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Yitksek Lisans Tezi
DEGISIK YAS GRUPLARINDAKI ANEMILI HASTALARIN FETAL
HEMOGLOBIN DUZEYLERININ ALKALI DENATURASYON
YONTEMI ILE SAPTANMASI

Jale OZASLAN
Gaziantep Universitesi-Saglik Bilimleri Enstitlisi,
Biyokimya Anabilim Dali

Darugman : Yrd. Do¢c.Dr. Necat YILMAZ
Ocak 1997 - 95 Sayfa

Bu ¢aligmamin amaci, Gaziantep Universitesi Aragtirma ve Uygulama Hastanesine
anemi gikayeti ile bagvuran toplam 119 hasta (6 ay-2 yag grubu, 29; 2-15 yag grubu,
30; yetigkin kadin, 42; yetigkin erkek 18) ve 38 kontrol bireyin (6 ay-2 yag grubu 8; 2-
15 yag grubu 18; yetigkin kadin ve erkek, 12) fetal hemoglobin degerlerini alkali
EMQ yontemi ile saptayarak, alerﬂm__g kaynagimin fetal hemoglobine bagh
olup olmadigim aragirmaktir. Aynica MCV < 78 fL. 85 ve 2.5-70.0 yas aras1 90
hastanin fetal hemoglobin degerleri saptanarak, yag, RBC, Hb, Hct ve RBC ve
indisleri  arasindaki korelasyonlanni arastimaktir. Sonuglardan hipokromi ve
mikrositoz nedeninin fetal hemoglobine bagli olmayip, Fe eksikligine bagh
olabilecegi duglinilmigtir. Ayni zamanda korelasyon sonuglann MCV < 78 fL. olan
hastalann HbF yoniinden aragtinimas: gerektigini diygindiirmekiedir. Kolay, ucuz ve
tekrarlanabilir olmasi nedeni ile alkali denatiirasyon y6nteminin rutin  HbF
saptamalannda kullanilabilecegi sonucuna vanimmstir,

Anahtar Kelimeler : HOF, Hb, anemi, MCV.



ABSTRACT

M.S. Thesis

DETERMINATION OF FETAL HEMOGLOBIN LEVELS OF ANEMIC PATIENTS IN
DIFFERENT AGE GROUFS BY USING ALKALI DENATURATION METHOD

Jale OZASLAN
Gaziantep University-Graduate School of Health Sciences

Department of Biochemistry

Supervisor : Asist. Prof: Necat YILMAZ
Ocak-1997, 95 Pages

The goal of this study is to establish the values of fetal hemoglobin at 119 patients
who applied to the Gaziantep University Sahinbey Research and Application Hospital
complaining of anemia (6 month-2 age group, 29 ; 2-15 age group, 30 ; adult, women,
42 ; adult men ; 18) and 38 control subjects (6 month-2 age group, 8 ; 2-15 age group,
18 ; adult women and men, 12) using the alkali denatiration method and to study
whether or not anemia is related to fetal hemoglobin. In addition, 85 patients with
- MCV < 78 fL and 90 patients between ages of 2.5 -70.0 the correlation values of fetal
hemoglobin, age, RBC, Hb, Het and RBC indices were also examined.

The results showed that the reasons of hypochromia and microcytosis were not
associated with fetal hemoglobin but could be as a result of iron deficiency. The
negative correlation between HbF values and MCV in patients with MCV < 78 fl
suggests there is a need for further study of their higher HbF etyology. We concluded
that alkali denaturation method is cheap, easy and reproducible for routine and
investigation purposes in clinical laboratories.

Key Words : HbF, Hb, anemia, MCV.
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LGIRIS

1.1. Calismanmmn amaci ve kapsamu

Crick 1953 yilinda santral dogma teorisini ortaya attiktan sonra eritrositlerde yer alan
ve respirasyonda goérev alan hemoglobinin yapisi anlagilmaya baglanmgtir.
Hemoglobin dort hem ve dort globinden olusan bir molekill olup, globin
zincirlerindeki farklilktan dolayr HbA (o; B), HbA; (0zys) ve HBF (05,) olarak alt
grupiara aynilmaktadir.

1961 yilinda Dintz hemoglobin sentezinin nbozomlarda oldugunu kanitlammgtir.
Boylece hemoglobinin protein yapisinda oldugu ortaya ¢ikmustir. Perutz ve Lehmann
da X-gim kristalografisi ile hemoglobinin ii¢ boyuthy yapisim agiklamglardir (Perutz
ve Lehmann 1968, Huisman et al., 1977). Bu gelismelerden sonra hemoglobin protemn
yapist en iyi bilinen molekiil olarak molekiiler patolojisi  dier kalitsal hastahklara
oranla daha fazla anlagilmugtir .

Hemoglobin molekiiliiniin kalitsal anomalileri ki grupta incelenmektedir. Bunlar,

1) Yapisal anomali gosteren hemoglobin varyantlan, “hemoglobinopatiler”olarak
adlandinimaktadir.

2) Hemoglobin polipeptit zincirlerinden bir yada daha fazlasmin sentezinin azalmasi ya
da olmamas nedeni ile ortaya ¢ikan bozukluklar ““talasemiler” olarak
smiflandinimaktadir (Perutz ve Lehmann 1968, Thompson et al., 1991, Huisman et al |
1993).

Hemoglobinopatiler ve talasemilerin goriilme sikhi@ wklara ve cografi konuma gore
degisiklikler gostermektedir. Tirkiye genelinde yapilan ¢aligmalarda B-talassemi igin
gorilme sikligr % 3.9, a-talassem i¢in % 3 olarak bulunmustur (Yiregir 1987, 1989a,
1989b, 1990, Huisman 1990).Hemoglobinopatiler iginde en sik  goriilenler arasinda
basta HbS gelmektedir. Bunu HbC, HbD, Punjab ve HbE bunlan takip etmektedir.



HbS %30 tasyiciik oram ile en sik ekvator Afrikasmda, %8 Bati Afiika ve bu
yorelerden go¢ eden insanlarin yasadifi bolgelerde gﬁrﬁlxhektedir (Bmtler 1986,
Lukens ve Lee 1993). Ulkemizde HbS tagwicih@n Cukurova bolgesi igin % 8.2
oramnda bulunmugtur (Arcasoy, 1994).

Eti Tark orijinli kisilerde elektroforetik tarama sonucu HbS % 15.3, HbE % 0.47, B-
talasem % 1.23 olarak bulunmugtur (Altay ve ark.1978).

Hemoglobin molekiilii yapisinda yer alan globin zincirdernin (a, 8, v, 8) vapsal
ozelliklerinin  farkhihifindan dolay1t kimyasal aywaglardan defisik  bigimde
etidlénmektedir. Bu hemoglobin varyantlarimin nitel ve nicel analizlerine olanak
saglamaktadir. Bu noktadan hareketle bir ¢ok yontem (alkali denatiirasyon, asit
eliisyon, elektroforez, HPLC, immunolojik yontemler ve DNA analizlen wvs.)
geligtirimugtir.

1951 yihnda Singer ve grubu yetigkin hemoglobininin % 96’siu olugturan HbA ve
% 3.5 - 4.0’in{ olugturan HbA, min alkali ortamda ¢oziindiigiini, buna kargin fetal
yagsamda baskim olup, yetiskinde % 2’nin altinda bulunan HbF’in alkalilere karsi
direngli oldugunu bulmusiardir. Bu alkali denatiirasyon yonteminin baglangig noktast
olmustur (Singer et al, 1951). Daha sonraki willarda bu yontem modifiye edilerek
hatalardan anndinimaya caliglmigtir (Betke et al., 1959, Pembrey et al., 1972). Bugiin
kullandan ise yontemin modifikasyondan sonraki yeklidir.

Guniimuzde kalitsal kan hastaliklaninin kesin olarak onlenmesi olasi olamamaktadir.
Bu konuda yapilabilen en iyi yontem toplumun taranmas: ile bolgenin tagidis1 riskin
saptanmasi ve prenatal tam yoluyla homozigot dogumiarnin énlenmesidir. Son yillarda
DNA analizleni ile hemoglobin hastaliklarmin prenatal tanilarina yonelik olarak bir ok
¢alismalar yapilmaktadir. Bunlar ya dogrudan defektli DNA analizleri veya dolayh
yoldan DNA analizlen seklinde olmaktadir (Orkin 1984, Copper ve Schmidtke 1991).

Gaziantep Akdeniz Bélgesine yakiligindan dolayr talasemi ve hemoglobinopatili
hasta bulundurma olasihg: olan bir ildir. Bu hastaliklarla ilgili olarak ilimizde daha
once bir ¢alisma yapilmamustir. Bu nedenle caligmamizda Gaziantep Universitesi



Sahinbey Aragtirma ve Uygulama Hastanesine anemi gikayetleri ile gelen degisik yay
grubundaki 119 hastada (6 ay-2 yag grubu 29, 2-15 yag grubu 30, engkin kadin 42,
erigkin erkek 18 ve bunlar igin olugturulan kontrol gruplan) bu hastatik gruplannda
bilinmesi dnemli olan fetal hemoglobin dizeylerini alkali denatiirasyon yontemi ile
saptayarak. sonuglar istatistiksel olarak degerlendirilmigtir.

Aynca 24 hastamin selilloz asetat membran hemoglobin elektoforezi ve alkah
denatiirasyonia saptanan fetal hemoglobin degerleri istatiksel olarak karsdastiritnugtir.

Farkh zamanlarda biribirlerinden ‘degigik sikayetlerle gelen 9 hastamn ikiser kez
gahisilan HbF degerlen arasinda istatistiksel anlamlilik olup olmadiy aragtiniougtir.
Bunlann yani sira fetal hemoglobinin 6l¢tim stabilitesi de mcelenmigtir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Hemoglobinin Yapisr ve Fonksiyonu

Hemoglobin eritrosit hiicrelerinde bulunan 64.456 dalton agirliginda,
sferoidal yapida, maksimum ¢ap1 6.4 nm olan tetrametrik ‘bir protendir.
Hemoglobin dort hem ve dort globin zincirinden meydana gelir (Sekil
2.1). Tiim hemoglobinlerde hem grubunun yapisi ayni olmasina ragmen
globin zincirleri amino -asit sayilan ve “dizilerindeki farkhiliklarla® ayrihr
(Huisman, 1993).

(@) | (b)

Sekil 2.1: Hemoglobinin yapist (a. Oksijen uzaklagtiktan sonra; b. Oksijen
baglandix zaman meydana gelen baz konformasyonel degisiklikleri
gostermektedir).

Hem Fe (II) ve protoporfirin ‘bilesigi ile bagh haldedir. Fe (IT)
protoporfirin bilegifinde yer alan dort pirol halkasinin' azot atomiar ‘ile
dort valansh bir koordinasyon kompleksi meydana getirir. Tki-degerlikli
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Fe atomlan alt1 tane koordinasyon bag: yapabilme 6zelligine sahiptir. Bu
nedenle son iki valansmm birini globin zincirinin (87. amino asit « yada
92. amino asit B) histidin amino asitinin imidazol azotuna baglanmasinda,
son valansm ise oksijene geri doniigtimlii olarak baflamada kullamir
(Fairbank ve Klee 1986, Nelson ve Momis 1984). Demir atomunun
oksijene tersinir olarak baglanmasi hemoglobinin femel bir
fonksiyonudur. Kanin maksimum oksijen baglama kapasitesi, igerdigi
hemoglobin miktan ile parelellik gosterir. Fizyolojik olarak kanm digiik
oksijen afinitesi solunum fonksiyonunu yapabilmesi i¢in oksijen vericisi
olarak kullamilmasina olanak vermektedir (Bauer,1982). Hem demirine
oksijenin baglanmasi hemoglobin molekiilinde bir dizi yapisal
degisikliklere neden olur. Bunlar,

1- T (Tense), deoksithemoglobin formu,
2- R (Relaxed), oksihemoglobin formu.

T formu R formundan daha yiksek CO: ve daha disik oksijen
afinitesine sahiptir. T formunda iken oksijenin azalmas: ile konformasyon
R formuna donbstirilir (Bauer,1982). T hali hemoglobin alt birimi
arasmmda ¢ok sayida iyonik ve alt grup baglanmalann sonucudur.
Glikolittk yolun bir ara @irini olan 2,3-DPG (2,3-Difosfogliserat) T
halinde merkez boslugunu doldurur. T durumunda dort hemdeki tim
demirler ytiksek spinlidir ve R halinden daha bityiik ¢aphdir (Fairbank ve
Klee,1986). Bu nedenle demir porfirin halkasinn diizleminin disma ¢ikar
(Sekal 2.2). Oksijenasyon su sekilde anlasilabilir :

Oksijenin bir molekiilii bir o zincirine girer ve hem grubunun Fe **sine

baglanr. Demir atomu disik spine gecer ve porfirin halkasmin



diizlemine girer (0.28 nm’lik bir depisiklik). Bu yer depistirme F heliksin
proksimal histidinlerine iletilir. "
His F8

Sekal 2.2: Oksidasyonda demif atomunun hem diizlemi i¢indeki hareketi.

Daha sonra komsu § zincirinin C ve G helikslerinin pozisyonlarinda bir
degisiklik olur. Bu konformasyonel degisiklikier sonucu alt birimler arast
ve igindeki birgok tuz baglan ile 2,3-DPG baglan kinlir. Merkez bosluk
daha Kkugilir ve 2,3-DPG digan ¢ikanlr. Burada tanimlanan
konformasyonel degisiklikler oksijeﬁ ahgveriginde fonksiyonel olan of8-
dimerleri igin gegerlidir. Tetramerde tuz baglan varken ve 2,3-DPG
merkezdeki bosluktayken oksijen uzaklastiilir ve R durumundaki
konformasyonel degisiklikler tersine dondirilir. 2.3-DPG yada H' °da
bir artma varsa T konformasyonu tercih edilecektir. Viicutta
entrositlerdeki 2,3-DPG  konsantrasyonundaki artma hemoglobinin
oksijen afinitesini azaltir ve dokulara oksijen naklini artirir. Bu anemide
kompanse edici énemli bir mekanizmadwr. Bunun tersine diisiik 2,3-DPG
konsantrasyonu oksijen disosiasyon egrisini sola kaydmr. Bu durumda

hemoglobinin oksijen afinitesi artar ve dokulara oksijen aktarimi azahr.



2.3-DPG, fetal hemoglobine erigkin hemoglobininden daha zayif bir
sekilde baglanir. Ciinkii fetal hemoglobinin y zincirinin H21 artipy histidin
yerine serin igerir ve 2,3-DPG’i santral bosluk icinde tutan tuz
koprillerinin olugsumuna katkida bulunamaz. Bu nedenle, 2,3-DPG, fetal
hemoglobinin T geklinin kararlihif iizerinde daha yiizeysel bir etkiye
sahiptir. Birbirlerinden farkli hemoglobinlerin  oksijenle yan-yariya
doymus olduklan kismi basmnglan yani Pse degerleri farkh olmaktadir.
Fetal hemoglobin igin bu deger 20 mmHg iken HbA igin 26 mmHg’dir. Bu
farkhilik sayesinde HbF plasental kandaki HbA’dan oksijen
¢cekebilmektedir. Bu dofum sonrasi uygun degildir. Cinki HbF’nin
oksijene olan biyiik ilgisi dokulara O: nakledilmesini engeller. Fetal
hemoglobinin oksijene yetiskin hemoglobininden daha biiyiik bir afiniteye
sahip olmasmm nedeni bu olaydir (Mentes ve Ers6z,1993).

Hemoglobin tetramerleri bu sekilde kolaylikla oksijen baglayip tasidiklan
halde, hemoglobindeki tetramerler monomerlerden meydana gelirse,
(HbH, B4 ve Hb Barts, v4 gibi) oksijen baglama kapasitesi 1i¢ defa daha
az olur. Cunku oksxjeﬁm baglandif1 u¢ a znciridir. Bu zincirin ¢ksik
olusu veya olmamasi nedeni ile oksgen taginamamaktadir (Fairbank ve
Klee,1986). Hemoglobinin sigmoidal sekildeki oksijen disosiasyon egrisi
akcigerlerdeki oksijenin kismm basincinin artmasi ile oksijene afinitenin
arttifams gosterir. Hemoglobinin oksijen afinitesindeki bu degisiklikler (pH
7.2 - 7.6) Alkali-Bohr etkisi olarak bilinir (Sekil 2.3).

