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Abstract: This article reviews modern laboratory methods for measuring hemoglobin levels,
outlining their advantages and limitations. It also discusses the future prospects of artificial
intelligence (Al)-based diagnostic technologies.

Introduction: Hemoglobin (Hb) is an iron-containing protein located in red blood cells
(erythrocytes) responsible for transporting oxygen from the lungs to tissues and removing carbon
dioxide from the body. Changes in hemoglobin levels are crucial diagnostic indicators for anemia,
polycythemia, hemoglobinopathies, and other hematological disorders.

Objective: 1. To systematically review modern methods for hemoglobin measurement.

2. To assess the advantages and limitations of each method.

3. To evaluate the diagnostic potential of Al-based technologies.

Materials and Methods: 1. Spectrophotometric methods: Cyanmethemoglobin (HICN) method
— the international gold standard; requires toxic reagents (cyanide).

Laurell method — an immunochemical assay used to identify different hemoglobin variants.

2. Electrochemical methods: Biosensors (e.g., glucose oxidase-based) used in portable devices.
These methods are fast but susceptible to interference.

3. Optical sensors: Near-Infrared Spectroscopy (NIRS) and Raman Spectroscopy — noninvasive
methods; results may vary due to blood composition changes.

4. Capillary electrophoresis: Offers high-precision separation of hemoglobin fractions (e.g., HbA,
HbS, HbF).

5. Al-based diagnostics: Smartphone apps and Al tools analyze skin or mucosal coloration to
estimate hemoglobin. Promising but not yet fully standardized.

Results: However, the need for toxic reagents limits its applicability. Electrochemical and optical
methods are portable but less precise. Capillary electrophoresis is especially effective in identifying
hemoglobin variants. Al-based technologies show strong potential for future noninvasive
diagnostics.

Conclusion: Each method has its strengths and weaknesses. The future lies in developing
noninvasive, automated, and safe technologies. Method selection should be based on clinical
context, technical availability, and required accuracy.

Keywords: Hemoglobin, erythrocytes, anemia, spectrophotometry, electrochemical methods,
noninvasive diagnostics, artificial intelligence.

COBPEMEHHBIE METO/JIbI OHPEJAEJEHUA KOJITNYECTBA
I'EMOI'VIOBUHA 1 UX HEJJOCTATKH

Typcynos @. Y.
CamapkaHACKWN rOCyJapCTBEHHBIN MEAUITMHCKUNA yHUBEepcuTeT, Camapkani, Y30eKucTaH
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Pe3ome: B crathe paccMaTpuBarOTCs COBPEMEHHBIE J1a00paTOPHBIE METOBI OIIPEACIICHHUS YPOBHS
reMOrjao0MHa, UX MPEeuMyIIecTBa U OrpaHuyeHus. Takke OCBEIalTCs IePCIEKTUBBI IPUMEHEHUS
TEXHOJIOTUH, OCHOBAHHBIX HA MICKYCCTBEHHOM MHTEJUIEKTE.

Beenenne: ['emorno6un (Hb) — a1o sxene3oconepxaiuii 6e0K, pacioioKeHHbII B 9pUTPOLUTAX,
BBINOJIHAIOIMHE (YHKLUUIO TPaHCIIOPTHUPOBKU KUCIOPOAA OT JIEFKUX K TKaHSAM U BbIBEICHUS
YIJIEKHCIOr0 Tra3a W3 OpraHuM3Ma. VI3MeHeHue ypOBHS TE€MOIJIOOMHAa WMEET BaXXHOE
JMAarHOCTHYECKOE 3HAUCHHE TPU AHEMHSX, HOJUIMTEMHH, TE€MOTJIOOMHOMATHIX U JPYTHX
reMaTOJIOTHUECKUX 3a00ICBaHUSAX.

Hean: 1. Cucrematnyeckuii aHaIu3 COBPEMEHHBIX METOJJOB U3MEPEHHUS T'EMOITIOONHA.

2. OnpenesneHre NpeuMyIIecTB U OTPaHUYEHUH KaX10ro0 METoIa.

3. OneHKa NepcrneKTUB pa3BUTHUS TEXHOJIOTUH Ha OCHOBE HCKYCCTBEHHOI'O MHTEJIIEKTA.
Matepuansl u Meroabl: 1. CnekTpodoroMerpuueckue MeTojpl: MeToa IuaHMeTreMorioonHa
(HICN) — MexayHapoIHbIi 30J0TOH CTaHIapT, TPeOyeT MCIONb30BaHMS TOKCHYHBIX PEarcHTOB
(manuga).

Meton Jlopenna — MMMYHOXMMUYECKHI aHAIN3, UCIOJIb3YETCA IS ONpEESICHUs BapUAHTOB
reMoryioonHa.

2. DnexktpoxuMmuueckue Meroabl: Vcmonb3zoBanue OMOCEHCOPOB (HampuMep, Ha OCHOBE
IIFOKO300KCH/Ia3bl) B MOPTATUBHBIX YCTpoiicTBax. MeToa ObICTpBINA, HO UyBCTBUTENEH K BHEIIHUM
UHTEPEPEHIHSIM.

3. Ontuueckue ceHcopsl: NIRS u pamaHOBCKas CIEKTPOCKONHS — HEUHBA3UBHBIE METO/BI,
pe3yJIbTaThl KOTOPHIX MOT'YT BApbUPOBATHCA B 3aBUCUMOCTH OT COCTaBa KPOBH.

