
ve dolayısıyla 500 kDA’dan daha büyük 
makromoleküllerin bile ayrılabilmesi, ayrım 
ve boyanma zamanının kısa olması ve kom-
ponentlerinin toksik olmamasıdır (36). Ago-
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roz jelin dezavantajı ise poliakrilamid jelden 
daha güçlü elektroendozmosis etkisinin 
olmasıdır (27). Çalışmamızda daha iyi bir 
ayırım sağlayabilmek için her iki sistemde de 
poliakrilamid jeller tercih edilmiştir.  

İEF elektroforezinde, protein göçünü sağla-
yan temel koşul jeldeki pH gradiyentidir. Bu 
pH gradiyenti, jele sonradan ilave edilen 
serbest taşıyıcı amfolitlerle oluşturulabileceği 
gibi pH gradiyentli olarak hazırlanmış jeller 
(immobilize pH gradiyenti) doğrudan da 
kullanılabilir. Serbest taşıyıcı amfolitlerle 
oluşturulan pH gradiyentinde, bir grup 
amfoterik poliaminokarboksilik asit olan 
taşıyıcı amfolitler kullanılır (26). Bu bileşikler 
kendi pI değerlerinde; yüksek tamponlama 
kapasitesi ve çözünürlüğe, aynı zamanda iyi 
ve düzenli bir iletkenliğe sahiptiler (27). pKa 
değerleri arasında ise çok az fark vardır. 
Farklı sayıda (50 ila 100) amfolit karışımı 
ortama eklendiğinde, her bir amfolit, elektro-
forez esnasında kendi pI değerine ulaşıncaya 
kadar göç eder ve böylece pH gradiyenti 
oluşur (26). Çalışmada kullanılacak amfolit 
karışımı seçilirken, ayrılması istenen protein-
lerin pI’ları göz önünde bulundurulur. Ayrım 
geniş bir pH aralığında (örneğin pH 3-10) 
yapılabileceği gibi, daha dar bir alanda da 
(örneğin pH 4-5) gerçekleştirilebilir (35). Dar 
pH aralığı genellikle yüksek rezolüsyon 
istendiğinde tercih edilmelidir. İmmobilize 
pH gradiyenti, taşıyıcı amfolitlerin bir takım 
kısıtlılıklarından dolayı, rezolüsyonu ve üret-
kenliği arttırmak için alternatif bir teknik 
olarak geliştirilmiştir (26, 27). Gradiyent tam-
ponlanmış akrilamid türevleri ile oluşturulur; 
immobilinler poliakrilamid jelde akrilamid 
monomerlerinin ko-polimerizasyonuyla olu-
şur. İmmobilinler, pKa değerleriyle tanımla-
nan zayıf asit ve bazlardır. İstenilen pH 
değerinde tamponlamanın olabilmesi için 
biri asit diğeri baz olmak üzere en az iki 
immobilin gereklidir. Jelin immobilinlerle 
polimerizasyonu esnasında istenilen pH 
değeri, karışımdaki immobilin oranlarıyla 
ayarlanır. İmmobilin oranlarının sürekli de-
ğiştirilmesiyle pH gradiyenti elde edilir (27). 
İmmobilize pH gradiyenti, taşıyıcı amfolitlerle 
oluşturulan gradiyente göre; yüksek rezo-
lüsyon, katodik kaymanın olmayışı, değişme-
yen düzenli iletkenlik ve tamponlama 

kapasitesi, kontrollü iyonik güç gibi birçok 
avantaja sahiptir (37). Bu avantajları nede-
niyle çalışmamızda immobilize pH gradiyentli 
jeller tercih edilmiştir. 

İEF için ısı kontrolünün sağlanması ve etkin 
soğutma yapılması önemlidir. İEF işleminde 
keskin bantlar elde edilebilmesi için elek-
triksel alan gücünün yüksek olması gerekir. 
Bu nedenle yeterli voltajı sağlayabilen ve çok 
fazlı bir İEF protokolünü otomatik olarak 
programlayabilen bir güç kaynağı kullanılır 
(38). Çalışmamızda denenen her iki cihaz da 
bu gereklilikleri karşılamaktadır. Bununla 
birlikte “PhastSystem” programlanan elektro-
foretik güce ulaştığında kendiliğinden alarm 
verebilen hızlı ve daha otomatize bir cihazdır.  