Dokulardaki HbO, — Hb déniisimii, pH azalmasi ve sicaklik artmas: gibi
metabolik baz: iglemler sonucu meydana gelir. Oksijenasyonun tersi ise
CO’in atlmasidr. CO, plazma kadar eritrositlerde de taginir.
Entrositlenn az bir kisminda CO, ¢oziiniir. Az bir miktar karbamino-CO,



olarak amino gruplarina baglanir. Fakat daha fazla miktar bikarbonat
formunda kalir. Karbonik anhidraz enzimi kapiller doku yataklarindayken
eritrositlerdeki karbondioksiti bikarbonata doniigtirme :reaksiyohunu
katalizler ve akcigerin kapiller yataklanndayken eritrositlerdeki
{(bikarbonattan CO,’nin uzaklagmasi) ters yo6ndeki reaksiyonu katalizler

(Bauer, 1982).
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Sekil. 2.3: Normal insan hemoglobininin olesijen disosiasyon efirisi. Koyu renkle gdsterilen normal yetigkin kanmm disosiasyon
efirisini gostermektedir (sicaklk 37°C, pH 7.4, Pooy 35 mmilg). x ve v eksenindeki kesim noktalars | Ps, ve oksijenin kasmi
basmomu (27 munfig) vermekiedir. Psy hemoplobin ¢ozeltisinde %50 oksihemoglobin ve %50 deoksihemoglobin oldugimn ifade
eder. Sycaklik artar, pH azalr yada Peo: artarsa efiri safa kaymaktadir. Bu kayma oksijene afiniteyi azaltarak verilen oksijen
basarcmda, hemogiobinden oksijenin uzaklagmasin artirmaktadsr. Swcaklik diiger, pH artar ya da CO, basmct azalusa oksijen

disosiasyon egirisi sola kavar. Bu kayma ise verilen oksijen basmemda hemoglobinin oksijeni baglama kapasitesini artisr. Bo
nedente oksijenin serbestiegmesi engellenmiy olur (Bauer, 1982),

2.2. Hemoglobin Sentezi

Hemoglobini olusturan hem ve globin kismu ayn sentez yollan izlenerek

yapilip, daha sonra birlesmektedir.

2.2.1. Hem Sentezi
Hem sentezi vicudun birgok hiicresinde, mature eritrositler harig,

meydana gelir. Daha ¢ok yapim eritroid onciillerinde olmaktadir. Siiksinil



KoA glisinle kararsiz bir ara @rin olan a-amino f-ketoadipik *asit |
tizerinden, dekarboksilasyon.ﬂe 3-amino-leviilinik asite {ALA) doniigar. -
Reaksiyonu ALA sentaz enzimi katalizler. Bu kondensasyonun pridoksal
fosfata (B vitamini) gereksinimi vardir ve mitokondride meydana gelir.
ALA az miktarda idrarda bulunur. Fakat hem sentezindeki
anormalliklerde salgilanmasi artar. Tki mol ALA, ALA dehidraz enzimi
aracihipy ile kondanse olarak Sekil 2.4’te gorildiigi gibi porfobilinojeni
olugturur (Nelson ve Morris,1984). Dort  molekiil porfobilinojen
uroporforinojen I ya da 1 elusturmak tizere reaksiyona girer. Tip I
izomern koproporfirinojen 11 ve protoporfirinojen yolu ile protoporfirine
dontgtarilir. Bazi hastabklarda bu yol kismen bloke edildiginde
uroporfirinojenin tip I izomerleri ve koproporfirinojen meydana gelir ve
bunlann oksitlenme iiriinleni Giroporfirin 1 ve koproporfirin I miktan artar
(Sekil 2.4, Sekil 2.5).

Protoporfirin normalde mature eritroidlerde butunur. Kursun zehirlenmesi
ve demir cksiklifinde serbest eritrosit protoporfirin artar. Demir
protoporfirine mitokondrial enzim olan ferrogelataz enzimi ile yerleserek,

hem kismini olusturur.
Trikarboksilik asit déngistinden

co0” Nyt
a‘Amino— 8-Amino Leviflinik Asit -
B-Keto Adipat :

€00 cooK

Siksinil KoA + Glisin

COOH  CH,

2 Anina Tevitindk Aelt ———=—~ Porfobilinoien

Sekil 2.4: Siksinil koenzim A ve glisinden porfobilinojen olusumu.



Porfobilinoi

. ipi iir -ii
Uroporfirinojen Il —>  Uroporfirin HI {roporfirinI < Uroporfirinojen I
N v
\ idrar ve gaita R
A 4 LN
Koproporfirinojen Il — KoproporfirinII  Koproporfirin < Keproporfirinogen 1
{ ™S
Frotogosfitpojen IX w1 e
Protoporfirin IX + Fe **

Sekil 2.5: Porfobilinojenden Hem olugumu (Nelson ve Morris, 1984).

2.2.2 Globin Sentezi

Globin sentezi normobiast ve retikiilositin sitoplazmasinda meydana gelir.
Polipeptid zincirleri ribozomlarda sentezlenir. m-RNA aracilifr ile DNA
tzerindeka tlgili genden almman sifreye gore t-RNA amino asitleri tagir.
Polipeptid  zincirinin uzamasi, amino asitin N-terminalinden olur.
Ribozomda sonlandmici kodona gelindiginde, olusan polipeptid
rtbozomdan aynlir ve ¢ boyutlu konformasyonunu kazanir (Nelson ve
Morris, 1984).

2.3. Hemoglobinin Parcalanmasi

Omiirlerini  tamamlayan  eritrositler  retikilloendotelyal  sistemin
makrofajlarinda demir, protoporfirin ve globin olmak tzere ii¢ kisma
aynlir. Demir retikiiloendotelyal sistem ve karacigerde depolanir ve

yeniden hemoglobin sentezinde kullanilir. Globin parcalanir. Olusan
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amino asitler, amino asit havuzuna aktarilir. Protoporfirin halkas: acilir ve
bilirubine donugtiriderek viicuttan atilir (Nelson ve Morris, 1984).

2.4. Globin Protein Yapis1

Hemoglobin molekiiliiniin protein kismum olugturan globin dort tir
polipeptid zincini ihtiva eder. Normal kistlerde dofumdan sonraki
yasamda ¢ farkli hemoglobin tiri vardir. Bunlar HbA, HbA, ve
HbFdir. Normal insandaki bu hemoglobinlerin farkli ozellikler tagimalart
globin zincir yapilannm farklihigmmdan kaynaklanmaktadir. Globin
zincirlerinde birmncil yapilar farkblik gosternirken, ikincil yapilar
birbirlerine oldukca benzerdir. Her zincirin yaklasitk % 75’1 saga
dondsimli a-heliks yapisi gosterir. D-heliks disinda zincirlerin tiimiinde
A ve H harflenri arasinda gosterilen, uzunluklari hemen hemen esit sekiz
helikal segment vardir (Sekil 2.6).

FG2

Sekil 2.6: Globin polipeptid zincirinin helikal segmentleri.
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D-heliks bu kurala uymaz ve o zincirinde yedi amino asit bulunur.
Helikal segmentler arasmda aynca yedi adet non-helikal segment
bulunmaktadir. Non-helikal segmentler NA, AB, CD, EF, FG, GH ve HC
seklinde gdsterilir. Bu diizen yapssal olarak ¢ok 6nemlidir. Non-helikal
segmentlerin goérevi molekiitiin egilip, bukiilip, katlanmasm saglamaktir.
Helikal sistemde her amino asit bir harf ve bir sayi ile belirlenir. Harf
heliksi yanmdaki say1 ise heliks igindeki pozisyonu gosterir. Omegin, a
zincirinde 87, B, y ve 8 zincirlerinde 92 numarali amino asit olan ve
heme baglanan histidin helikal diizenlemede tim normal zincirlerde F8
olarak gosterilir.

Globin zincir yapisi iginde polar amino asitler molekiiliin yiizeyinde su ile
etkilesecek sekilde yerleserek molekiiliin ¢6ziinebilirligmi artinrken non-
polar amino asitler i¢ boliimde yer alir ve birbirleriyle hidrofobik ve Van
der Waal’s baglanma yaparak yapmm dayamklihgm artinrlar. Bu sferik
tersiyer yapi tiim normal hemoglobinlerde aymidir. Hem demiri, proksimal
histidin (F8) ile kovalent bag yapar, oksijen baglandigi zaman ise hem ve
E7’°deka histidin (distal) ile kovalent bag yapar. Bu sayede E ve F
nonpolar bolgede futulur. Bunun yam sira molekiltin diger bolimleri ile
Van der Waal’s baglan yaparak tersiyer yapiyr giiclendirir (Thompson
1991, Telen 1993).

12
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Sekil 2.7: Beta globin polipeptid zincirinin tersiyer yapist (Huisman
et al.,1977).
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2:5. Clobin Zincirterinin Gen Y-

Globin polipeptid zincirleri o, B, v, 8, &, ve 8 seklinde Yunan alfabesi
kullanilarak isimlendirilmigtir. Bu proteinlerin genleri iki gruba aynhr
{(§ekil 2.8).

o-Gen Kimesi , g v Yo a2 o
(Kromozom 16) 5 {11 —{ {1163

p-Gen Kimesi ' € Gy Ay vp 5 B ,
(Kromozom 11) s ——{F——{—{7—1—{F—:

L 1 Bl i | 1 1 J
0 10 20 30 40 50 60
Kilobaz

Sekil 2.8: Globin gen kiimeleri organizasyonu.

I- -w-Benzeri globin genleri,
2- §-Benzeri globin genleri .

I- a-Benzeri globin genleri : 16. kromozomun kisa koluna yerlesik olup,
DNA’da yaklagik 30 kilobazlik (kb) bir yer tutar.

2- P-Benzen globin genleri : 11. kromozomun kisa koluna yerlesmis
olup, DNA’da yaklasik 50 kb’lik bir yer tutar (Diesseroth et al., 1977,
Nienhuis ve Benz, 1977a, Diesseroth et al., 1978, Karlsson et al., 1985,
Lukens et al., 1993).
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Hemoglobin sentezi genetik kontrol altinda oldufundan, buniarla igili
genlerin yapisi aydinlatildiktan sonra o ve € zincirerinin 16. kromozom
iizerinde €, B, vy, & genlerinin ise 11. kromozom fizerinde oldugu
anlagilmigtir. Bunlann aminc asit diziligleri Selal 2.9’da verilmektedir
(White et al., 1973).

Her bir a globin zincirinde 141 ve §§, v ve 8§ zincirlerinde 146 amino asit
bulunmaktadir. Bunlann amino asit siralann C ve N terminal uglarnmdan
yaratlanilarak tespit edilmigtir. 8, y ve 8 zincirleri homolog zincirlerdir.
ve O zinciri biribirinden 10 amino asit farkhidir. 3 ve § zincini arasmda 39
amino asitte farkbilik vardir. Ayrica y zincirinde dort adet izolosin
bulunurken, {3 zincirinde bu amino asit yoktur. Normal insan
hemoglobinlerinin (HbA, HbA, ve HbF) yapisinda &, o, , o, €, Gy, Ay ve
3 ve P gorev alirken, W&, wa, ve ya, 0 ve yB’nmn hicbir fonksivonu
yoktur. 8 geninin fonksiyonel onemi heniiz bilinmemektedir. y geninin
tek bagma rolii bihnmemekle birlikte Switch mekanizmasma gore fetal
hayatin son bir ka¢ haftasimda ynin $ ve daha sonra da 8’ya
dontisimiinde yer aldigy diiginiilmektedir. y zincir yapisim belirleyen iki
gen lokusu vardir. § genlerinin yakininda lokalize olup, her ikiside bir tek
amino asit digmda birbirinin aymst olan proteinleri kodlar. Bu genlerden
biri § zincirinin digeri § zincirinin yapisim saptar. Bunlar Gy ve Ay olarak
gosterilir. Ay, 136. pozisyonda alanin ve 75. pozisyonda treonin ve Gy’
da 136. pozisyonda glisin ve 75. pozisyonda izolosin bulunur. AyT
varyanti 6zellikle bazi irksal gruplarda gozlenmektedir.
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Fetal yasamda toplam y zincirlerinin % 75.;ini Gy, % 25%ini ise Ay
olugturur. Dogum sonrasi bu oran deglsm:ekte ve erigkinde % 60 Ay ve %
40 Gy'ya donasmekiedir (Karlsson ve. Nienhuis 1985, Fairbank ve Klee
1986, Huisman 1993)(Sekil 2.10).

Tam fonksiyonel globin genleri 3 ekson (globin zincirlerini kodiayan
diziler) ve 2 intron (protein translasyonunda rol oynamayan) igerirler.
Translasyona ugramamasma ragmen genin 5' ve 3' bolgelerindeki diziler
oldukca onemli olup, gen ekspresyonunda rol oynarar. Promotor bolge
ise transkripsiyonun bagladifi bolgenin oniinde 100 baz ¢ifthk bir alam
kapsar (Sekit 2.11).

Globin zincir % oraniart

0 0 20 30 40 2 2 6
Gebelik hafias Dogum Yas (ay)

Sekil 2.10: Globin genlerinin ekspresyonunda gelisimsel degigiklikler
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Promotor bélge 5 Terciime 3 Tercime
edilmeyen bolge edilmeyen bdlge

8

Sekil 2.11: Globin gen yapis: (Lukens et al., 1993).
2.6. Normal Hemeoglobinler

Normal erigkin bir insanda hemoglobinin % 97°si HbA olup, bilesiminde
2 normal o ve 2 normal B zinciri vardir. aB, seklinde gosterilir.
Engkinde HbA’ya ek olarak iki minor hemoglobin daha vardir. Bunlar
HbA, ve fetal hemoglobin adi verilen HbF dir. HbA, genellikic toplam
hemoglobinin % 2.5 - 3.0°@nt olusturur. Bu yapida ise B zinciri yerine 8
zinciri geiir‘ ve a8, scklinde ifade edilir. HbF’de ise 2a ve 2y zincin
vardir. ayy, olarak gosterilir. Normal yetiskindeki deperi % < 2°dir
Embriyonik donemde ise Portland, Gower 1 ve Gower II hemoglobinleri
bulunur (Fairbank ve Klee, 1986).
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Tablo 2.1 : Normal insan hemoglobmleri (Tietz ve Logan 1986, Telen et
al,, 1993).

Cranlar

lsim Sembol Molekdler Yapi Erigkin Yeni Dogan
Erigkin hemoglobin A oz B2 9% 97 % 20
Hemaoglobin Az Az oz 82 % 2.5 % 0.5
Portiand (Embriyonik) E272 0 0
Gower-l (Embriyonik) ta82 0 0
Gower - Il (Embriyonik) o2 8 0 0
Fetal Hemoglobin F o272 <%h2 77,0473

Degisik yas gruplarinda RBC ve indisleri ile Hb, Het degerlerinin
degisimi Tablo 2.2°de gértlmektedir.