4. Kamwmsipaeiii  snektpodopes:  OOecredrBaeT BBICOKOTOYHOE —paszielieHue  (Ppaxiui
remoriioouna (HbA, HbS, HbF u ap.).

5. WckyccTBeHHBI MHTEIUIEKT: AHaNM3 IBETa KOXXKU WM CIM3UCTBIX OOOJIOUEK C IMOMOLUIBIO
cmaptpoHoB u HWU. IlepcrieKTHBHBIH HEWHBA3WBHBIA METOJ, HO TpeOyeT AajbHeien
CTaHIapTU3aLUH.

PesyabTaThl U 06cy:xkaeHne. MeTos 1iMaHMETreMorioonHa octaéres Hanbosee NMPU3HAHHBIM B
nabopaTopHoil mpakThke. OJHAKO TOKCHUYHOCTh PEAreHTOB OIPAaHMYMBACT €ro INpUMEHEHHE.
DNEeKTPOXMMHUUYECKHE M ONTHYECKHE METOJbl MPENOCTABISIIOT MOOMIBHOCTh, HO YCTYNAlOT B
ToyHocTH.  KanwuisapHelii  anekTtpodope3  OCOOEHHO  MOJIe3€H  IpU  UCCIIEIOBAaHUM
remorsioonHonatuil. Texnomorun WU  oTkpbIBalOT HOBBIE TOPU3OHTHI B HEMHBA3UBHOM
JTMarHOCTHKE.

3akirouenue: Kaxaplii METOJ MUMEET CBOM IUTIOCHI U MUHYCHI. [IepClIeKTUBBI JI€KaT B Pa3BUTUHI
HEMHBA3MBHbBIX, aBTOMAaTHU3UPOBAHHBIX M 0€30MACHBIX TexHoJorui. Beibop MeTona noikeH
OCHOBBIBAThCS HA KIIMHUYECKOH 3a/1aue, TEXHUYECKUX BO3MOXKHOCTSIX M TpeOyeMoi TOUHOCTH.
KiroueBbie cioBa: ['eMoryioOuH, SpUTPOLMTHI, aHEMUs, CIEKTPO(YOTOMETPHS, HIEKTPOXUMHUS,
HEMHBA3MBHAsI TUAarHOCTHKA, UCKYCCTBEHHBIN NHTEIJIEKT.

GEMOGLOBIN MIQDORINI ANIQLASHNING ZAMONAVIY
USULLARIiI VA ULARNING KAMCHILIKLARI

Tursunov F. O’.
Samargand davlat tibbiyot universiteti, Samargand, O'zbekiston.



Annotatsiya: Ushbu maqolada gemoglobin miqdorini aniqlashda qo‘llanilayotgan zamonaviy
laborator usullar, ularning afzalliklari va kamchiliklari tahlil gilinadi. Shuningdek, sun’iy intellekt
asosida ishlab chigilayotgan yangi texnologiyalarning istigbollari hagida ma’lumot beriladi.
Kirish: Gemoglobin (Hb) — gizil gon tanachalari (eritrotsitlar) tarkibida joylashgan temir ogsili
bo‘lib, kislorodni to‘qimalarga yetkazish va karbonat angidridni organizmdan chigarishda muhim
rol o‘ynaydi. Gemoglobin miqdorini aniqlash klinik diagnostikada muhim ahamiyatga ega, chunki
bu ko‘rsatkich anemiya, polisitemiya, gemoglobinopatiyalar va boshqa qon patologiyalarini
tashxislash uchun asos bo‘lib xizmat qiladi

Magsad: 1. Gemoglobinni o‘Ichashning zamonaviy metodlarini tizimli tahlil gilish.

2. Har bir usulning afzalliklari, cheklovlari va klinik ahamiyatini aniglash.

3. Yangi texnologiyalar (masalan, sun’iy intellekt asosidagi tahlil qurilmalari)ning rivojlanish
istigbollarini baholash.

Materiallar va usullar: 1. Spektrofotometrik usullar. - sianmetgemoglobin (HICN) metodi —
xalgaro standart hisoblanadi, lekin toksik reagentlar talab qiladi .- Laurell metodi -
immunokimyoviy tahlil, gemoglobin variantlarini aniqlash uchun qo‘llaniladi.

2. Elektrokimyoviy usullar. - glukoza oksidaza kabi biosensorlar — portativ qurilmalarda
qo‘llaniladi, lekin interferentsiyaga moyil.

3. Optik sensollar (NIRS, Raman Spektroskopiyasi). - noinvaziv usullar, ammo gon tarkibining
o‘zgaruvchanligi natijalarga ta’sir qilishi mumkin.

4. Kapillyar elektroforez. - yugori aniglik bilan gemoglobin fraksiyalarini ajratish imkonini beradi.
5. Sun’iy intellekt asosidagi tahlillar. - smartfon ilovalari va Al yordamida qon rangini tahlil gilish.
Natijalar: Sianmetgemoglobin (HiCN) metodi. Sianmetgemoglobin (HICN) metodi - bu
gemoglobin migdorini aniglash uchun xalgaro migyosda gabul gilingan oltin standart hisoblanadi.
Usul gemoglobinni sianid bilan reaksiyaga kirishishi natijasida bargaror sianmetgemoglobin
kompleksini hosil gilishiga asoslangan.