Analitik sebepler dışında, genetik TRF var-
yantlarının serumdaki varlığının da CDT 
düzeylerini etkileyerek yanlış yüksek ya da 
düşük sonuçlara yol açtığı gösterilmiştir (39). 
Yanlış yüksek CDT düzeylerinin nedeni, 
transferrin D varyantının CDT olmayan 
izoformlarının, kromatografik yöntemlerde 
transferrin C varyantının CDT izoformları ile 
beraber elüe olması ya da İEF’de bu izofor-
mlarla beraber aynı izoelektrik noktada 
odaklanmasıdır (14, 40, 41). TRF B varyan-
tının CDT izoformları ise TRF C’ye kıyasla 
artmış elektroforetik mobiliteleri nedeni ile, 
TRF C varyantının CDT olmayan izoformları 
ile beraber elüe olurlar ve yanlış negatif 
sonuçlara yol açarlar (14). İEF yönteminde; 
izoformlardan herhangi birinde, alışılmış 
paternlerin dışında bir yükseklikle karşılaşıl-
dığında, bu durumun TRF varyantından 
kaynaklandığı şüphesine düşülürse örnek 
nöraminidaz ile muamele edilerek sonuç 
kesinleştirilir (42). Nöraminidaz TRF’deki ter-
minal siyalik asit rezidülerini yıkan enzimdir. 
Kişi TRF varyantları açısından homozigot ise 
nöraminidazla muameleden sonra asiyalo-
transferrin bölgesinde tek bir bant, hete-
rozigot ise bu banta ilave olarak asiyalotrans-
ferrin bölgesinin altında ya da üstünde bir 
bant daha (Şekil 5) görülür (43). Böylece İEF 
yönteminde varyantların ölçüm üzerindeki 
interferansı ortadan kaldırılmış olur. Biz de 
çalışmamızda iki örneğin transferrin izoform 
paternlerinin normalden farklı oluşu nedeni 
ile bu örneklerde TRF varyantı olabileceğini 
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düşündük. Bu örnekleri nöraminidazla mua-
mele ettiğimizde asiyalotransferrin bölgesin-
deki bant dışında ilave bir bant daha gördük 
(Şekil 3). Bu durum bize olgularımızdaki 
anormal paternin büyük olasılıkla TRF 
varyantından kaynaklandığını gösterdi. 

TRF molekülünün çeşitli varyantlarının olması 
kadar farklı sayılarda demir iyonu bağlaya-
bilmesi de izoformların pI’larına etki ederek 
ölçümü interfere edebilir (14). Bu nedenle 
yöntemimizin örnek hazırlığı aşamasında 
serum örnekleri demir ile doyurulup tüm 
izoformlar Fe 2¯TRF haline getirilerek bu etki 
ortadan kaldırılmıştır. 

Bu çalışmada tekrarlanabilirlik ve doğruluk, 
serumda en çok bulunan TRF izoformu olan 
tetrasiyalotransferrin ve gerek katabolik sü-
reçlerde gerekse alkolizmde bir belirteç 
olarak tanımlanan CDT’nin en büyük kısmını 
oluşturan disiyalotransferrin izoformlarını 
kullanılarak hesaplandı. Jel içi ve jeller arası 
tekrarlanabilirlik sonuçları değerlendirildiğin-
de her iki cihazda da yöntem kesinliğinin 
tatmin edici düzeylerde olduğunu söylemek 
mümkündür (Tablo 1 ve 2). 