2.7.Prenatal Yasamdan  Postnatal Yasama Gegildiginde
Hemoglobinde Meydana Gelen Degismeler

Hemoglobin sentezi prenatal ve postnatal yagam siliresince belirgin
gelisifrisel cie{;isim gosterir. Tim evrelerde degismcy;:ﬁ a ve B benzer
zincirler arasindaki dengedir. Ikisinden birinin az sentezlenmesi digerinin
sentez hiznm degigmesine neden olur. a ve B genlerimin her ikisi de
geligim evrelernin farkll dénemlerinde (embriyo, fetiis, yeni dogan ve
erigkin) aktive olurlar. Bu genlerin ardigik aktivasyonu sonucu degigik
evrelerde farkli hemoglobinler sentezlenir. Bu aktivasyona neden olan
olaylarin ne oldugu hentiz tam olarak bilmmemektedir (Nienhws 19774,
Nienhuis 1977b, Huisman 1993).
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Eritropoezin mezoblastik doneminde itk sentezlenen hemoglobin, 2 zeta
(&2) ve 2 epsilon (g;) zincirlerinden olugan (£,€,) Hb Gower-1’dir. Bundan

kasa bir siire sonra o, ve f§ zincir sentezi baglar (ekil 2.12).

g -y yvo a2l
o -Benzer genler &' — {83 Kromozom 16
‘ £ Gy Ay VP 5 P
B-Benzer genler 5 B BB {—8B B —3 Kromozom N

' l
i |
Hb Gower1 | \
L€ | |
22 | X
| |
1 |

Hemoglobinter b Gower2 1 HbF : Hbgz HbA

oy € , %%, L %28 b,
i [
! !
Hb Portland ! !
1 I
$2%2 ! I
| 1
1 1

Gelisme Dénemi  Embriyonik | - Fétal | Erigkin

t I

Sekil 2.12: Normal hemoglobinlerin alt gruplan baskin olduklan geligim
donemleri ve bu zincirlen kodlayan sekiz genin kromozomal

lokalizasyonu.

Bu swada iki embriyonik hemoglobin, Hb Gower-II (a; &) ve Hb
Portland (£, ;) gozlenir. Altinci gebelik haftasindan sonra ise y zincir
sentezi baglar ve gebeligin on uglinci haftasinda fetiistaki hemoglobin
HbF olup, embriyonik hemoglobinier kaybolur. Gebeligin ilerlemesiyle y

zincirlerindeki kademeli azalmaya karsin  § zincir sentezinde artima

21




gozlenir. Otuzbeginci haftada % 85°¢ diigen HbF duzeyleri % 3-4
oraninda azalmaya devam ederken HbA diizeyler artar (Sekil 2.13).

Hicre lipi @Megalobtast O Makrosit ‘ 0O Normosit
Eritropoezs,
Bolgesi
8 50-
R
2
> 40 p
o
C
% 30+ -
£
5 20
o
o 10
0 3 3
.»"'.. &
T 1 T R T i 1 T T T T ) T
6 12 18 2 30 361 6 12 18 24 30 36 42 4B
Gebelik yast (hafta) Dogum Yas (hafta)

Sekil 2.13: Fetiis ve yeni doganda eritropoezis gelisimi. Hemoglobin
sentezinden sorumlu hicreler, iligkili organlar ve her evrede sentezlenen

globin zincir tipleri.

HbA,’nin yapismda yer alan 8-globin geni ise fetal yasamm son
donemine kadar aktive degildir. Kordon kaninda eser miktarda bulunur ve
normal yetigkinin yagami boyunca ise % 3.3’in altinda bulunur (Huisman,
1993).
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2.8. Anormal Hemoglobinler

1910 yilinda Birlesmis Milletlerde Herrick’in orak hiicre anemisini
tanimlamasmimn ardmdan Pauling, itano, Singer ve Wells 1941 yilinda orak
hiicre anemisinin molekiler bir hastahk oldufunu tespit etmiglerdir.
Gunumizde 700°1n tzerinde Hb varyanti bilinmektedir (Tablo 2.3).

Tablo 2.3 : 1989 yimda yaymnlanan varyant tip ve sayilan (Daniel et
al. 1987, Kutlar et al., 1991).

Zincir tipi Toplam
a- Zincir varyantlan 148
f- Zincir varyantlan 264
v~ Zincir varyantian 54
8- Zincir varyantlan 17
Flzyon hemoglobinleri 9
Delisyon hemoglobinleri - 13
[ki (ya da daha fazla) nokta mutasyoniu Hb.ler 11 .
Uzamus zincirli Hb.ler (C- tenminal) 7

Uzamus zincirli Hb.ler (N- terminal)

Uzamig zincidi Hb.ler (insersiyon)

2.9. Fetal Hemoglobinin Yapisal Ozellikleri

Fetal hemoglobin F; ve F, olmak iizere binbirine benzeyen iki
fraksiyondan olugmustur (Lechner et al.,1977). Fetal yasamda baskm olan
bu hemoglobin, total hemoglobinin % 90-95’ini olusturur. Bunun % 20’si
F; fraksiyonu geri kalam F, fraksiyonudur. Hamileligin yaklasik alti
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aymdan sonra HbF degerleri yavag yavas % 80’¢ diiser. Bu nedenle
dogum esnasinda kordon kam % 70-80 HbF, % 10-15 HbA ve % 0.5°den
daha az HbA, icerir. Fetal hemoglobinin prenatal yasamdan postnatal
yagama gegigten sonra ki degisimleri Tablo 2.4’te verilmektedir. F,
fragmami 1y zincirinin N-terminalinden asetillenmis amino grubu
bulundarur (Roberts ve Cederbaum, 1972).

Tablo 2.4: Fetal hemoglobinin postnatal yasamdaki degigimi (Tietz ve
Logan,1986).

Kordon 59 34
- Kam §.Gin 3.Hafta Hafta Ay |  S.Ay 1118 Ay ] FErigkin -
HbF 77.0:7.3 | 76.8:58 { 70.0+7.3 | 62.9:11.0 | 23.2:16.0 | 4.7:2.2 16+£1.0 - <2

- Gebeligin maternal HbF sentezini aktiflestirdigi bu nedenle HbF igeren
e&ms:t sayisimnda _y.aklasxk bes misii blr artma ile maternal HbF
seviyesinin yaklastk % 10-15 arasinda oldugu dugtntlirken daha
sonralari yapilan caligmalarda bunun tim gebelere genellenemeyecegi
gosterilmigtir. Baz1 gebelerde artarken bazisinda degismemigtir. Maternal
HbF’deki artmaya ise transplasental kanamanm neden olabilecegi
sonucuna vardmigtir (Virgilio ve Simon 1977, James ¢t al., 1983).

Fetal hemoglobinin diger 6zelliklerini soyle siralayabiliniz (Bauer, 1982).

1- Elekroforetik hareketi HbA’dan daha yavastir.
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2-Alkali denatiirasyona direnglidir: Bu 6zeHigi Singer’in alkali
dénatfuasyon testinin temelidir.

3- Asit clisyona direnci HbA’dan iki kat daha fazladir. Bu HbF’'in
karakteristik harcketi Klethauer’in asit eliisyon teknifinin temelidir.

4- HbF HbA’dan iki kat daha hzh Met-Hb’ne oksitlenir. Bu durum
kismen yeni doganm Met-Hb olugturmaya egilimini agtklamaktadir.

5- HbF oldukga yiksek oksijen afinitesine sahip ve 2,3-DPG’ye
baglanmasi ile oksijen affinitesi azalmaktadir.

2.10. Fetal Hemoglobinin Arttify ve Azaldii Duramlar

HbF diizeyi bircok hematolojik neoplastik ve endokrin hastaliklarda
artarken, azalmasma sadece birkag hastalik tablosunda rastlanir. Bunlar
asagida verilmektedir (Cooper ve Hougland 1972, Bertles 1974).

I- HbF’in Arttag Durumlar

a) Anemi : Birgok edinsel ve konjenital anemide HbF % 2-5 aras1 bir
artma gosterir. % 25’e kadar artrms HbF degerleri myelofibrosis (primer
ya da sekonder), aplastik anemi (primer ve sekonder) ve paroksismal

nokturnal hemoglobiniiride goralmektedir.

b) Talasemiler : Yiikksek HbF degetleri (% 50 ve iizeri) homozigot B-
talasemilerde ve hemoglobinopati-talasemi  baglantii  hastahklarda
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gorilir. Daha dusik degerler (% 20°ye kadar) 5B-talassemilerde
goriilmektedir.

¢-) Herediter persistan fetal hemoglobin (HPFH) : HPFH
homozigotlarda HbF % 100, heterozigotlarda ise % 20 civarmda bulunur.

d-) Hemoglobinepatiler : Homozigot HbS hastaign ve kararsiz
hemoglobinlerde HbF sirasiyla % 20 ve % 10 oranlarinda bulunur.

e-} Losemiler : En yitksek deferi (% 50) Philadelphia kromozemu
negatif jivenil myelositik 16semide goriilmektedir. Losemmin  degisik
tirlerinde de HbF konsantrasyonlan artabilmektedir (Kiesselbach ve

Wagner, 1972).

f-) Endokrinopatiler : Endokrinopatiler ektopik sckresyonlanm ve
tirotoksikozun sebep oldugu tiimorleri kapsamaktadur.

g-) Kromozomal anormallikler : Trisomi D ;.
2. HbF’in Azaldig Durumliar
a. Heterozigot o -talassemi,

b. Heterozigot § - talassemi,
¢. Down Sendromu : (trisomi G ;) (Wilson,1968).
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2.11. Hemoglobinopatiler

Hemoglobinin protein kismimda yani globinde gorillen ve genetik bir
bozukluga dayanan vyap1 degisikligini ifade eder. Bu degigiklikler
hemoglobinde ¢oziintulik ve dayanmikhilik azalmasi ve oksijene kargt
lgide artma ortaya c¢ikararak, eritrosit fonksiyonlanmn bozulmasina
neden olmaktadir (Berkarda ve Ulutin, 1977).

2.11.1.Hemoglobinopatilerin Smiflandiriimasi

Anormal hemoglobin sayis1 bugiin 700 civarmda olmasina ragmen, yalniz
bir kismi hastalik yapmaktadir. Fonksiyonel oOzelliklerine gore anormal
hemoglobinler soyle smiflandiniabilir (Berkarda ve Ulutin, 1977).

a-)Fizyolojik degisiklik yapmayan anormal hemoglobinler klinik 6nemleri
yoktur. .

b-)Hemoglobin sentezinde dengesizlik durumlann veya talasemi
sendromlari. Burada hemoglobinde yapi bozuklugu yoktur. Fakat
polipeptid zincirlerinden bir tanesinin sentezi digerlerine gore az veya
gok azalmistir. Bazi tiplerinde Heinz cisimcikler gorilebilir.

¢-) Deforme olan hemoglobinler ; S ve C hemoglobinleri gibi.
d-)Dayaniksiz hemoglobinler. Bu hemoglobinler oksidasyona dayaniksiz
olup, Hemz cisimcikleri seklinde ¢okerler.

e-)Anormal “hem* fonksiyonuna sahip olan hemoglobinler. Bu gruba M
hemoglobinleri (methemoglobinemi) verilebilir.
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2.12. Talasemiler

Genetik bir mutasyon nedeni ile globin polipeptidierinden (o, 8, v,.8) bir
tanesinin sentezinin azalmasi veya tamamen durmastyla meydana gelen
agw ve hafif hipokrom mikrositer anemilerdir. Talasemilerde anemi, iki
mekanizmanm birlikte bulunmasindan meydana gelir.

I mekanizma, erifroblastia hemoglobin sentezinin yetersiz olmasidir.
Bunun sonucunda, eritrosit hemoglobini azaliwr ve hipokrom anemi
meydana gelir.

II. mekanizma, hemolitiktir. Eritroblastta bir polipeptid  zincin
yaplamadigs i¢in diger zincirler birikir ve tetramerler olugur. Banlar
denatiire olup ¢Okerck, eritroblastin veya entrositin kemik iliginde ve
dalakta c¢abuk yikilmasma yol acarlar (Berkarda ve Ulutin, 1977).
Talasemiler eksik olan polipeptid zincirine gore smiflandmbidar. B-
talasemi, - talasemi v.s. gibi. Her iki tipte de hastahgm homozigot ve
heterozigot olmasi durumuna gore izlenen Kklinik tablolar depisik
olmaktadir. En iyi taninan tiplenn o—, $, —3p,—0 ve yop talasemilerdir.
Bunlara benzer baska bir bozukluk ise herediter persistan fetal
hemoglobin (HPFH) olup P globin sentezindeki azalma y globin
sentezindeki artigla tam olarak kompanse edilmektedir (Fairbank ve Klee,
1986).

Akdeniz anemisi Cooley anemisi veya konjenital leptositoz isimieniyle de
taninan bu hastalik grubu 6zellikle Akdeniz bolgesinde, Arap yanimadasi
ve bu ilke halklarmin gog ettigi yerlerde (ABD, Ingiltere gibi)
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eoriilmekicdir Talasemilerde HbA sentezinde bir bozukluk vardir.
Bozukiuk nedeni-olarak,

1. Hem sentezinde bozukluk,
2. Talasemik ribozomlarin 16sini baglama yeteneginin yetersiz olusu,

3. m-RNA’da bir bozukluk oldupu gorasi ileri siriilmektedir (Tangiin,
1974).

Talasemiler, kombine talasemiler ve HPFH’ de baz: parametrelerin nasil
degistigi Tablo 2.5°de verilmektedir (Fairbank ve Klee, 1986).
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2.13: Fetal Hemoglobin Saptanmasmda Kullanilan Yéntemler

Fetal hemoglobinin saptanmasinda bir ¢ok yontem kullaniimaktadir.

2.13.1. Fetal Hemoglobinin Kimyasal Yontemlerle Saptanmasi

a-) Alkali Denatiirasyon Yontemleri

i) Singer ve arkadaglarmm 1951 yilmda yaptiklan farkh ik ¢ahsmada,
yetigkin hemoglobinlerine oranla fetal hemoglobinin alkaliye (KOH) kargt
direncli oldufunu gostermiglerdir. Denatiirasyonu yan doymus amonyum
siilfat ile sonlandirarak, denatiire hemoglobinleri ¢oktiirmiiglerdir. Fakat
bazi araliklarda (HbF< %5 ve HbF > % 40) Singer yOntemmnin
kullanlmamas1 sonucu Betke yontemin modifikasyonunuy yapmgtr
(Betke et al., 1959).

--11) Fetal hemoglobinin % 5°in altndaki seviyelerinde Singer’m alkali
denatirasyon yOnteminin iyi sonu¢ vermemesi {izerine Betke yOntemi
modifiye ederek, daha genis bir aralikta kullanimmni saglamistir. Fetal
hemoglobinin % 2 i1e % 40 arasmda bu yontemin givenle
kullanilabilecegi ICSH’de (International Committee for Standardization
in Hematology) kabul edilmigtir. Pembrey 1972 yilinda yeni bir
modifikasyon gergeklestirmistir. Bunun i¢in hemolizati sulandirmis ve
hemoglobini de siyanmethemoglobine donistiirmistir. Bunun sonucunda
¢ok kiigiik miktarda HbF iceren orneklerde ve % 50°nin fizerinde HbF
bulunduran kan oOrneklerinde iyi sonuclar alinmugtir (Pembrey 1972).
Bizim ¢alismamizda da bu yontem uygulanmgstir.
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‘b) Asit Eliisyon TekniFi

Asit eliisyon tekziigi' 1957 yihnda Kleihauer tarafindan ortaya atihmstir,
Yontemin temeli  diisik PHda HbF’in ¢oktirilerek, HbA’nm
-¢ozinbrlegtirilmesine dayanmaktadir. HbF aramasi yapilacak hastadan
alman kan ile yayma yapithp, alkolle tespit edilir. Sitrik asit fosfat
tamponu (pH 3.2) ile HbA’min ¢ozimmesi saglanir. HbF  igeren
eritrositlerin ¢osin  yada ernitrosin ile boyanarak, mikroskopik taramasi
yapthr (Kleihauer et al., 1957). Bu teknik transplesantal kanamanin
miktanni saptamada kullamlan ivi bir yontemdir (Virgilio ve Simon 1977,
Dupre ¢t al., 1993). Nommal kisilerde tiim eritrositier % 0.2 oraninda fetal
hemoglobin icerirken, HPFH gibi HbF’in yitksek oldugu hastalikiarda
eritrositlerin cogunlupu HbF icerir. Talasemi veya hemoglobinopatiti bir
hasta da isc HbF dagilim heterojendir (Bauer,1982).