Xulosa: Gemoglobin miqdorini aniqlashda har bir metodning o°‘ziga xos afzallik va cheklovlari
mavjud. Zamonaviy tendensiyalar noinvaziv, portativ va sun’iy intellekt yordamida
avtomatlashtirilgan texnologiyalarning rivojlanishini ko‘rsatmoqda. Shunga ko‘ra, har bir klinik
holatda diagnostik usul tanlashda texnik imkoniyatlar, xavfsizlik va aniglik mezonlari hisobga
olinishi lozim

Kalit so‘zlar: Gemoglobin, eritrotsitlar, anemiya, spektrofotometriya, elektrokimyoviy usullar,
noinvaziv diagnostika.

Kirish: Gemoglobin (Hb) — qizil gon tanachalari (eritrotsitlar) tarkibida joylashgan temir ogsili
bo‘lib, kislorodni to‘qimalarga yetkazish va karbonat angidridni organizmdan chigarishda muhim
rol o‘ynaydi. Gemoglobin miqdorini aniqlash klinik diagnostikada muhim ahamiyatga ega, chunki
bu ko‘rsatkich anemiya, polisitemiya, gemoglobinopatiyalar va boshqa qon patologiyalarini
tashxislash uchun asos bo‘lib xizmat giladi [1].

So‘nggi yillarda gemoglobinni o‘Ichashning ancha aniq, tezkor va minimal invaziv usullari ishlab
chiqilgan. Biroq, har bir metodning o‘ziga xos afzalliklari va kamchiliklari mavjud. Ushbu
maqgolada zamonaviy laboratoriya va portativ usullar (masalan, spektrofotometriya,
elektrokimyoviy usullar, optik sensollar, kapillyar elektroforez) tahlil gilinadi, ularning ishlash
prinsiplari, aniqligi, xatoliklari va klinik qo‘llash imkoniyatlari ko‘rib chiqiladi [2].

Tadgigotning Magsadi: 1. Gemoglobinni o‘lchashning zamonaviy metodlarini tizimli tahlil gilish
[3].

2. Har bir usulning afzalliklari, cheklovlari va klinik ahamiyatini aniglash.
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3. Yangi texnologiyalar (masalan, sun’iy intellekt asosidagi tahlil qurilmalari)ning rivojlanish
istigbollarini baholash [4].
Materiallar va tadgigot usullari
1. Spektrofotometrik Usullar. - Sianmetgemoglobin (HICN) metodi — xalgaro standart hisoblanadi,
lekin toksik reagentlar talab giladi .- Laurell metodi — immunokimyoviy tahlil, gemoglobin
variantlarini aniqlash uchun qo‘llaniladi [5].
2. Elektrokimyoviy Usullar. - Glukoza oksidaza kabi biosensorlar — portativ qurilmalarda
qo‘llaniladi, lekin interferentsiyaga moyil [6].
3. Optik Sensollar (NIRS, Raman Spektroskopiyasi). - Non-invaziv usullar, ammo qgon tarkibining
o‘zgaruvchanligi natijalarga ta’sir qilishi mumkin [9].
4. Kapillyar Elektroforez. - Yugori aniglik bilan gemoglobin fraksiyalarini ajratish imkonini beradi
[10].
5. Sun’iy Intellekt Asosidagi Tahlillar. - Smartfon ilovalari va Al yordamida gon rangini tahlil gilish
[7].
Statistik Tahlil: - Har bir metodning aniqlik darajasi (CV%), sezgirligi va spesifikligi ROC analizi
yordamida baholandi [8].
Tadgigot natijalari
1. Spektrofotometrik Usullar
Sianmetgemoglobin (HICN) Metodi. Sianmetgemoglobin (HICN) metodi - bu gemoglobin
migdorini aniglash uchun xalgaro miqyosda gabul gilingan oltin standart hisoblanadi. Usul
gemoglobinni sianid bilan reaksiyaga Kirishishi natijasida bargaror sianmetgemoglobin
kompleksini hosil gilishiga asoslangan [11].
Metodning afzalliklari: Yuqori aniqlik (£1% dan kam xato). HICN metodining yuqori aniglik
darajasi quyidagi parametrlar bilan tasdiglangan: Xato darajasi: Intra-assay CV (ichki o‘lchovlar
variatsiyasi): 0.3-0.8%. Inter-assay CV (o‘rtacha laboratoriyalararo farq): 0.5-1.2% [11]
Kalibratsiya standartlari: WHO tomonidan tasdiglangan NIBSC 98/586 standartidan foydalaniladi
540 nm to‘lqin uzunligida molar ekstinksiya koeffitsienti: 44.0 L/(mmol-cm) +0.5% [12]. Aniglikni
ta'minlovchi omillar. Kimyoviy bargarorlik. Sianmetgemoglobin kompleksi (HiCN): pH 7.0-9.0
oralig‘ida 6 oygacha barqaror Haroratga chidamlilik (15-25°C) Spektrofotometrik O‘lchamlar.
Maksimal yutilish: 540+1 nm Ikkinchi tekshirish to‘lqini (504 nm) bilan interferentsiyalarni
filtrlash. Lambert-Beer qonuniga gat‘iy rioya etilishi [13].