Ticari olarak bulunabilen kontrol materya-
linin hedef değerleri HPLC yöntemine göre 
tanımlanmıştır. Transferrin izoformlarının 
oransal dağılımının kullanılan yönteme bağlı 
olarak değişkenlik gösterdiği ve TRF izoform-
larının analizinde HPLC’nin İEF elektrofo-
rezine kıyasla daha kesin ancak duyarlılığı 
daha düşük bir yöntem olduğu bilinmektedir 
(14, 44). Bu çalışmada İEF elektroforezi ile 
saptanan değerlerin kontrol materyalinin 
belirtilen hedef değerlerine kıyasla a-, mono- 

ve disiyalotransferrin izoformları için daha 
yüksek, tetrasiyalotransferrin izoformu için 
ise daha düşük olmasının iki yöntemin du-
yarlılıkları arasındaki farktan kaynaklanabi-
leceği düşünüldü. Buna ek olarak, tüm TRF 
izoformlarının saptanabilmesine olanak sağ-
layan serum miktarı jele uygulandığında 
tetrasiyalotransferrin açısından aşırı bir yük-
lenme olup tetrasiyalotransferrin bant inten-
sitelerinin değerlendirilmesinde linearite 
kaybı ortaya çıkabilir ve dolayısıyla bu ana 
izoforma ait bantın intensitesi bu bantı oluş-
turan transferrin miktarı ile korele olama-
yabilir. Transferrin izoformları ile toplam 
transferrin düzeyi arasındaki ilişki incelen-
diğinde transferrinin disiyalotransferrin ile 
pozitif buna karşın tetrasiyalotransferrin ile 
negatif korelasyon göstermesi de açıklanan 
analitik koşullara bağlı olabilir. Tüm izofor-
mlara yönelik bir referans materyali mevcut 
olmadığı gibi CDT analizi için sadece 
disiyalotransferrine yönelik olarak sertifiye 
referans materyal geliştirilmesi çalışmaları 
sürmektedir (44, 45). Bu durumda, HPLC 
yöntemi için tanımlanmış olan hedef değer-
leri kullanmak yerine benzer elektroforetik 
yöntemler için önerilen ve kalitatif yöntemler 
için de geçerli olan bir kavramdan yola 
çıkarak pik alanlarının tekrarlanabilirliğinin 
bir doğruluk göstergesi olabileceğini (46) 
kabul ettik ve "PhastSystem" ve "Multiphor II" 
için aynı kontrol materyalini ard arda analiz 
ederek ortalama değerleri bulduk. Bu 
değerleri kıyasladığımızda "Multiphor II" sis-
teminin "PhastSystem" cihazına göre disiya-
lotransferrin ve tetrasiyalotransferrin için 
gösterdiği sapmanın (Tablo 3) kabul edilir 
olduğu düşünüldü.  

 
Şekil 5. Transferrin proteinindeki mutasyonların nöraminidaz ile saptanması (33) 
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40 örnek ile yapılan iki cihaz arasındaki 
korelasyon analizinde her bir izoform için 
anlamlı korelasyonun varlığı gösterilmiştir. 
CDT'nin komponentleri olan 0SA, 1SA ve 
2SA'da ayrıca en fazla miktarda bulunan 
4SA'da oldukça yüksek korelasyon saptan-
mış, buna karşın 6SA'da anlamlı olsa da 
korelasyonun düşük olduğu gözlenmiştir 
(Tablo 4, Şekil 4). Bu durum, gümüş boya-
dan kaynaklanan koyu renk arka planın 
etkisiyle, "PhastSystem" cihazında çalışılan 
jellerde altı siyalik asitli izoformların iyi 
değerlendirilememesinden kaynaklanabilir. 
"Phast" Sistem’de gümüş boyadan kaynakla-
nan koyu renk arka planın etkisiyle 7 SA-TRF 
değerlendirilememiştir ve bu nedenle bu 
bant için yöntem karşılaştırma yapılama-
mıştır.  

Sonuç olarak, transferrin izoformlarının izo-
elektrik odaklama elektroforezi “Multiphor II” 
ve “PhastSystem” cihazları ile gerçekleş-
tirildiğinde uyumlu sonuçlar elde edilmekte 
olup her iki sistemde de transferrin izoform 
analizi gerçekleştirilebilir. Rutin laboratuvar 
uygulamalarında hızı nedeniyle “Phast-
System” tercih edilebilir. 
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