Sonuclanmn degerlendirdmesinde ise, agafidaki yol izlenmektedir.
1 HbF / 1 milyon yetigkin hiicre = % 0,47 HbF

4 HbF/ 1 milyon yetigkin hiicre = % 1 HbF

8 HbF/ 1 milyon yetiskin hiicre = % 2 HbF

100 HbF/100 100 milyon yetigkin hiicre = % 10 HbF

Bemstein ve grubu 1977°de mikrodansitometre kullanarak bu teknigin
modifikasyonunu gergeklestirmistir (Bernstein et al., 1977).
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2.13.2. Fetal Hemoglobinin Elekiroforez ile Saptama Yontemleri

Hemoglobin elektroforezi hemoglobin varyantlannin saptanmasmda
temel bir yontemdir. Fakat tek bagma yeterli depildir. Hastanm klinik ve
hematolojik parametreleni birlikte deferlendirilmelidir.

1. Seliiloz Asetat Membran Hemeoglobin Elektroforezi

Selitloz asetat membran hemoglobin elektroforezinin temel prensipleri ve
uygulamg1 Bolim 3.2.6’da aynntih olarak verilmektedir. Seliiloz asetat
alkali tampon sisteminin kullandmas: ile fetal hemoglobinin
saptanmasinda HbF ve HbA’ nin aym yere gogii nedeni ile kantitasyonunu
yapmak sorun olmaktadiw. HPFH gibi HbF’in ¢ok yiiksek oldugu
hastaliklarda tam bir sonuca gidilememektedir. Kullanildiginda da
Klethauer boyama yontemi ie onaylanmahdir. Bu nedenle HbFin
saptanmasi ve miktarinin belilenmesinde spesifik  ozelliklerinin
kullaniimas: gerckmektedir (Bauer, 1982). Sekil 2.14°te pH 8.6°da yapilan
seliiloz asetata elektroforezi goriilmektedir.

R oora
~  AzFA
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A2A
el AZA
- . AaSAl,
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. ’ § .
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[: Hyada |
1N yada Barts
d: i
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y
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L Uygudama noktan

Sekil 2.14. Seliloz asetata membran hemoglobin elektroforezi (pH:8.6).
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2. Sitrat Agar Jel Elekiroforezi

Degisik hemoglébialerin aynlmas1 kismen asit pH’da hemoglobin
molekiilii Gizerindeki yiike, kismende agardaki ¢Oziniirligiine baghdir.
Sitrat agar jel elektroforezi de HbD’den HbS, HbE den HbC’y1 ayinada
kullanilabilen elektroforetik bir yontemdir (Chanarin, 1989).

3. Izoelektrik Focusing

Numune amfolit tagiyict igeren ince tabakal bir poliakrilamid jel yiizeye
uygulanir. Akim gegirildifinde lineer bir pH gradyam meydana gelir ve
hemoglobinler zat yiklia elektroda dogru hareket eder. Her molekil kendi
pH gradyanma dogru g6¢ eder. Hareket izoelektrik nokta yiikiine esit
pH’ya kadar devam eder ve bu degere ulasildipinda hareket sonlanir. Her
hemoglobin izoelektrik pozisyonuna uygun bir bant verir. Bu yontem
yeni dofan, fetus ve embriyonik hemoglobinlerin saptanmasinda oldukca
hassastir (Bauer, 1982).

Leary ve arkadaglarni agarozda vyapilan izoelektrik focusing yontemini
gelistirmiglerdir. Izoelektrik focusing yaparak elde ettikleri bantlarin
radyoaktivite olgtimii (likit sintilasyon saymm) ile kantitasyonunu
yapmuglardir. Bu yontem sentezienmis olan hemoglobinlerdeki
radyoaktivitenin bagimsiz olarak saptanmasma olanak verdigi gibi
klonlanmmg hiicre kiiltiirindeki entroidin biyosentetik  6zelliklerinin
anlagiimasina da olanak saglamaktadir (Leary et al., 1983).
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4. Globin Zincir Elekiroforezi

Globin zincir elektroforezi hemoglobinin globin zincirlerinden o-
zincirlerini o-olmayan zincirlerden {B, ¥ ve 8) ayiran bir tekniktir. Amino
asit siibstitiisyonu olan ya da farkli amino asit bulunduran zincirler
(varyant zincirler). verilen bir tampon pH’sinda normal zincirin
mobilitesinden farkh bir mobilite gosterir. Globin zincir elektroforezi bir
hemoglobin varyant zncirinin tasidifr anormalligi saptar. Bu
nedenie yikleri benzer oldufgundan selitloz asetat ya da sitrat agarda aym
hizla hareket eden hemoglobinlerin ayritmasma olanak verir.

Hemolizatin elektroforezi iire-2-merkaptoetanol tamponunda seliiloz
asetat dizerinde yapilir. Ure, a- ve a-olmayan zincirlerin ayrilmasini
saglar. Her globm zinciri asit pH'da oldupu gibi alkali pH’da da
karekteristik bir mobiliteye sahiptir. Bu yiizden normal a- ve normal-
olmayan q-zinciri, varyant zincirin pozisyonu ile kargilagtmiabilir
(Baver,1982). *

5. Kapiller Elektroforezi

Kapiller elektroforezi son yillarda geligtirilmis klasik bant elektroforezi,
izotakoforez, izoelektrik focusing ve jel elektroforezini igine alan
kombine bir tekniktir. 25-75 um por gaph silika doldurulmus kolonlar
kullaniimaktadir. Kapiller bir uctan kolona diger ugtan da dedektore ve
yitkksek voltaj (25-30 kV) giic kaynagma baglanmigtir. Yiiksek voltaja
bagh olarak agifa ¢ikan 1sin uzaklagtirimasi yontemin iyi bir 6zelligi
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olup, aywmanmn verimlilifini artirmakta ve ayirma siiresini kisaltmaktadur.
pL ve nL gibi eser miktarda madde iceren 6meklerle tyi bir aymcilik ile
miktar tayini olast olmaktadr (Burtis et at.,1994). Kullanilan dedektorler
analizin baganisi belirlemekte olup, bugin igin LIF (Laser-Induced
Flourescence) detektorler en iyi aymicih@ saglamaktadir {Ulfelder, 1993).

2.13.3. HPLC (Yiiksek Performans Sivi Kromatografisi )

1984 yiinda major ve minor normal ve anormal hemoglobinlerin nicel
analizinin ve ayrmmnimn yapilabilmesi amaci ile katyon degigtirici kolon
kullanilarak HPLC yapimistir (Kutlar et al., 1984, Kutlar et al., 1990,
Papadea ve Cate 1996). Yontemin yetiskin ve yeni doganda baz
hemoglobinopatilerin teshisinde kullanilabilecegi gosterilmigtir. 1986
yilinda yontem anyon degistirici kolon kullanilarak, anaerobik kogullarda
HbF igeren asimetrik hibritlerin ayrilmasinda kullandmigtr  (Ip ve

Asakura, 1986).

HPLC anaerobik kosullar altinda polietilenimin silika jel kolom ile
yaplmigtir. Bu yontem ile sabit pH’da (PH 6.5) AS ve FS hibrit
hemoglobinlerinin ayrisma hizlan saptanmistir. Bu yontemle elde edilen
sonuglar FS hibrit hemoglobininin AS hibrit hemoglobininden daha az
kararli oldugunu ve F hemoglobini iceren asimetrik hibritlerin serbest
enerjileninin simetrik ana hemoglobinden yaklagik 0.6 kcal/mol daha
buyiik oldugu gosterilmistir.

1993 yihinda HPLC ile talasemi taramasi yapilarak, alkali denatiirasyon ve
radyal immuno diffiizyon ile elde edilen HbF degerleni ile karsilastinilarak
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¢ok uyumlu sonuglar elde edilmistir. HPLC tekrarlanabilir bir ydntem
oldugundan onerilmigtir (Tan et al., 1993).

2.13.4. Diger Yontemler

1. DEAE (Dietilaminoetil) - seliiloz kromatografisinde, glisin-KCN-NaCl
¢Ozeltileri geligtirici olarak kullamlarak, NaCl gradyam ile hemoglobin
fraksiyonlan ayut edilmigtir. HbF % 2’nin iizerinde oldugu durumiarda
yontemle iyi bir ayirma yapilabildifini gostermiglerdir (Abraham et al,,
1977).

2. CM (Karboksimetil)-seliiloz destek ortam olarak kullamlarak HbF
miktann % 15 yada daha fazla oldugu digtnilen kan omeklerinde ince
tabaka kromatografisi ile HbA, S, C’min farkh kombinasyonlan yanmda
HbF tayin edilebilmektedir. islemde CM-selilozu ile tris-HCI, NaCl, ve
KON c¢ozeltilen kullandmaktadir (Schroeder ve Nelson, 1975).

3. Mikrotiter lateks aglitiinasyon-inhibisyon testi HbA wve HbF
saptanmasinda kullanilmak tzere gelistiilmis bir yontemdir. Bu
yontemde insan HbA yada HbF antikoru biyolojik boyalarla absorbe
ettirilip, aglitinasyon ig¢in azalmis olan amtikorlar, ilgili antijenle kapl,
lateks partikiilleri kullanitarak, mikrotiter teknii ile titre edilmigtir. Testin
duyarli, spesifik ve tekrarlanabilir oldugu gosterilmigtir (Itoh wve
Matsuzawa, 1990).

4. Nomarski Mercekleri kullanilarak fetal hemoglobinler gériintr hale
getirilmeye cahsiimustir. Daha Once asit eliisyon teknigi ile fetal
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hemoglobin 151k mikroskopisi yardimi ile izlenmistir. Fakat hiicrelerin
yogun olmasi nedeni ile takibi zor olmugtur. Bu nedenle yontemin
modifikasyonu yapilmis ve alkali denatiirasyon yontemi ile yapilan
calisma sonuclan ile iyi bir korelasyon gosterdifi saptanmigtr (Mc
Cormack ve Toke, 1983).

5. HbF, radyal immuno diffizyon ve mikrokolon kromotogrofisi ile ticari
laboratuvar kitleri kullanilarak saptanmigtir. Yontemin duyarlilifa afkali
denatirasyon ile uyumlu bulunmustur. Kolay ve zaman kazandirici
olmasina ragmen kitlerin pahali olusu nedeni ile rutin kullamma ¢ok
uygun olmamaktadw (Marti et al. 1983).

6. Agaroz izoelektrik focusing yontemi ile HbF kaatitasyonu yapilmgtir.
Poliakrilamit jel {izerinde yapilan aywma florografi yada otografi
kallanilarak tespit edilmigtir. Aynlan bantlardaki toplam radyoaktivite ile
kantitasyon . yapilmstir. izoelektrik focusing yapildiktan sonra protein
bantlan agarozdan clite edilip, likit sintilasyon saymm ile radyoaktivite
miktan degerlendirilmigtir (Leary et al., 1983).

7. ELISA yontemi ile HbF tayini nanogram seviyesinde yapilabilmistir.
Yontem hemoglobinin polistiren tiiplerek baglanarak, hemoglobin tipine
uygun tavsan antikoru cklenmes: ile antijen miktarnimin saptanmasina
dayanmaktadir (Makler ve Pesce 1980).
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3. GEREC VE YONTEMLER

3.1. Geregler

3.L1L Aletler

. Tam Kan Saymn Cihaz Sysmex NE-1500

2. Santrifiy : NUVE NF 415

3. Vorteks Sanke ve Kuntel VF2

4. Spektrofotometre MILTON ROY Company
Spectronic 20D

5. Otomatik pipet Socorex, 100-1000 ul

6. Elektroforez tanki ve giig kaynaps  LKB, 5305
7. Dansttometre Beckman, Appraise
3.1.2. Kimyasal Maddeler

Sedyum hidroksit {NaOH) : Merck, 64951ﬂ00
Amonyum Siilfat (NH4), SO, : Merek, 1216.

Potasyum Siyaniir (KCN) : Merck, 4967, 9100.
Potasyum Heksasiyanoferrat (K; Fe (CN)g, : Riedel-de Haen, 12643
Sapenin : Fluka, 84510.

Titan IH plak : Helena Laboratories, 3023.

Tris (hidroksimetil) aminometan : Fluka, 93352.
Borik Asit (HBO3): Botafarma, 10795.

Metanol (CH3;O0H) : Merck, 6008.2500.

Glasiyel Asetik Asit (CH;COOH) : Merck, 1.00056.
Serum Fizyolojik (% 0.9 NaCl): Medifleks, Eczacibas.
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Poncean-S : LKB, 6068.
3.1.3.0rnekleme

Caligmada kullanitan kan omekleri, Gaziantep Universitesi Sahinbey
Aragtirma ve Uygulama Hastanesme gelen (6 ay-2 yag 29, 2-15 yag 30,
yetiskin erkek 18, kadin 42) degisik yas grubundan toplam 119 anemili
hasta ve 38 kontrol bireyden saglanmigtir. EDTA’h tiiplere 2 mL alinan
kan 6mekleri, +4 °C’ta en fazla bes giin saklanmustr.

3.2. Yontemler

3.2.1. Hematolojik Analizler

Anemili hasta gruplannin olusturulabilmesi amaci ile alinan kan
orneklerinden oncelikle tam kan saymmi yapinugtir. Hastanm klinigi ile
birlikte tam kan saymunda elde edilen sonuglar dogrultusunda
hemoglobinopati veya talasemi diigiiniilen hastalann tiimiinde, alkali
denatiirasyon yontemi ile HbF tayini, 24 hastada ise alkali denatiirasyon
yanisira seliloz asetat elektroforezi ile HbF saptamast yapilnugtir.
Yapilan ¢cahgmalar ile ilgili ayrintih bilgiler asagida verilmektedir.

3.2.2. Tam Kan Sayim)
Tam kan saymm Sysmex NE-1500 ile yapilmis olup, konu ile Hgili

parametrelerden RBC, MCV, MCHC, MCH, Hb, Hct i¢in aletin ¢caligma
prensipleri agagida verilmektedir (Sysmex NE-1500,1991).
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Kan hﬁcrelerivpartﬁgmler ve
diluent arasmdaki elektriksel fark saptanarak ‘hesaplamr. Eritrosit ve
hematokrit Hydrodynamic Focusing, dogru akim saptama yontemi ile
yapimaktadir.

Analiz basamakiar: :

1- Kan hiicreleni elektriksel olarak ietken bir ¢ozelti icinde seyreltilir.
Hucreler ve ¢ozeltinin elektriksel 6zellikleri arasmda ¢ok biiyitk farkhiik
oldupundan, bu farkhliktan yararlamilarak hiicrelerin miktar ve bacim
tayinleri yapilabilmektedir.

2- Cozeltide askida kalan kan hiicreleri transducer’in i¢ ve dig kismina
aspire edilir. Igteki elektrottan DC (direct current) dogru akim ve hem
icteki hemde distaki elektrottardan RF (Radio Frequency) yiiksek
frekansh akim gegirilir.

Yiksek frekansh akim

Sabit OC akimy I H

__L'Dc volta] kaynagt

Transducer _a g T (’? Yitksek frekar.rsl« kan hticre pulsian
= ; RF gtig kaynat
Dy otelarot () ‘ﬂé\ ;Remﬁni Kapasitsr
Kan hilcre silspansiyonu \ ¥ 15
i |
A
Apariure {g elektrot (-) Dogiru akim ken hilcre pulsian

Sekal 3.1: Radyo frickans: ve dogru akimla puls saptama prensibi.

3- Bir kan hiicresi aletten gectiginde -elektrotlar arasinda voltaj
degisikligine neden olarak, RF ve DC akimlarindaki degigikliklerle
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orantth olan bir sinyale donfigtiraliir. Aletten gegen hiicrenin toplam
hacmi puls yitkseklipi ile orantsidir,

4- DC saptanmasmdaki voltaj degigikligi agagida verilen Chm yasasina
gore agitklanmaktadir..

E=IxR E = Voltaj

I = Akim

R = Direng
Aletten gecen hiicreler, elektron akigm engelleyen “R” direncinin
artmasma neden olur. Efer “I” akimi sabitse, R’deki artma E’nin

artmasima sebep olacaktir. “E” voltaj degigimi ise hiicre hacmi e orantili
olan “R” direnci ile orantihdar.