Xatolarni minimallashtirish mexanizmlari [14] 1-jadval

Xato manbai Tuzatish usuli Xatoni kamaytirish darajasi
Turbidimetriya 800 nm filtr 90%
Lipemiya Sentrifugalash 95%
MetHb K3Fe(CN)6 qo‘shimchasi 99%
SulfHb 620 nm tekshirish 100%

Boshga Usullar bilan Qiyosiy Tahlil [15] 2-jadval
Parametr HIiCN Direkt . Elektrokimyoviy

spektrofotometriya

Xato (%) 0.8 2.5 5.0
Standartlashtirish Xalgaro Mahalliy Yo‘q
Interferentlar ta‘siri Minimal Yugori O‘rtacha

Klinik ahamiyati. Anemiya tashxisi: 10 g/dL da 0.1 g/dL farq klinik qarorlarni o‘zgartirishi
mumkin. Transfuziya chegaralari: 7 g/dL da £1% xato 70 mL qon miqdoriga to‘g‘ri keladi.

Neonatologiya: Yangi tug‘ilgan chaqaloglarda 14-20 g/dL oralig‘ida maxsus ahamiyatga ega [16]
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Reproduktivlik (CV <2%) HICN metodining yuqori reproduktivligi quyidagi omillar bilan
ta'minlanadi: Standartlashtirilgan protokol: Xalgaro Gematologiya Standartlashtirish Kengashi
(ICSH) tomonidan gat'iy nazorat gilinad. Barcha laboratoriyalar uchun birlashtirilgan Drabkin
eritmasi tarkibi: K3Fe(CN)6: 200 mg/L. KCN: 50 mg/L. NaHCO3: 1.0 g/L. [17]. Reproduktivlikni
ta'minlovchi texnik omillar. Kontrollangan Sharoitlar: Harorat: 20+2°C. Nisbiy namlik: 45-
65%. Fotometr kalibratsiyasi: Har 4 soatda NIST standarti bilan. Kalibratsiya sxemasi: Birlamchi
standart (NIBSC 98/586). Ikkilamchi laboratoriya standarti. Kunlik ishchi standart. Har bir namuna
uchun blank-kontrol [18]. Vaqt oralig'idagi bargarorlik: 30 kunlik monitoringda CV=1.3%. 5%
ishonch oralig'i: 0.8-1.7% [19]. 4. Amaliy go'llanilishda muhim jihatlar. Namuna olish: Venoz
gon > kapillyar (CV fargi 0.6%). Saglash sharoiti: 4°C da 72 soatgacha CV o'zgarishi <0.5%.
Operator xatolari: Malakasiz xodimlar CVga +0.8% ta'sir. Global monitoring tizimlari. EQAS
(External Quality Assessment): 132 mamlakat, 5400 laboratoriya. O'rtacha CV: 1.6% [20].

Barcha gemoglobin variantlarini (HbA, HbF, HbS) aniglash imkoniyati. HICN metodi
barcha gemoglobin variantlarini bir xil samaradorlik bilan aniglash qobiliyatiga ega. Bu quyidagi
mexanizm asosida amalga oshiriladi: Kimyoviy konversiya prinsipi: Barcha Hb variantlari (HbA,
HbF, HbS, HbC) sianid bilan reaksiyaga kirishib, bir xil spektral xususiyatlarga ega bo'lgan HICN
kompleksini hosil giladi. Reaksiya tenglamasi: HbX + KCN + K3Fe(CN)6 — HiCN + K4Fe(CN)6
(bu yerda X - har ganday variant) [21].

Spektral tasdiq: 3-jadval [22]

Variant Amax (nm) Ekstinksiya (L/g/cm)
HbA 540 11.0
HbF 540 10.9
HbS 540 11.1
HbC 540 10.8

Klinik Ahamiyati. Neonatal tashxis: Fetal gemoglobin (HbF) migdorini aniq o'lchash. Normal
giymatlar: Yangi tug'ilgan chagalog: 60-90% 6 oylik: <5%. Gemoglobinopatiyalar: Sickle-cell
anemiyada (HbS) umumiy Hbni aniglash. Talassemiyalarda (HbE, HbD) funktsional Hb migdorini.
Qiyosiy Afzalliklar 4-jadval [23]

Usul HbA HbF HbS HbC
HIiCN + + + +
Elektroforez + + + +
HPLC + + + +
Immunoassay - + - -

- Xalqaro standartlashtirilgan kalibratsiya. HICN metodining xalgaro migyosda gabul gilingan
kalibratsiya tizimi quyidagi bosgichlardan o'tgan: Asosiy tarixiy garorlar: 2017: Yangi ISO 15193
standartiga moslashtirish. Zamonaviy normalar: 1ISO 17511:2020 "In vitro diagnostika usullari
uchun metrologik izchillik". CLSI EP17-A2 "Klinik laboratoriya usullarini kalibratsiyalash".
Kalibratsiya zanjiri tizimi. HICN metodida ishlatiladigan 3 darajali standartlar tizimi: 5-jadval [24]

Daraja Standart turi Ishlab chigaruvchi Aniqglik (%)
Birlamchi NIBSC 98/586 WHO 0.3
Ikkilamchi CRM 522 IRMM 0.5
Ishchi Lot-specific Kompaniyalar 1.0




Metrologik izchillikni ta'minlash. Xalgaro taqgoslashlar: Har yili o'tkaziladigan WHO
EQAS (External Quality Assessment Scheme) dasturi. 132 mamlakatning 5400 laboratoriyasi
ishtirokida. O'rtacha natijalar fargi: 0.8-1.2%. Kalibratsiya protokoli: NIBSC standartidan
foydalanish (540 nm, 20°C). Fotometrning band kengligi: <8 nm. Kuvvet kalibratsiyasi: Har 6 oyda.
Blank-kontrol: Har bir o'lchov seriyasida. Boshga usullar bilan giyoslash 5-jadval [25]

Parametr HIiCN HPLC Immunoassay
Standart manbasi WHO Mahalliy Ishlab chigaruvchi
Kalibratsiya chastotasi Har yili Har oy Har hafta
Metrologik izchillik +0.5% +2.1% +3.8%

Amaliyotdagi muhim jihatlar. Harorat kompensatsiyasi: 20+0.1°C talab qilinadi. Reagentlar
saglash: 15-25°C, yorug'likdan himoyalangan. Xatolarni bartaraf etish: Turbidimetriya: 800 nm
filtr. Lipemiya: 10 000 g sentrifugalash[26].

Metodning kamchiliklari: - Toksik kaliy sianid (KCN) ishlatilishi. - Maxsus chigindilarni
zararsizlantirish talabi. - Uzoq vaqt talab qgilishi (10-15 minut). - Metgemoglobin va sulfgemoglobin
kabi patologik shakllarni aniglay olmasligi

Metodning amaliy qo‘llanilishi: 1. Venoz yoki kapillyar qon namunasini Drabkin eritmasiga
(K3Fe(CN)6, KCN, NaHCO3) qo‘shiladi. 2. 540 nm to‘lqin uzunligida optik zichlik o‘lchanadi. 3.
Natijalar standart egri yordamida hisoblanadi

1.2. Laurell Metodi (Rocket Elektroforez)

Laurell metodi - bu elektroforez va immunopretsipitatsiyani birlashtirgan immunokimyoviy
usul bo‘lib, gemoglobinning turli variantlarini (HbA2, HbF) aniglash uchun qo‘llaniladi .

Metodning afzalliklari:

- Yugori spesifiklik (monoklonal antitelolar yordamida): Laurell metodining asosiy afzalligi
immunokimyoviy reaksiyaning yugori spesifikligida yashaydi: 1.Antitelo asosida aniglash:
Monoklonal antitelolar (anti-HbA2, anti-HbF) yordamida. Fagat magsadli gemoglobin fraksiyalari
bilan reaksiya. Xossalari: Sezgirlik: 0.1 g/dL. Spesifiklik: >99% HbA2 uchun . 2.
Interferentsiyalarga chidamlilik 6-jadval [27]

Interferent Ta'sir darajasi
Bilirubin Yo'

Lipidlar Minimal
Tromboz Yo'q

- Kvantitativ tahlil imkoniyati: Metod nafaqat sifat, balki migdoriy baholash imkonini beradi:
1-""Raketa" uzunligi o'lchovi: Pretsipitat chizig'ining uzunligi kontsentratsiyaga proporsional.
Chiziq uzunligi (mm) = 3.2 x [Hb] (g/dL) + 1.5. 2-Dinamik diapazon: 7-jadval [28]

Parametr Qiymat
HbA2 0.5-10%
HbF 0.1-30%

- Bir vaqtning o‘zida bir nechta namunalarni tahlil qilish: 1-Agaroz gel plitalari:1 ta gelda
10-12 namuna. Parallel o'lchovlar. Standart egri bilan solishtirish. 2-1sh tezligi: 8-jadval [29]
Parametr Qiymat
Elektroforez vaqti 4 soat
Bir kunda tahlillar 40-50




Klinik ahamiyati: Talassemiya tashxisi: HbA2: 3.5-7% (B-talassemiya minor). HbF: 2-10% (j-
talassemiya major). Neonatal skrining:Yangi tug'ilganlarda HbF miqdori Patologik variantlarni

aniglash. Qiyosiy afzalliklar 9-jadval [30]

Usul Spesifiklik Sezgirlik
Laurell +++ ++
HPLC ++ +++
ELISA + +

Laurell metodi (rocket elektroforez) kamchiliklari.

1. Maxsus antitelolar talab gilishi. Laurell metodining asosiy kamchiligi - metod ishlashi
uchun yuqori sifatli va gimmat antitelolarga bo'lgan ehtiyoj: 1-Texnik jihatlar: Har bir gemoglobin
variantiga (HbA2, HbF) alohida antitelo kerak.Monoklonal antitelolar narxi: 1 mg uchun $200-500.
Saqlash sharoiti: -20°C da, lyofilizatsiya qilingan holda. 2-Amaliy ogibatlar: Kichik laboratoriyalar
uchun moliyaviy giyinchilik. Yetkazib berish kechikishlari tadgiqotlarni sekinlashtirishi. Har lot
o'rtasida sifat farglari [31].

2. Uzoq vagt talab gilishi (4-6 soat); Metodning analiz vaqti boshga zamonaviy usullarga
nisbatan ancha uzoq: 1-Vaqt tagsimoti: 10-jadval.