Hiicre membranmn elektriksel 6zellikleri toplam hiicre hacmi ile orantih
olan bir plus meydana getirerek dofm akim sinyalini azaltir.

5- R¥ saptama yontemindeki voltay degisikligi su sekilde tanimlanabilir :

RF smyal degisimi “Z” ile sembolize edilirse,

E= Zx 1
I = Akim
Z = Impedance
E = Voltaj

Z, clektron akisina neden oldugundan aletten gegen hiicre Z’nin
artmasina neden olur. Eger radyo frekans akimi “T” sabitse, “Z”deki
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herhangi - bir artma E’deki artmaya neden olacaktir. “E”, wvoltaj
gekirdegin biiyiklaga ve yogunlugu ile orantil: olan Z’deki degisikliklerle
orantihdir. Hiicre c¢ekirdegi ve sitoplazmik grandller yiksek RF
yogunluguna sahiptir. RF saptama yontemt kullamlarak saptanan hiicre
pulstant gekirdek biiyitkkligi yogunilugu ve sitoplazmik graniilasyonla
orantilidir. Sysmex NE-1500 tam kan sayim cihazn DC: ve RF kombine
teknoloii ile galigmaktadir.

Gekirdek  Sitoplazma

/
/

—
@) |~

DC Saptama Ydntemi |

RF Saptama Y8ntemi

Sekil 3.2. Radyo frekans: ve dogru akim saptama yontemi.

6- Kiiciik voltaj degisimleri amplifiye edilir ve herhangi bir yvapay sinyal
ile hava kabarciklan olugtugunda akim filtresi ile elimine edilir.

Hemoglobinin Saptanmasi

Sodyum Lauril Salfat-Hemoglobin (SLS-Hb) yontemi ile olgiiliir.
Deterjan, (SLS), eritrosit membrammi pargalayarak hemoglobinin
serbestlegmesini saglar. Hemoglobin molekiiliinin globin grubu SLS’nin
hidrofilik alkil grubu ile denatiire edilir. Bu methemoglobini olusturmak
icin Fe *"yi Fe 3¢ donustirir ve SLS-Hb hemikrom molekitliinii
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olugturmak igin SLS ile birlesir. Daha sonra SLS-Hb yontemi ile elde
edilen- hemoglobin bilesifinin konsantrasyonu 555 nm’de sk
absorpsiyon yontemi ile tayin edilir. Hb senucu,

Omek Absorpsiyonu - Kor Absorpsiyonu = Hb Absorpsiyonu.

Hb Absorpsiyonu mikrokomputer sistemi yardimiyla matematiksel bir

.~ biryliklak haline donistirnitir ve sonug g/dl. olarak verilir,

Eritrosit Indislerinin Hesaplanmasi :

Aletin ¢aligma prensibine gore MCV, MCH ve MCHC hesapla
bulunmaktadir Hesaplamada kullanilan formiiller asafida verilmektedir.

I- MCV (Mean Corpuscular Volume ) : Ortalama Eritrosit Hacmi

Hct (%)
MCV (fL)= x 10

RBC (x 10 %/ L)

2-MCH (Mean Corpuscular Hemeoglobin) : Ortalama Eritrosit
‘Hemoglobini

Hb (g/dL)

MCH (pg) = x 10

RBC (x 10 ¢/ uL)
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3-MCHC (Mean Corpuscular Hemoglobin Concentration) :
Ortalama Eritrosit Hemoglobin Kensantrasyonu

Hb(g/dL)
MCHC (g/dL) = —————w——x100
Het (%)
3.2.3.Hemolizat Hazirlanisi

3.2.3.a. Alkali Denatiirasyon Yontemi icin Hemolizat Hazirlanmasi

Yaklastkk 2 mL wventéz kan EDTA’h tipe almarak once tam kan
parametreleri Slgatir. Daha sonra iizerine 3 kez 10 mL soguk serum
fizyolojik (% 0.9 NaCl ¢ozeltisi) eklenerek 2000 rpm’de 15 dakika
santrifiij edibir, supernatant atilir. Hazirlanan hiicre paketinden 200 ul
almarak, 4 mL siyaniir - ferrisiyaniir kansmnina ilave edilir. 10 dakika
beklenir. Siire sonunda elde edilen hemolizatin hemen kullandmasi
gereklidir (Fairbank ve Klee,1986).

3.2.3.b.Seliiloz Asetat Membran Hemoglobin Elektroforezi Icin
Hemeolizat Hazirlanmas

1 mL venoz kan / 20 IU heparin olacak sekilde 2-3 mL vendz kan ahmur.
3000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilerek, plazma atilir. Eritrositler 7-8 mL
soguk serum fizyolojik ile sispanse edilerek 3000 rpm’de 10 dakika
santrifiij edilip, supernatant atilir. Islem ii¢ kez tekrar edilir. Calisma
hemen yapilmayacaksa, hazirlanan hiicre paketi + 4°C ’ta saklanir.
Hazrlanan hiicre paketinden bir hacim almarak, 4 hacim saponin ¢ozeltisi
ilave edilerek hemolizat elde edilir (Bauer,1982).
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3.2.4.Akkali Denatiirasyon Yontemi ile Fetal Hemoglobinin
Saptanmasi

3.2.4.a. Tlke : Insan hemoglobinlerinin gogu, alkali pH’da kolayhkla
denatiire olur. Fetal hemoglobin ise alkali denatiirasyona direnglidir ve
¢ozeltl fazinda kalir. Bu farklilik, insan kaninda bulunan fetal hemoglobin
miktarimn basit ve hizh olarak saptanmasim saglar. Bu yontemde ilk
olarak bitin hemoglobinler Fe(CN)s~ ve CN  ilavesi ile
siyanmethemoglobine donigtarilir. Daha sonra alkali (NaOH) ilave
edilerck hemoglobinler denatiire edili. Amonyum silfat (NHA4%SO,
cklenmest ile denatire olmus hemoglobinler ¢oker. Kangmmmn
filtrasyonundan elde edilen supernatanttan spektrofotometrik olarak HbF
olgilar (Betke et al., 1959, Pembrey 1972, Fairbank ve Klee, 1986).

3.2.4.b. Ayrraclarm Hazirlanmasi

1- Siyaniir-Ferrisiyaniir Cozeltisi : 0.2 g KCN ve 0.2 K; Fe {CN)
distile suda ¢oziilir ve son hacim 1 litreye tamamlanip, koyu renkli bir
2- Doymus Amonyum Siilfat Cozeltisi : 750 g (NH;),SO; 1L su iginde
¢ozalar.

3- 1.2 N Sodyum Hidroksit Cozeltisi : 48 g NaOH bir miktar suda
gozillerek, son hacim 1 L.’ye tamamianir.

3.2.4.c. islem

I- Daha 6nce tarif edildigi gibi hazirlanan hemolizattan bir tipe 2.8 mL
alinarak tzerine 0.2 mL NaOH eklenir ve vorteks kullanilarak karigtinlip,
2 dakika bekletilir.



2- Siire tamamlandipinda ¢ozeltinin fizerine 2 mL amonyum salfat eklenir
ve 5 dakika beklenir.

3- Siiziilerek filtratin absorbansi 540 nm’de okunur. Bu deger formiilde
A “ ile gosterilen degerdir.

4- Orijinal kan-siyaniir-ferrisiyaniir ¢6zeltisinden 0.4 mL almip, 6.75 mL
distile suya eklenir. Toplam hemoglobin degerlerinin absorbanst bu
hazirlanan ¢ozeltinin 540 nm’de okunmast ile elde edilir. Formiilde “ A,
ile gosterilmektedir. A: ve As degerleri saya karsi okunmaktadir (Fairbank
ve Klee, 1986).

3.2.4.d.Hesaplama
A x 100
% HBF = e
Aex 10

A« HbF igeren filtratin optik dansitesi.

As : Omegin igerdigi toplam hemoglobinin optik dansitesi.

3.2.4.e. Alkali Denatiirasyon Yonteminin Uygulanmasmda Dikkat
Edilecek Noktalar

1- Hemolizli ve pihtili kan kullanilmamahdir.

2-Siyaniir-ferrisiyaniir ¢ozeltisi zehirli oldugundan agizla
pipetlenmemelidir.

3-Hiicre paketinin hazirlanmas: sirasinda, eritrositlerin hemohz olmamasi
icin santrifiijiin devrine ve sireye uyulmahdir.

4-Serum ﬁzyolbjik ile yikama yapildiktan sonra eritrosit paketinden
ayriimasi yapilirken, omegin serum fizyolojikten tamamen aynlmasi
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saglanmahdir. Aksi takdirde pipetleme yapilirken' eritrositlerle birdikte
taginan serum fizyolojik eritrositlerin az almmasina bagh olarak hatal
sonuglarm alinmasma neden olacaktir.

3.2.5. Fetal Hemoglobinin Olgiim Stabilitesinin Saptanmasi

Fetal hemoglobinin &lgim stabilitesini saptamak icin, 5 farkh kan 6megi
alkali denatlirasyon yontemi ile saptama yapilacak sekilde hazirlandiktan
sonra HbF ve total hemoglobin iceren tiiplerin (0-60 dakika) her 15
dakikada bir absorbans degerleri dlgilmustir. Elde edilen verilerden HbF
degerleri hesaplannmgtir.

3.2.6. Seliiloz Asetat Membran Hemeglobin Elektroforezi

3.2.6.a. Ilke: Selilloz asetat membran hemoglobin elektroforezi hizl,
ucuz, tekrarlanabilir semikantitaif bir hemoglobin tarama testidir. Bu
testle HbA, Az (F), S, G, C, E, O ve D saptanmasi olasidir. Tris-EDTA-
borat tamponu kullanmlarak, pH 8.4°te, negatif yikli hemoglobinlerin
‘copu anoda dogru gog ettirilir. Bu gog, farkh Hb tiirlermin amino asit say1
ve c¢esitindeki farkhiliktan, tasidiklann elektriksel vik wve kimyasal
ozelliklerinden - kaynaklanir. Ponceau-S gibi bir protein  boyas
kullandarak ¢ok disik derigimdeki protemier goériniir hale getirilir.
Gorsel  bir  degerlendirme  yapilabildigi  gibi  dansitometrik,
spektrofotometrik olarak da tayin yapdabilir. Fakat HbA» ve F
kanfitasyonu  dansitometrik olarak bu  elektroforez  tiriinde
degerlendiriimemelidir (Bauer, 1982).
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3.2.6.b. Aywaglarm Hazrlanmasi

I- Sapenin : 0.1 g saponin alinip, 100 ml. suda ¢dzilerck galigma ¢ozeltisi
‘hazlanir.
2- Tris-EDTA-Borat Tamponu
Tris (hidroksimetil)aminometan 10.2 g
EDTA g6¢g
Borik Asit 32g
Kanigim bir miktar su ile ¢ozilerek son hacim 1000 m1.’ye tamamlanir.
3- % S Glasiyel asetik asit : 5 mL glasiyel asetik asitten alinip, son
hacim 100 ml.’ye tamamianmir.
4- Ponceau-S Boyas: : 110 oraninda sutandintarak kuttanihir.

3.2.6.c. islem : Titan III seliloz asetat plak tampon ¢ozeltisine batiritarak
islatilir, sonra ¢ikanlip filtre kagitlan yardmmyla kurulanir. Daha sonra
hemolizat aplikator yardimi ile plaklara aplike edilir. Hazirlanan plak
tankin igerisine ahmir. Elektroforez 400 V’da 20 dakika siirer. Stirenin
sonunda akim kestlerek alman plak Ponceau-S boyasi igerisine daldurihir.
3 dakika beklendikten sonra 2 -dakika % 35 glasiyel asetik asit ile
etkilestinlerek boyanmn fazlas: alinir. Bu islem fi¢ kez tekrar edilir. Daha
sonra metanol iginde 3 dakika bekletilerek boya sabitlestirilir. Bu iglem
de tamamlandiktan sonra plak kurumaya birakilir ve daha sonra kantitatif
analiz igin dansitometrik okuma yapilir.

49



4. BULGULAR

Bu ¢alismada, Gaziantep Universitesi Sahinbey Aragtirma ve Uygulama
Hastenesine anemi sikayeti ile bagvuran 60 yetigkin (42 kadmn, 18 erkek),
2-15 yas grubu 30 ve 6 ay-2 yas grubu 29 gocuk olmak lizere toplam
119 hastada alkali denatiirasyon yontemi kullanilarak fetal hemoglebin
degerleri RBC, Hb, Het, RBC ve indisleri ile birlikte saptanmigtsr. Ayrica
yetigkin kadin ve erkek igin 12, 2-15 yas grubu ¢ocuk i¢in 18, 6 ay-2 yas
grobu icin 8 saglikh bireyden konmtrol grubu olusturularak yukanda
bahsedilen parametre dizeyleri saptanmmgtir. Yukanda bahsedilen
cahsma gruplan iginden segiten MCV < 78 L. olan 85 hasta (yetigkin 43
kadm, 16 erkek, 3-15 yas 26 gocuk) ve 6 ay-2 yas grubu hari¢ difer
anemili hastalarn olusturdugu (2.5-70.0) gruplann da istatistiksel olarak
degerlendirmesi  yapilmastir. Sonuglar iic ana baghk altinda
degerlendirilmigtir.

1. Her grubun fetal hemogiobm deperleri ile yag, RBC ve indisleri, Hb ve
Het degerlerine ait ortalama {X), standart sapma (SD), maksimum {max)
ve minimum (min) degerleri,

2. HbF ile yas, RBC ve indisleri, Hb, Hct arasindaki korelasyon sonuglan,
3. Yas, RBC ve indisleri ile Hb, Hct nin biribirleri ile olan korelasyonlan
seklinde degerlendiriimigtir.

Cabsmada aynica anemi gikayeti ile gelen 24 hastadan hem alkali

denatiirasyon yontemi hem de seliloz asetat clektroforezi ile fetal
hemoglobin tayini yapilarak aralarinda istatistiksel olarak anlamh bir fark

olup olmadif arastiriomgtir.
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Hastaneye

biribirlerinden farkh sikayetlerle gelen (anemi, talasemi

major, losemi) 9 takipli hastadan depigik araliklarla ahnan kan
orncklennden ikiger kez HbF degeri saptanarak clde edilen sonuglarda
istatistiksel farklilik olup olmadif: incelenmigtir.

Fetal hemoglobinin bu yontem icin Olgiim stabilitesi 5 degisik olgu
kullanilarak saptanmmstir.

4.1. Anemili hasta ve kontrol gruplarmda RBCHbHctHbF
degerlerinin ve RBC indislerinin yasla defisiminin istatistiksel olarak
dederlendirilmesi.
Tablo 4.1 : Anemili hastalarda ve kontrol gruplannda RBC, Hb, Hct, HbF
ve RBC indislerinin yasla degigimi.