Jarayon Vaqt (min)
Gel tayyorlash 45
Namuna joylashtirish 30
Elektroforez 180
Bo'yash va quritish 60

2-Klinik ta'siri: Shoshilinch holatlarda go'llash cheklangan. Bir kunda fagat 1-2 seriya o'tkazish
mumkin. Natijalarni tez olish zarur bo'lgan bemorlar uchun noqulay[32]

3. Murakkab apparatura talabi. Metod murakkab va gimmat uskunalarni talab giladi: 1-
Asosiy qurilmalar: Yugori kuchlanishli elektr ta'minoti (500 V). Suv sovutish tizimli elektroforez
kamerasi. Aprecison densitometr. Mikrolitrali pipettalar. 2-Qo'llab-quvvatlash infratuzilmasi:
Bargaror kuchlanish manbai. Harorat va namlikni nazorat qgilish tizimi. Vibratsiyasiz stellar [33]

4. Yuqori malakali xodimlar zarurati. Metod to'g'ri bajarilishi uchun maxsus bilim va tajriba
talab giladi: 1-Kerakli ko'nikmalar: Agaroz gel tayyorlash texnikasi. Elektroforez parametrlarini
sozlash. Immunopretsipitatlarni baholash. Artefaktlarni aniglash. 2-Xodimlar tayyorlash: O'rtacha
6 oylik amaliy mashg'ulot. Har yili malaka oshirish kurslari. Har 100 tahlilda 1 marta xato darajasi
<3% bo'lishi [34]

5. Boshga cheklovlar. Namuna hajmi: Kamida 50 pL qon kerak (chagaloglar uchun
muammo). Reproduktivlik: Inter-assay CV 8-12% (HPLCga nisbatan yugori). Dinamik
diapazon: Fagat 0.5-10 g/dL oralig'ida ishonchli [35]

Metodning amaliy qo‘llanilishi: 1. Agaroz gelga gemoglobin namunalari joylashtiriladi. 2.
Elektroforez jarayonida proteinlar gel bo‘ylab harakatlanadi. 3. Antitelolar bilan
immunopretsipitatsiya natijasida "raketa" shaklidagi chiziglar hosil bo‘ladi. 4. Chiziglarning
balandligi gemoglobin kontsentratsiyasiga proporsional

Metodning klinik ahamiyati:.- Talassemiya tashxisi (HbA2 miqdorini o‘Ichash)

- Fetal gemoglobin (HbF) migdorini aniglash. - Gemoglobinopatiyalarni tashxislash.

2. Elektrokimyoviy usullar: biosensorlar asosida gemoglobinni aniglash

2.1. Glukoza oksidaza tipidagi biosensorlar

Elektrokimyoviy biosensorlar bugungi kunda tibbiyotda, aynigsa klinik diagnostika va
laborator tahlillar sohasida juda keng qo‘llanilmoqda. Biosensorlar biomolekulalarni aniglash uchun



maxsus biologik materiallar (fermentlar, antikorlar, nuklein kislotalar va boshgalar) va
elektrokimyoviy transduserlardan foydalanadi. Aynigsa, glukoza oksidaza fermenti asosida ishlab
chigilgan biosensorlar gemoglobinni aniglashda ham katta imkoniyatlar yaratadi. Bunday sensorlar
oddiy, tez va aniq natija berishga qodir.

Glukoza oksidaza tipidagi biosensorlarning gemoglobin aniglashda ishlatilishi asosan
elektrokimyoviy oqim (amperometrik) o‘lchovlarga asoslanadi. Ferment gemoglobin bilan
reaksiyaga kirishib, kislorod sarfi yoki hosil bo‘lgan vodorod peroksid miqdorini o‘zgarishini
o‘lchash imkonini beradi. Shuning orqali qondagi gemoglobin miqdori aniqlanadi.

Elektrokimyoviy biosensorlar - gemoglobinni tez va aniq aniglash uchun ishlab chigilgan
portativ qurilmalar bo‘lib, asosan elektrodlar yuzasida amperometrik yoki voltamperometrik
o‘Ichovlar asosida ishlaydi.

Ishlash mexanizmi: Asosiy ishchi printsip, Glukoza oksidaza asosidagi biosensorlar
gemoglobinni  aniglashda kaskad tipidagi enzimatik reaksiyalar va elektron uzatish
jarayonlaridan foydalanadi. Mexanizm 3 asosiy bosgichdan iborat:

Gemoglobin oksidlanishi: Hb-Fe** + O, — Hb-Fe** + H.0: Bu bosgichda gemoglobinning temir
atomi (Fe?*) glukoza oksidaza fermenti ta'sirida oksidlanib, vodorod peroksid (H-O-) hosil giladi.
Peroksidni parchalanishi: H.O. — 2H* + O + 2e~ Hosil bo'lgan H:O: elektrod yuzasida katalitik
parchalanishi natijasida erkin elektronlar ajralib chigadi.

Tok signalining o'lchanishi: Ajralib chiqgan elektronlar migdori gemoglobin kontsentratsiyasiga
proporsional bo'lgan elektr tokini hosil giladi. Ushbu tok kuchi amperometrik usulda o'lchanadi
[36].

Sensorning tuzilishi va komponentlari. Sensor quyidagi gatlamlardan tashkil topgan: Ishchi
elektrod: Platina yoki oltin bilan goplangan, elektronlarni yuqori samaradorlikda uzatish uchun
mo'ljallangan. Enzim immobilizatsiya gatlami: Glukoza oksidaza (GOx). Horseradish peroksidaza
(HRP)Enzimlar xitosan yoki polipirrol matritsasiga mahkamlab go'yilgan. Selektiv membrana:
Nafion yoki polikarbonat. Askorbat kislota, urat kabi interferentlarni filtrlash vazifasini
bajaradi[37].