—

(pg}

'

HYF (%)
{g/dL)
6 Ay —2 Yag 1.440.5 46108 8713 30.244.5 66.5484 194436 290128 1.2140.80
grubu {0.5-2.0) {196.1) {5.8-104) (17.2-371)| (47.891.5) {123-309)] (19.234.2) {0.11-3.62)
n=29
6 Ay -2 Yas ] 125305 43303 188408 353417 730439 243rS5 306113 13730.72
ke 0.52.0) {4.3-5.3) (99-124)] (333-38.8)] ¢683-809)| (204242)f (294329 0.64-2.71)
n=8
2-15 Yag 67442 4.510.9 97418 31.9450 7194101 21.844.1 302422 0.8710.49
gruby (2.5-15.0) (24-6.1) (39-11.5) (163-38.8) {50.1-93.2) (125-30.6)] (239-342) (0.04-199%)
n=30
2-15 Yag 82443 47104 127411 38.343.1 82.144.4 27.0%12 331417 1.1240.65
kontrolgrubu (2.0-15.0) 4.2-5.8) 11.3-15.0 (333-44.5) {(75.0-90.0)] (248-289) (3035-349) {0.23-236)
n=18
Yetigkin 3394113 4.6340.7 93+1.2 34.048.7 714387 20.713.5 283+1.5 0.6210.40
kadmn grubu (18.0-70.0) 3.4-6.1) 6.0-11.7 (25.1-84.4) (59.6-104) (15.4-32.4) {23.9-31.9) (0.14-1.83)
n=42
Yetigkin 33.8£11.4 5.0%1.0 10023 344469 67.8£70 199432 292422 0.69+0.49
erkek grubu (23.0-63.0) 2.77.1) 5.9-14.2 (21.4-46.5) (52.9-7199) {132-254)] (23.7-31.8)} (0.061-1.72)
n=18
Kadin, erkek 38.5420.8 5.040.5 13,5808 430429 87.445.2 27.432.7 31.441.5 6.7510.47
kontrolgrubu (18.0-75.0) 3.9-6.3) (125-15.6){ (39.0-50.6) (80.4-99.0) (24.8-353)] (29.6-35.6) (0.12-1.41)
n=12
2.5-70.0 Yas 24.3116.0 4.640.8 9.0+1.7 328448 713189 209437 292423 0.7240.46
grubu (2.5-76.0% (24-1.1) 3.9-140 (16.346.3) {50.1-104) (12.5-324)f  (23.7-39.0) (0.01-1.9%)
n=%0
MCV <781l 259%16.4 49407 9.8+1.8 33.7450 69.4458 20.1+24 289419 0.7440.47
olan  hasta (3.0-70.0) (2.4-7.1) (3.9-14.2) (16.3-47.1)f (50.3-779.7) {12.5-24.1) (23.7-32.2) {0.04-1.95)
|__grubu

51




kan parametrelerinden RBC ve indisleri le Hb ve-Het deferlerinin normal
siirlarmm altinda oldupu, eriskin kadm igin ortalama HbF degerinin
0.6240.40 (kontrol kadm 0.753047).erkek icin 0.69+0.49 (kontrol erkek
0.7530.47), 2-15 yag grubundaki cocuklar igin 0.77+0.50 (2-15 yas
kontrol grubu 1.1210.65) ve 6 ay-2 yas grubu igin 1.2140.80 (6 ay-2 yas
kontrol grubu 1.5740.72) olarak bulunmugtur. Aynca MCV < 78 fi. olan
hastalarda ortalama HbF ile standart sapma degeri 0.741+0.47, 2.5-70.0
yas grubundaki hastalarda ise 0.72+0.46 olarak bulunmugtur.

4.1.1. Yetiskin kadm, erkek; 2-15 yas grubu, 6 ay-2 yas grubu ve
bunlarm kontrel gruplan ile 2.5-70.0 yas grubu ve MCV < 78 {1, olan
hastalarda fetal hemoglobin degerleri ile yas, RBC ve indisleri, Hb,
Het arasmdaki korelasyon sonuclary

Yukanda bahsedilen gruplarm ayn ayn incelenmesi sonucu elde edilen
istatistiksel sonuglar agafida verilmektedir. -
1. Yetigkin anemili kadinlara ait korelasyonm -sonuglan Tablo 4.2°de

verilmektedir. Tablo incelendiginde bu grupta MCV ve HbF arasinda
anlamb bir korelasyon oldugu (r : - 0.348; p : 0.024) goriitmiigtiir.
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Tablo 4.2 : Yetiskin anemili kadin hastalarda HbF degerleri ile yas, Hb,
Het, RBC ve indisleri arasmdaki korelasyon sonuglar.

2. Yetigkin anemili erkeklere ait korclasyon sonuglarni Tablo 4.3°te
verilmektedir. Bu grupta HbF ile diger parametreler arasmda higbir
anlamli korelasyon saptanamamugtir.
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Tablo 4.3 : Yetiskin anemili erkek hastalarda HbF degerleri ile yas, Hb,
Hct, RBC ve indisleri arasindaki korelasyon sonuglan

3. Yetigkin kadin ve erkek kontrol grubuna ait korelasyon sonuglan Tablo
4.4°te verilmektedir. Bu grup incelendiginde HbF ile diger parametreler
arasinda amlamh bir korelasyon bulunamamigtir.
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Tablo 4.4 : Yetigkin kadin ve erkek kontrol grubunda olan hastalarda HbF
degerleri ile yag, Hb, Hct, RBC ve indisleri arasmdaki korelasyon

sonuglar. o

4. MCV < 78 fL. olan yetigkin kadin ve erkek hastalara ait korelasyon
sonuglann Tablo 4.5’te verilmektedir. Bu grup igerisinde yag ve MCV
arasinda anlamh bir korelasyon oldugu bulunmustur. HbF ile MCV
arasmda 1 : - 0.256, p : 0.018, yag ile HbF arasindaki korelasyon
degerleriise r : - 0.353, p : 0.001 olarak bulunmugtur.
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Tablo 4.5: MCV < 78 fL olan hastalarda HbF degerleri ile yas, Hb, Hct,

RBC ve indisleri arasindaki korelasyon sonuglari.

5. 2-15 Yas grubunda bulunan hastalara ait korelasyon sonuglar Tablo
4.6°da verilmektedir. Bu grup degerlendirildiginde HbF ile MCV arasinda
anlaml bir korelasyon oldugu goériilmiistiir.
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Tablo 4.6 : 2-15 yas grubundaki hastalarda HbF degerleri ile yag, Hb,
Hct, RBC ve indisleri arasindaki korelasyon sonuglari. .

6. 2-15 yag kontrol grubuna ait korelasyon sonuglari Tablo 4.7°de
verilmektedir. Bu grup i¢inde HbF’in yas (r: -0.664; p : 0.003), MCV
(r:-0.650 ; p:0.003) ve MCHC (1 : 0.591; p : 0.001) arasinda anlamh
diski bulunmustur.
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Tablo 4.7 : 2-15 yas kontrol grmubundaki hastalarda HbF degerleri ile yas,
Hb, Hct, RBC ve indisleri arasindaki korelasyon sonuglari.

7. 6 ay-2 yas grubuna ait korelasyon sonuglarni Tablo 4.8°de

verilmektedir. Tablo degerlendirildiginde MCV (r : 0.497 ; p : 0.006),
MCH (r : 0.530 ; p : 0.003) ile HbF arasinda anlamli iliski oldugu

saptanmugtis.
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Tablo 4.8 : 6 ay-2 yas grubundaki hastalarda HbF degerleri ile yas, Hb,
Hct, RBC ve indisleri arasindaki korelasyon sonuglari.

8. 6 ay-2 yas kontrol grubuna ait korelasyon sonuglari Tablo 4.9°da
verilmektedir. Bu grup igerisinde HbF ile Hb (r : -0.768 ; p : 0.026)

arasinda anlamh korelasyon bulunmusgtur.
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Tablo 4.9 : 6 ay-2 yas kontrol grubundaki hastalarda HbF degerleri ile
yas, Hb, Het, RBC ve indisleri arasmdaki korelasyon sonuglar:.

9. 2.5-70.0 yas grubunda bulunan hastalara ait korelasyon sonuglar
Tablo 4.10°da verilmektedir. Bu grubun istatistik degerlendirmesine gore
HbF ileyasg(r :-0.324 ;p: 0.002), MCV (r:-0.336 ; p: 0.001), MCH
(r:-0.234 ; p: 0.026) arasinda anlamh korelasyon oldugu bulunmustur.



Tablo 4.10: 2.5-70.0 yag grubundaki hastalarda HbF degerleri ile yas, Hb,

Hct, RBC ve indisleri arasindaki korelasyon sonuglari,

4.1.2. Yetiskin kadm, erkek, 2-15 yas grubu, 6 ay-2 yas grubu ve
bunlarm kontrol gruplari ile MCV < 78 fL olan hastalar ve 2.5-70.0
yas grubunda yer alan hastalarda yas, RBC ve indisleri, Hb, Hct

arasmda anlamh bulunan korelasyon sonuclari.

1. Yetigkin anemili kadin hastalara ait anlamli korelasyon sonuglar1 Tablo
4.11°de verilmektedir. Tablo incelendiginde yag ile MCHC (r : - 0.340 ;

p : 0.027), RBC ile Hb (r : 0.528; p : 0.000), Het (r : 0.322; p : 0.038),
MCV (r:-0.667; p : 0.000), MCH (r : - 0.553; p : 0.000), Hb ile Hct
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(r:0.403 ; p: 0.008), MCH (r: 0.387 ; p : 0.011), MCHC (r: 0.672;
p : 0.000), MCV ile MCH (r : 0.938 ; p : 0.000), MCHC (r: 0.390 ;
p : 0.010) ve MCH ile MCHC (r : 0.590 ; p : 0.000) arasmnda anlaml

korelasyon bulunmustur.

Tablo 4.11 : Yetiskin anemili kadin hastalarda yag, RBC ve indisleri ile
Hb ve Hct arasinda anlamh bulunan korelasyon sonuglari.

2. Yetigkin anemili erkek hastalara ait anlamh korelasyon sonuglar1 Tablo
4.12°de venilmektedir. Tablo incelendiginde RBC ile Hb (r: 0.774 ; p:
0.000), Het (r : 0.888 ; p : 0.000), Hb ile Het (r : 0.963 ; p : 0.000),
MCHC (r : 0.525 ; p : 0.025) MCV ile MCH (r : 0.929 ; p : 0.000),
MCHC (r : 0.604 ; p : 0.008), MCH ile MCHC arasinda (r : 0.853 ; p :

0.000) anlamh korelasyon sonuglan bulunmusgtur.
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Tablo 4.12 : Yetigkin anemili erkek hastalarda yas, RBC ve indisleri ile
Hb ve Hct arasinda anlamhi bulunan korelasyon sonuglari.

3. Yetigkin kadin ve erkek kontrol grubunda anlamh korelasyon sonuglar
Tablo 4.13’te verilmektedir. Tablo’ya gore RBC ile Hb (r: 0.660 ;
p . 0.020), Het (r : 0.917 ; p : 0.000), MCV (r : - 0.848 ; p : 0.000),
MCH (r: - 0.771 ; p : 0.003), Hb ile Hct (r : 0.785 ; p : 0.003), MCV ile
MCH (r : 0.882 ; p : 0.000), MCH ile MCHC (r : 0.835 ; p : 0.000)
arasinda anlamh korelasyon oldugu bulunmugtur.
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Tablo 4.13 : Yetigkin kadin ve erkek kontrol grubunda yas, RBC ve
indisleri ile Hb ve Hct arasinda anlamh bulunan korelasyon sonuglar.

4. MCV < 78 1L olan yetigkin kadin ve erkek hastalarda anlamli bulunan
korelasyon sonuglari Tablo 4.14’te gorillmektedir. Elde edilen sonuglara
gore yag ile Het (r : 0.242p : 0.026), MCHC (r : - 0.242 ; p : 0.001),
RBC ile Hb (r: 0.750 ; p : 0.000), Het (r : 0.835 ; p: 0.000), MCV (r :

-0.312 ;p:0.004), MCHC (r: 0.260 ; p : 0.016), Hb ile Hct (r : 0.955 ;

p: 0.000), MCVile Hb (r: 0.330 ; p: 0.002), Het (r: 0.255 ; p : 0.018),
MCH (r : 0.868 ; p : 0.000), MCHC (1 : 0.382 ; p : 0.000), MCH ile Hb

(r:0.597 ;p:0.000), Het (r: 0.421; p : 0.000), MCHC ile Hb (r: 0.711 ;
p : 0.000), Het (r : 0.477 ; p : 0.000), MCHC (r : 0.787 ; p : 0.000)
arasmda anlamh korelasyon oldugu bulunmustur.
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Tablo 4.14 : MCV < 78 fL. olan yetigkin kadin ve erkek hastalarda yas,
RBC ve indisleri ile Hb ve Hct arasinda anlamh bulunan korelasyon

sonuglar.

S. 2-15 yas grubunda bulupan hastalarda anlamli bulunan korelasyon

sonuglar1 Tablo 4.15’te verilmektedir. Elde edllen sonuglara gore RBC ile

Hb (r: 0553 ;p: 0.001), Het (r: 0.705 ; p : 0.000), MCV (r : - 0.582 :

p: 0.000), MCH (r : - 0.434 ; p : 0.016), Hb ile Hct (r : 0.959 ; p : 0.000),
MCH (r : 0.494 ; p : 0.005), MCHC (r : 0.742 ; p : 0.000), MCV ile
MCH (r : 0.953 ; p : 0.000), MCHC (r : 0.603 ; p : 0.000) arasinda
anlamh korelasyon oldugu goriilmiistiir.
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Tablo 4.15 : 2-15 yas grubunda bulunan hastalarda yas, RBC ve indisleri
ile Hb ve Hct arasinda anlamh bulunan korelasyon sonuglari.

6. 2-15 yas kontrol grubunda bulunan hastalarda anlamli bulunan
korelasyon sonuglari Tablo 4.16’da verilmektedir. Buna gore yas ile
MCV (1 : 0.869 ; p 0.000), MCHC ( r : -0.859 ; p : 0.000), RBC ile Hb

(r: 0.881 ; p : 0,000), Het (r: 0.819 ; p : 0,000), Hb ile Het (r : 0.890; p:
0.000), MCV ile MCH (r : 0.674; p : 0.002), MCHC (r : -0.620;p : 0.006)
arasinda anlamh korelasyon bulunmustur.
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Tablo 4.16 : 2-15 yas kontrol grubunda bulunan hastalarda yas, RBC ve
indisleri ile Hb ve Het arasinda anlaml bulunan korelasyon sonuglar.

7. 6 ay-2 yas grubundaki hastalarda anlaml bulunan korelasyon sonuglar
“Tablo 4.17°de verilmektedir. Buna gore RBC ile Hb (r : 0.569 ; p :
0.001), Het (r: 0.817 ; p: 0.000), MCV (r : - 0.704 ; p : 0.000), MCH (r :
- 0.739 p : 0.000), MCHC (r: - 0.456 ;p: 0.013), Hb ile Hct (r : 0.811 ;
p : 0.000), MCV ile MCH (r: 0.895 ; p : 0.000), MCHC (r : 0.495 ; p :
0.009), MCH ile MCHC (r : 0.797 ; p : 0.000) arasinda anlamh iligki

bulunmugtur.
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Tablo 4.17 : 6 ay-2 yas grubunda bulunan hastalarda yag, RBC ve
indisleri ile Hb ve Hct arasinda anlamh bulunan korelasyon sonuglar.

8. 6 ay-2 yas kontrol grubundaki hastalarda anlamh bul}man korelasyon
sonuglar: Tablo 4.18°de verilmektedir. Tablo degerlendirildiginde yas ile
MCV (r:-0.701; p : 0.053), MCH (r : - 0.744; p : 0.034), RBC ile MCV
(r:-0.737;p: 0.037), Hb ile Het (r : 0.870; p : 0.005), MCHC (1 : 0.847;
p : 0.008), MCV ile MCH (r : 0.751; p 0.032) arasinda anlamh iligki
bulunmustur.
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Tablo 4.18 : 6 ay-2 yas kontrol grubunda bulunan hastalarda yag, RBC ve

indisleri ile Hb ve Hct arasinda anlamh bulunan korelasyon sonuglari.

A9. 2.5-70.0 yas grul;unda anlglmhbulunan kérelasyon sonuglén "fablo
4.19°da verilmektedir. Tabloya gore yas ile MCHC (r : - 0.252 ; p :
0.016), RBC ile Hb (r : 0.624 ; p : 0.000), Het (r : 0.770 ; p : 0.000),
MCV (r:-0.551;p:0.000), MCH(r: -0.435; p: 0.000), Hb ile Hct
(r: 0.939;p:0.000), MCV (r: 0.247 ; p:0.018), MCH (r : 0.406 ; p :
0.000), MCHC (r : 0.570 ; p : 0.000), Hct ile MCHC (r : 0.314 ; p :
0.002), MCV ile MCH (r : 0.934 ; p : 0.000), MCHC (r : 0.414 ; p :
0.000), MCH ile MCHC (r : 0.633 ; p : 0.000) arasmda anlamli
korelasyon oldugu bulunmustur.
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Tablo 4.19 : 2.5-70.0 yas grubunda bulunan hastalarda yag, RBC ve
indisleri ile Hb ve Hct arasinda anlaml bulunan korelasyon sonuglari.