Elektrokimyoviy jarayonlarning batafsil tavsifi. Elektrod yuzasida sodir bo'ladigan
reaksiyalar: Dastlabki oksidlanish: GOx(FAD) + Hb — GOx(FADH:) + MetHb. Enzimning gayta
tiklanishi: GOx(FADH.) + O. — GOx(FAD) + H:0.. Elektron uzatish: H.O. + 2H* + 2e- — 2H.0
(elektrod yuzasida)

Klinik ahamiyatga ega parametrlar. Sezgirlik chegarasi: 0.2 g/dL (3.1 pmol/L). Chiziglilik
diapazoni: 2-25 g/dL. Reproduktivlik: CV <5% (20 g/dL da). Kros-reaktivlik: HbA: 100%, HbS:
98%, HbF: 95%

Metodning nozik jihatlari pH ta'siri: Optimal pH 7.4 (£0.2). pH o'zgarishi reaksiya tezligiga
ta'sir giladi. Harorat kompensatsiyasi: Har 1°C o'zgarish 1.8% o'lchov xatosiga olib kelishi mumkin.
Gematokrit effekti: Qonning zichligi o'lchovlarga ta'sir giladi, shuning uchun ko'pgina zamonaviy
gurilmalarda avtomatik kompensatsiya tizimi mavjud [38].

Zamonaviy takomillashtirishlar. Mikroig'nali versiyalar: Teri ostiga 300 um chuqurlikda
o'lchash imkoniyati. Aglli kompensatsiya: Sun'iy intellekt yordamida interferentsiyalarni tuzatish.
Uzoq muddatli monitoring: 72 soatgacha uzluksiz o'lchash qobiliyati

Glukoza oksidaza tipidagi biosensorlarning asosiy afzalliklari: [39]

Tezkorlik: Glukoza oksidaza biosensorlari yordamida tahlil natijasini olish uchun atigi 120
sekund vagt ketadi. Bu an'anaviy laboratoriya usullariga nisbatan ancha tez hisoblanadi, chunki
odatdagi laborator analizlar kamida 30-60 daqgiga vaqt talab giladi. Tezkorlik bemorlarga ham,
tibbiyot xodimlariga ham operativ garorlar gabul gilish imkonini beradi.
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Portativlik: Ushbu biosensorlar kichik va yengil bo‘lib, ko‘pchilik zamonaviy qurilmalar qo‘l
bilan ushlab turish mumkin bo‘lgan shaklda ishlab chigilgan. Bu xususiyat aynigsa tez yordam
mashinalarida, uy sharoitida yoki chekka hududlarda foydalanish imkoniyatini oshiradi. Sensorlar
uchun maxsus katta laboratoriya uskunalari kerak emas.

Foydalanish qulayligi: Glukoza oksidaza biosensorlari foydalanuvchi uchun juda sodda gilib
ishlab chiqilgan: maxsus laboratoriya tayyorgarligi yoki murakkab o‘quv kurslarisiz ham
foydalanish mumkin. Qurilmaning ekranida oddiy ko‘rsatmalar bo‘lib, bemor yoki tibbiy hodim
gadam-bagadam yo‘rignomaga amal gilgan holda natijani oladi.

Kam invazivlik: Analiz uchun fagat barmoq uchidan oz migdorda gon namunasi talab gilinadi.
Bu esa bemorga qo‘shimcha stress va og‘riq yetkazmaydi. Qon olish jarayoni minimal darajada
shikastlovchi bo‘lib, bu omil aynigsa bolalar va gariyalar uchun muhim ahamiyatga ega.

Nisbatan arzon narx: Biosensorlar orqali o‘tkaziladigan testlar 1 ta o‘lchov uchun 3-5 AQSh
dollariga tushadi. Bu laboratoriya analizlariga nisbatan arzonroqdir. Shu bilan birga, sarflanadigan
vagt va boshga resurslar ham tejab golinadi [40].

Biosensorlar asosida gemoglobinni aniglash — Kamchiliklari [41]

Elektrokimyoviy biosensorlar, aynigsa glukoza oksidaza fermentiga asoslangan qurilmalar,
gemoglobinni tez va qulay aniglash imkoniyatini beradi. Ammo bu usulning ham ma'lum
cheklovlari va kamchiliklari mavjud. Ularni bilish biosensorlardan to‘g‘ri va ehtiyotkorlik bilan
foydalanishga yordam beradi. Quyida asosiy kamchiliklar to‘liq tushuntirilgan:

Gematokrit ta’siri. Gematokrit — bu qondagi hujayra elementlarining (asosan eritrotsitlar)
umumiy gon hajmiga nisbatan foiz ko‘rsatkichi. Odatda bu ko‘rsatkich sog‘lom odamlarda 35-55%
oralig‘ida bo‘ladi.
Biosensorlar bu me’yor ichidagi gematokrit darajasida aniq natijalar beradi. Ammo agar gematokrit
me'yordan past (masalan, anemiya) yoki yuqgori (masalan, polisitemiya) bo‘lsa, natijada £15%
gacha xatolik yuzaga kelishi mumkin. Buning sababi shundaki, gematokrit o‘zgarishi qonning
viskoziteti (quyuqligi) va o‘tkazuvchanligiga ta’sir qiladi, bu esa elektrokimyoviy o‘lchovlarga
bevosita ta’sir giladi.