4.2. Hasta Gruplarinda Elde Edilen HbF Diizeyleri

Gaziantep Universitesi Arastuma ve Uygulama Hastanesine biribirinden
farkl sikayetlerle bagvuran hastalardan alkali denatiirasyon yontemi ile
saptanan HbF degerlerinden patolojik olanlar ve bunlarmn hastalik gruplar
Tablo 4.20°de verilmektedir
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Tablo 4.20 : Hasta Gruplaninda Elde Edilen HbF Dizeyleri.

HASTALIK GRUBU HbF(%)

Talasemi Major

1. Hasta 41.2
2. Hasta 51
3. Hasta 44.8
4. Hasta 431
1 osemi

1. Hasta 3.8
2. Hasta 5.6
Gebe
1. Hasta 4.7

4.3. Bir grup hastada alkali denatiirasyon ve seliiloz asetat
elektroforezi kullanilarak elde edilen HbF sonuclarmm istatistiksel
degerlendirilmesi

Hastaneye anemi gikayetlen ile bagvuran ve sebebi arastirilan 24 hastanin
alkali denatiirasyon yontemi ve selilloz asetat elektroforezi ayr ayn
calisilarak elde edilen HbF degerlerinden istatistiksel bir iligkinin olup
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olmadips aragtirlmistir. Her iki yonteme ait ortalama, standart sapma
degerleri asafida verilmektedir.

HbF (Alkali Denatiirasyon) xiSD = 1.0010.99 {(n : 24)
HbF (Elektroforez) x+8SD =0.2240.77 (n : 24)

Ortalamalar arasindaki fark 0.78 olup, p ise 0.004 bulunmugtur.

4.4. Aym1 hastalardan farkh zamanlarda calisiian HbF sonuclarmm
istatistiksel degerlendirilmesi

Birbirlerinden farkh sikayetlerle gelen (anemi, talasemi major, 16semi) 9
hastanin degisik zamanlarda alinan kan 6meklerinde alkali denatiirasyon
yontemi ile saptanan HbF degerleri kargdastinlarak aralarinda istatistiksel
olarak anlamh bir fark olup olmadigm arastinimigtir. Elde edilen sonuglar
asagida verilmektedir. Bu hasta grubunda % HbF deferlen (0.21-44.7)
arasinda degigmektedir.

n=9 1. Calisma 2. Calisma
HbF(%) HbF{(%)
x+SD 5.9+14.6 5.7+14.0

Ortalamalar arasindaki fark 0.20 ve p degeri 0.98 olarak bulunmustur.
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4.5. Fetal hemoglobinin 6l¢iim stabilitesinin saptanmasi

HbF’nin 6lgimi sirasinda stabilitesinde bir degisiklik olup olmadigin
anlamak igin 5 ayr olguya ait kan ornekleri Boliim 3.2.5°te bahsedildigi
sekilde hazirlamp, 0-60 dakika arasi, her 15 dakikada bir absorbans
deperleri pkunarak, alnan verilerden hesaplanan HbF degerleri ile elde
edilen grafik Sekil 4.1°de goriilmektedir.

go,& gei-BF
@B &1 HBF]
= 04

-4

o - HBF,
o 03

o -
m g2

< 5 HBF:

0,1

Sekil 4.1: Fetal hemoglobinin 6lgiim stabilitesi.
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5. TARTISMA VE SONUCLAR

Gaziantep, talasemi ve hemoglobinopatinin en sik gorildigi Akdeniz
Bolgesine komsu bir i oldufundan bu yvorede yasayan kigilerin de tasidify
bir risk oldupu dagtnalmastar. Daha Snce bu konuda ilimizde herhangi
bir galigma yapimamstir. Talasemi tarama cahigmalannda olgular
oncelikle a ve § talasemi tastyicilaninda ortak 6zellik olan mikrositoz ve
hipokromi yoniinden aragtiilmaktadir. Otomatik kan sayim -cihaz ile
hipokromik ve mikrositik hiicrelerin varhgmmn belidenmesi  kiginin
talasenu tasiyicisi olabileceginin gostergesi olup, ek testlere gereksinim
duyulmakiadir. Bu nedenle hipokromik ve mikrositik krmizi hiicre
varhgmda HbA, ve HbF konsantrasyoniar: behirlenmelidir.

Bu dugincelerden harcketle calismanin 1 agamasinda Gaziantep
Universitesi Sahinbey Aragtwma ve Uygulama Hastanesine anemi
sikayetleni ile bagvuran 6 ay-2 yas grubundan 29, 2-15 yas grubundan 30,
yetigkin 42 kadin, 18 erkek hastadan alman kan émeklcﬁngien oncelikle
otomatik tam kan saym cihaz ile hematolojik veriler elde edilip, bunlarn
Hb, MCV, MCHC, MCH degerleri temel almarak, anemili oldugu
kesmlestirildikten sonra alkali denatarasyon yontemi ile HbF degerleri
tespit edilmigtir. Ayrica 6 ay-2 yag grubu icin olusturulan 8, 2-15 yas
grubundan 18 ve yetiskin kadin-erkek hasta grubu igin 12 saghkh
bireyden tam kan parametreleri ve HbF degerleri tespit edilerek hasta ve
kontrol  gruplann  istatistiksel olarak  degerlendirilip, sonuglar
karstagtirdmastir,
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Tablo 4.1°de farkh yas gruplarmdaki yag, RBC ve indislen ile Hb ve Het
degerlert ve deneysel saptanan HbF nin mimimum, maksimum, ortalama
ve standart sapma degerleni verilmektedir.

1. Referans degerlerle kargtlagtinldiginda, 6 ay-2 yas grubunda RBC, Hb,
Hct, MCH ve MCHC degerlerinin diisiik oldugu gorilmiistiir. Ayrica bu
grup i¢in olusturuimak istenen kontrol grubunda hemoglobin degerleri
normal-smirlarm igine giren olgularda bile MCV nin normal degerlerinin
altinda oldugu goralmustiir. Kontrol grubunda MCV 73.0 + 3.9 iken
hasta grubunda 66.5 + 84 olarak saptanmustir. Bu durum toplumun
sosyockonomik yapisi ve beslenme aligkanbklan ile iligiali olarak
yorumlanmis ve demir eksikligi anemisi varhfimn arastirdmas: gerektifi
diigiinidmistir. Diger kontrol gruplannda boyle bu defisiklik
gozlenmemistir. Baylime ¢agindaki ¢ocuklann bu durumdan daha fazla
etkilendifi sonucuna vardmigtir.

Grubun ortalama fetal hemoglobin degenn 1.21 = 0.80 olarak
bulunmugtur. Bu deger ise literatiir de uyumludur. Bu graba ait kentrol
gruplan igin bulunan ortalama fetal hemoglobin degerlenn 1.57 + 0.72
olup, literatiirde belirlenen normal smurlar arasinda yer almaktadir (Tietz
ve Logan 1986, Tazcu ve Tazen,1992).

2. 2-15 yas arasmndaki anemili hastalar secilerck bunlann tam kan
parametreleri ve fetal hemoglobin degerleri saptanmistir. Elde edilen
verilere gore ortalama HbF 0.89 + 0.49, kontrol grubu i¢in bu deger 1.12
+ .65 olarak bulunmugtur. Her iki grup icin alinan sonuglar daha once
belirlenen degerlerle uyumlu bulunmustur (Tietz ve Logan 1986, Tuzcu
ve Tuzcu 1992). Fakat anemili grubun ortalama Hb, Het, MCV, MCH,
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MCHC degerleri normal sirlanmin altinda bulenmugtar. Hb, MCH ve
MCV nin digmesi Fe eksiklipi ancmisinde goriildiigiinden hastalarm bu
yonden argtinlmas: gerektigi diginiilmigtir.

3. Bu grup icerisinde ver alan 42 anemili yetiskin kadin hastanin tam kan
parametreleni incelendifinde enitrosit degerlerinin normal degerlere yvakin
oldufu gdzlenirken, Hb, Hct, MCH ve MCHC deferlerinin normalden
diigik oldupu gorilmiigtir. Bu grup igin bulunan ortalama fetal
hemoglobin degeri 0.62+0.40°dir. Yetigkin kadin ve erkek igin fetal
hemoglobinle ilgili olarak hem referans deferleri hem cinsiyetle ilgili bir
fark bugiine kadar tespit edilmedifi i¢in yetigkin kadin ve erkek hasta
grubu igin tek kontrol grubu olugturalmustur {Adekile ve Huisman,1993).
Buna gore clde edilen ortalama HbF degeri ise 0.75+0.47'dir. Tablo
4.1°de gorildigi gibi hasta ve kontrol grubunda bulunan degerler
referans degerlerinin iginde yer aldigindan literatirle uyumiu ofarak
degerlendinlmigtir (Tietz ve Logan 1986, Tuzcu ve Tuzcu 1992).

4. Yetigkin 18 anemili erkek hastada yapian inceleme sonucu, Hb, Hct,
MCV, MCH ve MCHC’min reforans degerlerinden dusik oldugu,
ortalama HbF degerinin hasta grubunda 0.69 £ 0.49, kontrol grubunda ise
0.75 + 0.47 oldugu bulunmustur. Bu grupta da hemoglobin F yoniaden
herhangi bir patolojik sonu¢ elde edimemigtir. Bulunan degerler
yetigkinde olmasi gerekli degerlerle uyumludur (Tietz ve Logan 1986,

Tuzcu ve Tuzcu 1992).

5. 2.5-70.0 yas grubunda anemili hastalar alinarak, istatistiksel
degerlendirme yapilmigtir. 6 ay-2 yas grubu HbF ve tam kan
parametreleri acisindan ¢ok degisken oldupundan c¢ikanlip, diger
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gruplann -deperlendirilimesi yapildipinda ortalama HbF 0.72 + 0.46
bulunmugtur. Bu diger gruplarla uyumludur. By grup iginde yer alan 2-15
yag grubunda RBC, Hb, Hct, MCV, MCH ve MCHC -degerleri
yetiskinden farklhs araliklarda oldupundan grup deéperlendimmesi
yaptimasinda fayda gOrilmis ve bu farkhibk istatisttksel olarakta
gOsterilmigtir.

6. MCV<78 fl. olan yetigkin 43 kadm, 16 erkek ve 3-15 yas aras1 26
gocuk olmak lizere toplam 85 kigiden bir grup olusturularak, elde edilen
verilerden istatistiksel degerlendirme yapilmustir. Bu anemili grup iginde
Hb, Het, MCH ve MCHC referans degerlerin altinda iken, ortalama
HbF’in 0.74 + 0.47 olup, literatiirle uyumlu oldufu gorillmigtiir (Tietz ve
Logan 1986, Tuzcu ve Tuzca 1992).

Istatistiksel degerlendirmenin 1. asamasmda her grup igin HbF degerleri
ile yas, RBC indisleri, Hb ve Hct arasmdaki korelasyon araghmimastir.
Alnan sonuglar agagida goriilmektedir.

1. Tablo 4.2°de poritldii gibi yetigkin anemili kadin hastalarda MCYV ile
HbF arasmnda anlamli bir korelasyon (r : -0.348 ; p : 0.024) oldugu
bulunmugtur. Buna gére MCV degeri azaldikca HbF deferi artmaktadir.
Bu durumda MCV’si diigiikk yetiskin kadin hastalarin HbF degerlerinin
saptanmasi gerektigini dastndiirmektedir.

2. Tablo 4.3’te goraldigin gibi yetigkin anemili erkeklerde 1se HbF’in
yukanida bahsedilen paremetrelerie hicbir anlamli  korelasyonunun
olmadipy gorilmektedir. Erkeklerde kadmlardan farkh olarak dogum, siit

verme ve mensturasyon olmamas: 6zellikle Fe eksiklifi anemisinin daha
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az gorilmesine neden olmaktady. Toplumumuzda dogumun fazla olmasi
kadmlarda aneminin dabha fazla olmasmm agiklamaktadw. Bu grup igin
fazla sayida hasta bulunamamas: da bir lgiide bu nedene baglanmagtir.

3. Tablo 4.4."te gorialdugn gibi yetiskin erkek ve kadin kontrol grubunda
da HbF’nin yas, RBC ve indisleri, Hb, Het arasindaki korelasyonda
anlamh bir sonug bulunamamstir.

4. Tablo 4.5.’te goriildiign gibi MCV < 78 1. olan hastalarda ise yag ve
MCV ile: HbF arasmmda anlamhi korelasyon oldugu bulunmustur.
Korelasyon degerleni strastyla, (r - -0.353 ; p: 0.001) ve (r : -0.256-; p :
0.018) olarak bulunmustur. Bunlar ise beklenen korelasyon degerlendir.
Ciinkii bu grup iginde tiimii anemili olmak Gizere 3-15 yas aras1 26 ¢ocuk,
yetigkin 16 erkek ve 43 kadin bulunmaktadir. MCV degeri yas ile negatif
yonlii bir iligki icindedir. Ayrica grubun ¢ogunlufunu anemili kadmlar
olusturmaktadir. Anemili kadinlarda da MCV ve HbF arasinda daha Once
bahsedildigi gibi anlamh bir korelasyon oldugu goriilmiistic. Bu nedenle
grubu olusturan hastalara ait beklenen koreclasyon saptanmagtr.

5. Tablo 4.6.’da gorildagii gibi 2-15 yas grubundaki hastalarda da kadm
grubuna benzer sekilde MCV ve HbF arasinda anlamh bir korelasyon

(r-0.356 ; p 0.053) saptanmugtir. iliski negatif yonlii olup, MCV azaldif
zaman HbF artmakta veya tersi gozlenmektedir. Bu grup icin HbF
ortalamalanna bakildigmda 0.87 + 0.49 oldugu bulunmustur. Bunlarin
ortalama MCV degerleri ise 71.9 + 10.1°dir. Bu grubun MCV degeni 78-
82 fL. olmasi beklenitken yaklasik 60-80  fl. arasinda oldugu
gorilmektedir. Bu nedenle de yukanda bulunan korelasyon ile birlikte
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degerlendirildifinde azalan MCV degerine karsilik yetiskin ortalama HbF
degerinden daha yitksek bir deger clde edilmesi beklenen bir sonugtur.

6- Tablo 4.7°de gorildiigi gibi 2-15 yas kontrol grubunda ise fetal
hemoglobmin yasla (r : - 0.664 ; p : 0.003), MCV (r: - 0.650 ; p : 0.003)
ve MCHC ile (r : 8.591 ; p : 0.001) anlamli korelasyonlannmn oldugu
gorilmigtir. 2-15 yag hasta ve kontrol grabunun her ikisinde de MCV ve
HbF arasmda negatif yonli anlamlr korelasyon oldugu goriitmiistiir,

7- Tablo 4.8°de goritldagi gibi 6 ay-2 yas grubu diger gruplardan farkh
bir 6zetlik tagimaktadw. Bu yag grubunda kan parametreleri gok sayida
degiiskenden etkilenmekte ve yetiskinden farkh deferler almaktadr. HbF
ile olan korelasyona bakiddiginda beklenildigi gibi diger gruplardan
depisik korelasyonlarn oldupn gorilmigtic. HbF’in MCV ile (r : 0.497
p : 0.006), MCH ile (r : 0.530 ; p : 0.003) korelasyonlarmin oldugu
goriilmiigtiir. Bu grupta diger gruplardan farkh olarak MCYV ile HbF
arasinda pozitif yonlét bir korelasyon oldugu bulunmugtur. MCV degeri
azaldzkga HbF degermde bxr azalma veya tersi gériilmektedir. Bu sonug
Tablo 2.4 incelendiginde isc fetal hemogk)bm éegenmn ik altx ayda hizla
daha sonra yavas bir azalma ile 2 yagma kadar yetiskin degerine ulagh@
goriilmektedir. HbF'deki bu azalmanm MCV’de de oldugu
gorilmektedir. Bu nedenle bulunan korelasyon literatiirle uyumlu olarak
degerlendirilmistir.