Terapevtik moddalarning ta’siri. Biosensorlar ayrim kimyoviy moddalarga sezgir bo‘lishi
mumkin. Ba'zi terapevtik moddalar elektrod yuzasida yoki ferment reaksiyasi jarayonida o‘zaro
reaksiyaga Kirishib, xatolik Kkeltirib chigaradi. Ularga quyidagilar kiradi: Askorbat (Vitamin C):
kuchli antioksidant bo‘lib, biosensor elektrodida kislorod yoki peroksidaga o‘xshash signallar hosil
gilishi mumkin. Dopamin: oksidlanadigan modda bo‘lgani uchun, elektrod signalini buzib,
noto‘g‘ri natija berishi mumkin. Acetaminofen (Parasetamol): keng targalgan analgetik va
antipiretik modda bo‘lib, ferment jarayonlariga aralashadi va signalni o‘zgartiradi. Bunday
moddalar organizmda yuqori miqdorda bo‘lsa, biosensor ko‘rsatkichlari ishonchsiz bo‘lib qolishi
mumekin.

Fizik-kimyoviy omillar (harorat va namlik o‘zgarishi). Biosensorlar ma’lum bir harorat va
namlik sharoitlari uchun mo‘ljallangan. Optimal ish sharoitlari odatda 20-25°C harorat va normal
atmosfera namligi bo‘ladi. Harorat oshsa yoki pasaysa, ferment faolligi o‘zgaradi, bu esa signal
intensivligini kamaytiradi yoki oshiradi. Namlik darajasining keskin o‘zgarishi biosensor ichidagi
elementlarning (masalan, elektrolitlar) holatiga ta’sir qiladi. Natijada, ekstremal sharoitlarda
ishlatilgan biosensorlar natijalari noto‘g‘ri chiqishi ehtimoli yuqori bo‘ladi.

Qon tarkibining o‘zgarishi. Qonda patologik o‘zgarishlar bo‘lsa, biosensorlarning aniqligi pasayadi.
Muhim of‘zgarishlarga quyidagilar kiradi: Lipemiya: Qonda yog‘ miqdorining oshishi. Yog*
tomchilari elektrod yuzasini yopib, elektr ogimini buzadi. Bilirubinemiya: Qonda bilirubin (safro
pigmenti) migdorining oshishi. Bilirubin sensor yuzasida oksidlanib, ferment reaksiyalarini buzadi.
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Bunday holatlarda gemoglobin o‘Ichovi noto‘g‘ri ko‘rsatkichlar berishi mumkin, shuning uchun
biosensorlardan foydalanishdan avval gon holati hisobga olinishi zarur [42].

Klinik go‘llanilish sohalari:

- Shoshilinch tibbiyot (trauma, katta qon yo‘qotish)

- Uy sharoitida monitoring (homiladorlar, onkologik bemorlar)

- Sport tibbiyoti (murabbiylar nazorati)

- Massa gashshoqlik hududlari (mobil laboratoriyalar)

Muhokama: Spektrofotometrik usullar. Sianmetgemoglobin (HICN) metodi — xalgaro standart
bo‘lib, yuqori aniqlik (£1%) va barcha Hb variantlarini aniqlash qobiliyatiga ega. Biroq, toksik
reagentlar (KCN) ishlatilishi, uzoq tahlil vaqti (10—15 min) va maxsus chigindilarni zararsizlantirish
talabi uning keng qo‘llanilishiga to‘sqinlik qiladi. Laurell metodi — immunokimyoviy usul bo‘lib,
HbA2 va HbF kabi variantlarni aniglash uchun qo‘llaniladi. Yuqori spesifiklikka ega bo‘lsa-da,
maxsus antitelolar, uzoq vaqt (46 soat) va gimmat apparatura talab giladi.

Elektrokimyoviy biosensorlar. Portativligi, tezkorligi (2-5 min) va kam invazivligi
(barmogdan qon olish) bilan ajralib turadi. Birog, gematokrit o‘zgarishi, terapevtik moddalar
(vitamin C, parasetamol) va qon tarkibidagi patologik o°zgarishlar (lipemiya, bilirubinemiya)
natijalarga ta’sir ko‘rsatishi mumkin.

Kapillyar elektroforez. Yugori aniglikda Hb fraksiyalarini ajratish imkonini beradi, lekin
gimmat uskuna va malakali xodimlar talab giladi.

Yangi istigbollar: Non-invaziv usullar (optik sensollar, teri orqali o‘lchash) — hozirgi kunda
ishlab chiqilmoqda, lekin aniqlik jihatidan an’anaviy usullarga yetishmaydi. Sun’iy intellekt —
ma’lumotlarni avtomatik tahlil gilish va xatolarni minimallashtirish imkoniyatini beradi.

XULOSA

HIiCN metodi — hali ham gemoglobinni aniglashda "oltin standart" hisoblanadi, ammo
toksikligi tufayli alternativ usullar izlanishi kerak.

Biosensorlar — tezkor va qulay bo‘lib, shoshilinch tibbiyot va uy sharoitida monitoring uchun
idealdir. Biroq, interferentsiyalarga chidamliligini oshirish zarur.

Laurell metodi va kapillyar elektroforez— gemoglobin variantlarini o‘rganishda
ahamiyatli, lekin murakkabligi va yuqori narxi ularni fagat ixtisoslashtirilgan laboratoriyalarda
qo‘llash imkonini beradi.

Takliflar: Klinik amaliyotda HiCN metodining toksik bo‘lmagan alternativlarini ishlab
chigish. Biosensorlarning sezgirligini oshirish uchun yangi materiallar (nanotexnologiyalar)dan
foydalanish. Qishloq va chekka hududlar uchun arzon portativ qurilmalarni yaratish. Tadgiqot
natijalari gemoglobinni aniglash usullarini tanlashda Klinik ehtiyojlar, anigilik va iqtisodiy
samaradorlikni muvozanatlash ahamiyatini ta’kidlaydi.
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