8- Tablo 4.9°da goriildiga gibi 6 ay-2 yas kontrol grubuna bakildiginda
ise fetal hemoglobinin hemoglobinle negatif yonli bir korelasyonu ( r :

-0.768 ; p : 0.026) bulunmustur. Yani hemoglobin arttik¢a fetal
hemoglobin degeri azalmakta veya tersi goritlmektedir. Tablo 2.2°de
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goriildifi gibi bu yag grubunda Hb degeri yetigkinden digiiktiir. Bityiime
ile artan hemoglobin deperi ile birlikte fetal hemoglobin degeri
azalmaktadir. Bu ise biyiime g¢afindaki saghkli ¢ocuklarda normal

hemoglobin doniisiim mekanizmasidir,

9- Tablo 4.10°da gorildiga gibi 2.5-70.0 yas grubu ile ilgili olarak HbF,
RBC ve mdisleri, Hb, Hct arasindaki korelasyon sonuclart, gruplar tek tek
mcelendiginde bulunan sonugiarla uyumln bulunmugtur. Bunlar HbF ile
yas {r : -0324 ; p: 0.002), MCV {r : -0.336 ; p: 0.001) ve MICH

(r : -0.234 ; p : 0.026) degerleri arasindaki korelasyonlar olup, diger
sonuclarla uyumin bulunmustur.

Istatistiksel degerlendirmenin 1. asamasmda yas, eritrosit ve indisleri ile
Hb wve Hct degerlerinin birinin diperi ile arasinda anlamlit bulunan
korelasyon degerlerd, her grup i¢in ayn ayn incelenmigtir. Saptanan
degerlerde her grupta ortak olarak anlamh bulunan sonuglar oldugu gibi
farkh korelasyonlarm varhgn da ortaya ¢ikmistr. Sonuglar agagida
verilmektedir.

1. Tablo 4.11°de goriildiiga gibi yetigkin anemili kadm hastalarda yas ile
MCHC arasmda ters yonlii bir korelasyon (r : - 0.340 ; p : 0.027), RBC
ile Hb, Het arasinda pozitif bir korelasyon varken, bu korelasyonun Hb
ile daha kuvvetli oldugu goriilmektedir. Ayrica RBC ile MCV ve MCH
arasinda da negatif bir iligki oldugu bulunmugtur. Her ikisinde de kuvvetli
bir korelasyon oldugu saptanmustir. Yine bu grup iginde Hb ile Het, MCH
ve MCHC arasinda kuvvetli bir korelasyonun varliga anlagilmistr. MCV
ile MCH ve MCHC arasmda da pozitif yonlis MCH ile ¢ok kuvvetli
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olmak tizere korelasyon saptanmigtir . MCH ile de MCHC arasinda gok
anlamh bir korelasyon oldufu ortaya ¢ikmigtir.

2. Tablo 4.12°de gorildiigi gibi yetigkin anemili erkeklerde RBC ile Hb
ve Hct arasinda kuvvetli poztif korelasyon saptanmugtir. Hb ile Hct
arasmda kuvvetli Hb ile MCHC arasinda ise daha zayif bir korelasyon
oldugu bulunmugtur. MCV #de MCH arasinda ¢ok anlamh pozitif bir
Jkorelasyon varken MCV i#le MCHC arasmda .biraz daha zayf bir
korelasyon oldugu bulunmustur. Bu grup iginde de MCH ile MCHC
arasinda olduk¢a anlamli pozitif yonli bir korelasyon varhigy orfaya
¢ikagtar.

3. Tablo 4.13’te goriildign gibi yetigkin kadm ve erkek kontrol grubunda

1se RBC korelasyonu ile ilgili olarak bulunan degerlerin anemili kadin

hasta degerlerine benzedigi ancak Hb ve Het, MCV ve MCH arasmndaki

korelasyonlarin daha kuvvetli oldugu gorilmiistiir. Bu ise beklenen bir

sonuctur. Cinkii normal bureylerde olmasi gereken korelasyonlar

gozlenmigtir. Hb ile Hct arasinda da beklendigi bicimde pozitif ¢ok

anlamls bir korelasyon bulunurken, MCV ile MCH ve MCH ile MCHC
arasinda da kuvveth pozitif korelasyon oldugu saptanmagstir.

4. Tablo 4.14°te gorildagi gibi MCV < 78 L. olan hastalarda ise birgok
parametrenin birbirleri ile korelasyonu oldugu goridmiistir. Diger
gruplardan farkli olarak bu grupta yas ile Hct arasinda anlamh bir pozitif
iliski oldugu bulunmustur. Anemili kadin grubuna benzer bigimde yas ile
MCHC arasinda negatif yonli kuvvetli bir digki saptanmistir. RBC ile
ilgih korelasyon deperlerine baktigimizda 1se bu grubun kapsadif: yas
gruplarindan en fazla erkek yas grubuma benzer gekilde RBC, Hb ve
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RBC, Hct arasinda iligki bulanurken, RBC e MCV arasmda bu grupta
yer alan diger korelasyonlardan daha zayif negatif bir iligki oldugu
‘anlagilmistir. Yine bu grubun diger grup korelasyonlanindan farkh olarak
RBC ile MCHC arasmda da poztif zayif bir korelasyonun oldugu
bulunmugtur. Tim gruplarda oldufu gibi bu grupta da farkh bir
korelasyon vardir. Diger gruplardan farkh olarak MCV ile Hb arasinda
kuvvetli bir pozitif korelasyon varken, MCV nin MCH ve MCHC ie de
korelasyonui saptanmmstir. Bu grupta difer gruplardan farkh olarak
bulunan korelasyonlardan bir bagkast MCH ile Hb ve Hct ve MCHC ile
Hb ve Hct arasinda olup ¢ok anlamlt sonuglar alinmigtir. Ayriea MCHC
ile MCH arasmda da pozitif kuvveth bir iligki bulunmustur.

5. Tablo 4.15’te goraldign gibi 2-15 yas grubundaki korelasyon degerleri
incelendiginde anemili kadmlara ait korelasyon parametrelen ile benzerlik
gosterdifi dikkati ¢ekmigtir. Fakat korelasyonun degerleri farkh
bulunmugtur. Buna gére RBC ile Hb ve Het arasinda kuvvetli pozitif
yonli bir korelasyon oldugu ertaya gtkmstir. Hb ile Het, MCH ve MCHC
arasmda ayrica MCV ile MCH ve MCHC arasinda da ¢ok anlamh pozitif
korelasyon buhmmustur 7 ”

6. Tablo 4.16°da gorildagi gibi 2-15 yas kontrol grubunda ise bulunan
korelasyonlarm yas ile MCV ve MCHC, RBC ile Hb ile Het, Hb ile Het
ve MCV ile MCH ve MCHC arasinda oldugu bulunmustur. Yas e MCV
arasmda beklenene uygun pozitif yonti MCHC ile negatif yonli bir
korelasyon saptanmistir. Bu yas grubunda RBC ile Hb ve Hct arasinda
¢ok kuvvetli pozitif, MCV ile MCH arasinda pozitif korelasyon varken
MCHC ile negatif yonli bir korelasyon vardir. Tablo 2.2°ye bakildiginda
bu korelasyonlann bu yas grubu igin uygun oldugu gorilmektedir.
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7. Tablo 4.17°de gorildigi gibi 6 ay-2 yag grubuna ait sonuglara -
bakildiginda ise bulunan korelasyon sonuglan difer gruplarla benzerlik
gosterirken bazi farkliliklara da rastlanmigtir. RBC ile Hb ve Het arasmda
pozitif yonlii bir korelasyon varken, MCV, MCH ve MCHC arasmda
negatif yonlii bir dligki saptanmastir. Hb ile Het, MCV ile MCH ve MCHC
ve MCH ile MCHC arasinda pozitif yonli korelasyon bulunmugtur.
Grubun referans degerleri incelendigi zaman bu korelasyonlann uygun
oldugu goriilmektedir.

8. Tablo 4.18°de goritldiugi gibi 6. ay-2 yas koatrol grubunda ise yas ile
MCV ve MCH, RBC ile MCV arasinda pozitif, Hb ile Hct ve MCHC,
MCV ile MCH arasinda pozitif ¢ok anlamh korelasyon oldugu
goridmiistir. Tablo 2.2°ye bakildigmda bu korelasyonlarm bu yas grubu
icin uygun oldugu goritlmektedir.

9. Tablo 4.19°da goriildiigi gibi 2.5-70.0 yas anemili hasta grubunda yas,
RBC ve mdisleri, Hb, Hct’nin birbirleri ile olan korelasyon sonuglarma
gore, yasla MCH arasmda anlaml negatif bir korelasyon varken, RBC ile
Hb ve Hct arasinda ¢cok anlamh pozitif, RBC ile MCV ve MCH arasinda
da ¢ok anlamh fakat negatif bir korelasyon oldugu goriilmiistiir. Hb ile
Hct, MCH ve MCHC arasinda ¢ok anlamhh MCV arasinda daha az
anlamhi sonu¢ bulunmustur. Hct ile MCHC arasinda pozitif anlamli,
MCV 1le MCH, MCHC ve MCH ile MCHC arasinda da ¢ok anfamli
korelasyon oldugu goralmsstiir.

Goruldagiu gibi 6 ay-2 yas grubundaki anemili hastalar ¢ikanidigmda
bulunan korelasyon sonuglari gruplar ayrt ayn degerlendinildiginde elde
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edilen sonuglardan daha degisik bulunmustur. Bu hasta sayist ile ilgili
olabilecedi gibi her grubun kendine 6zgh defisen parametrelerinin tim
grupta degerlendirilmesinin ile bazi noktalarin degerlendirilememesine
neden olabilecegint diistindiirmektedir.

Daha onceden Kliniklerde kesin tam konularak laboratuvara bagvaran
baz1 hastalarin HbF deperleri saptanmistir. Talasemi major tanisi ile gelen
4 hastanm alkali denatirasyon ile saptanan % HbF deperleri asagida

Hasta sayisy % HbF
1. Hasta 41.2
2 Hasta 44 8
3.Hasta 431
4 Hasta 5.1

Buna gore 1,2,3 nolu hastalara ait bulunan sonuglar hteratirle uyumlu
iken 4. hastanin HbF degeri talasemi major tanisi ile uyumhi-degildic. Bu
hasta aragtinldiginda ise alman kan omegmin kan transfiizyonundan bir
hafta sonra alindi$z saptanmgtir. bu nedenle beklenenden daha diigitk bir
sonug bulunmustur (Gringras et al., 1994, Bachir ve Galacteros 1994).

ALL tamst konulmus iki hastadan alinan kan 6rneginden elde edilen HbF
degerlen sirastyla % 3.8 ve % 5.6 olarak bulunmustur. Bazi 16semilerde
HbF’nm artmas: beklendiginden alnan sonuclar hteratire uygunluk
gostermektedir (Kiesselbach ve Wagner, 1972).



Ayrica daha 6nce hastaneye anemi sikayeti ile gelerek normal HbF degeri
elde edilen bir hastadan daha sonra yapilan bir ¢aligmada HbF degeri 4.7
olarak bulunmustur. Son c¢aligma sirasinda gebe oldupu tespit edilen
hastanin bu bulunan sonucu da litaratirle wyumiudur. Bazn gebelerde
transplasental hemorajinin maternal HbF degerini artwdigt yapilan
calismalarda gosterilmektedir (Virgilio ve Simon 1977, James et al.,
1983, Sebring ve Polesky 1990).

Anemi gikayeti ile hastanemize gelen 24 hastanmm seliidloz asetat
elektroforezi ve HbF degerleri birlikte ¢ahigdarak elde edilen somuglar
istatistiksel olarak degerlendirildiginde sonuclar arasinda anlamh bir
farklilik oldugu saptanmistir. Bu alkali denatiirasyonun kantitatif iyi bir
yontem olmasini agiklamaktadir. Aynca HbF tayin edilmesinde baz
aragtimacilar selilloz asetat elektroforezint HbF ve HbA min aynt yere
gogt dolayisi ile onermemektedirler (Bauer, 1982).

Ayni hastalardan farkhi zamanlarda alman depisik kan omeklerinden
ikiger kez HbF degerleri saptanarak sonuclar arasinda  istatistiksel
anlamhilik olup olmadif: aragtwidmstir. Elde edilen bulgulara gore p 0.98
bulunmustur. Buna gore anlamh bir fark olmadifi sonucuna varilmstir.
Bu isc fetal hemoglobinin yetiskinde zamanla yeni gelisen bir patoloji
yoksa, sabit oldupunu ve yontemin ¢ok biyiikk saptamalara neden
olmadigim gostermektedir.

Fetal hemoglobinin 6lgtim stabilitesi, 5 normal bireyden HbF ¢ahsitarak
saptanmaya c¢alisthustir. Sekilde 4.1°de gorildiigi gibi ¢ok Onemli bir

degisiklik gorilmemektedir. Buna gére HbF nin stabilitesmin bir saat
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icerisinde bozulmadif: ifade edilebilir. Fakat her spektroskopik calismada
ideal okuma zamanmm itk 15 dakika oldugu da unutulmamahdir.



SONUCLAR

1. 6 ay-2 yas grubunda anemili hastalara ait ortalama % HbF degeri 1.21
+ 0.80, aym1 gruba ait kontrol % HbF deferi 1.57 & 0.72 olarak
bulunmustur.

2. 2-15 yas grubunda anemili hastalara ait ortalama % HbF degeri 0.87
+ 0.49 iken kontrol grubunda ortalama % HbF degeri 1.12 + 0.65 olarak
bulunmugstur.

3. Anemili kadinlarda ortalama % HbF degert 0.62 + 0.40, anemiht erkek
hastalarda ortalama % HbF 0.69 + 0.49, bunlanin kontrol gruplarinda ise
ortalama % HbF 0.75 & 0.47 olarak saptanmistir.

4. MCV <78fL olan hastalarda ortalama % HbF degenn 0.74 + 0.47
bulunmugstur.

5. Degistk yas grubunda 119 anemik hastada yapilan alkalt denatiirasyon
yontemi ile HbF tayini somucu, HbF degerlerinde beklenen degederin
tizerinde artma olmadify gorilmistir. Bu amemilerin talasemi veya
hemoglobinopatilere bagh olmadifimt daha ¢ok hipokromi ve mikrositoz
sebebinin Fe eksikligi anemisine bagh olabilecegini distindiarmiigtir. Bu
nedenle bu yorede yasayanlarin anemi sebebinin Cukurova Bolgest gibi
talasemi ve hemoglobinopati yoniinden yaygin bir dagihm gostermedifi
diisiincesini vermugtir. Fakat ilimiz icin istatistiksel anlamda % HbLF
insidansi vermek icin yeterli veri toplanamadif igin sayisal bir yoerum
yaptlamamaktadir.

6. Tum kontrol gruplaninda bulunan HbF degerlenn hasta gruplan ile
karsilagtinildigl zaman hafif yitkselmis olarak gorillmektedir. Bu dorum
ise kontrol gruplarindaki hasta sayisinin daha az olmasinin istatistikte
onemli olmasi, ¢ahsmanmin manuel olmasmdan kaynaklanan kisisel
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hatalardan ve anemili gruplarda bazen ¢ok disiik olarak saptanan. HbF
deperinin ortalamay: azaltict yondeki etkisine dayandirilmaktadir.

7. Yag, RBC ve mdisleri tte Hb’in birbirleri e olan korelasyon sonuglan
her yag grubu igin degistifi gibi, anemili hasta ve kontrol gruplarmda da
depismektedir. |

8. Seliiloz asetat elekiroforezi yerine alkali denatiirasyon yontemi
kultanilarak fetal hemoglobm degeri daha dogru, kolay ve ucuz ofarak
saptanabilmektedir.

9. Alkali denatiirasyon ile fetal hemoglobin 6l¢timii alet gerektirmemesi,
ucuz kimyasallar ile gabuk sonu¢ vermesi ve tekrarlanabilirligt nedeni ile
olanaklan kisith laboratuvariar icin dnerilebilecek bir yontemdir.
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