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Ozet: Genetik hastaliklar iginde 6nemli bir yere sahip olan anormal hemoglobinler pek ¢ok iilkede Snemli
bir saglik sorunu olarak bilinmektedir. Diinya go¢ ve ticaret yollar1 {izerinde bulunan Tiirkiye de anormal
hemoglobinleri belirlemek amaciyla 6zellikle Akdeniz bdlgesinde ve ¢ogunlugu kiy1 seridinde yer alan
bazi illerde tarama caligmalari yapilmistir. Yapilan literatiir arastirmalari sonucunda ise Erzurum ve
¢evresinde daha Once, bu tip bir tarama yapildigina dair bulguya rastlanmamigtir. Bu ¢aligma 3520 tane
kan numunesi ile yapilmistir. Bolgemizdeki anormal hemoglobinleri belirlemek i¢in yapilan hemoglobin
elektroforezleri (asidik, bazik agaroz ve seliiloz asetat) ile HbAS, HbS, HbD, HbWood, Hb Malmo ve
HbN hemoglobin tiirlerinin varligi ve oranlari belirlenmistir.

Anahtar kelimeler: Erzurum, hemoglobinopatiler, anormal hemoglobin.

Determination of Abnormal Hemoglobins with Different
Hemoglobin Electrophoresis

Abstract: Hemoglobinopaties which have an important place in genetic diseases are known a serious
health problem in many countries. Turkey is located in world migration and business band and to be able
to determine abnormal hemoglobinopaties, abnormal hemoglobines searching has been made especially
in Mediterranean Sea region and the mainly in the cities located sea side. At the result of literature
research, it was observed that there is no scientific proof about determination of mutation types by using
molecular techniques in Erzurum. In this study was made with 3520 blood samples. The results of
hemoglobin electrophoresis (acid, base agarose and celulose acetate) show that the existing and
percentage kinds of abnormal hemoglobin’s are HbAS, HbS, HbD, HbWood, HbMalmo and HbN in
region.
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1. Giris

Saglikli bir insanin kaninda % 95-96 Hemoglobin A;, %2.5-3.5 Hemoglobin A, ve % 1
den az Hemoglobin F bulunur. Hemoglobin A; 2 Alfa ve 2 Beta zincirinden olusmustur
(Sekil 1). Hemoglobin bilesik bir protein molekiildiir. Kanda eritrosit hiicrelerinde
bulunur. Gérevi viicudun neresinde ihtiya¢ duyulursa oraya oksijen tasimaktir. Her bir
kirmiz1 kan hiicresinde 300 milyon hemoglobin molekiilii mevcuttur. Hemoglobin
molekiilleri 2 pargcadan olusur [2]. Hb molekiilii “globin” ad1 verilen protein kisim ile
“hem” denilen prostetik gruptan meydana gelmektedir. Molekiiliin globin kisminda 4
adet polipeptid zinciri bulunur. Bu polipeptidlerin her biri, bir hem grubuna baghdir [3-
6].

40



A.A. Giingor vd.

Sekil 1. Hemoglobin A, in yapisi [1]

Tiim Hb’ler de hem grubu aymi yapidadir. Bu grup, ortasinda Fe™ bulunan, yan

zincirlere sahip, birbirine metil kopriileriyle baglanmis 4 pirol halkasindan olugsmaktadir
[2-6] (Sekil 2).

0 OH

Sekil 2. Hem grubu [6]

Insandaki normal hemoglobinler, HbA;, HbA,, HbF, Hb Gower 1, Hb Gower 2 ve Hb
Portland’dir[3, 7, 8](Cizelge 1.).

Tablo 1. insandaki normal Hb’lerin molekiiler yapilari ile yetiskin ve yeni doganlardaki oranlari [4]

Hb Tipi Molekiiler yap1 Yetiskin (%) Yeni dogan (%)
HbAl O.zl?)z 97 19.5
HbA2 (1262 2 0.5
HbF (05)%) 1 80
Gower 1 [ 0 0
Gower 2 ey 0 0
Portland [ 0 0
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1.1. Hemoglobinopatiler

Hb varyantlari, polipeptid zincirlerini kodlayan genlerdeki (11 ve 16 nolu kromozomlar
tizerindeki) ¢esitli mutasyonlardan kaynaklanmaktadir. Bu genlerin ekson bdlgesindeki
veya bu bolge disindaki nokta mutasyonlari, insersiyonlar ve delesyonlar ¢esitli Hb
varyantlarinin olusumuna neden olurlar [3, 5, 9, 10]. Hemoglobinin, otozomal resesif
olarak kalitilan genetik hastaliklari, iki bliylik gruba ayrilir [11] (Sekil 3).

Anormal Hemoglobinler Talasemiler
HbA —»  HbLX HbA —»  HDA (azalan)
HbA —p» 0
o-zincir [-zincir Diger o-talasemi [-talasemi Diger
varyanti varyant1 varyantlar varyanti varyant1 talasemiler

Sekil 3. Hemoglobinopatiler

1.2. Anormal Hemoglobinler (HbX)

Milyonlarca insanin etkilendigi anormal hemoglobinlerden en yaygin olanlar1 S, C, E ve
D’dir.

1.3. Orak Hiicre Anemisi (HbS)

En sik goriilen hemoglobin varyantlarindan biride HbS’dir. Afrika kitasindaki bazi
yorelerdeki dagilimi 9%20-40 civarindadir. Bu oran Azerbaycan Tiirklerinde %10 iken
iilkemizin glineyinde %8.2°dir. Orak hiicre hastalarinda kana kirmizi rengini veren
hemoglobin maddesinin yapist degisiktir. Bu hastalik nokta mutasyonlar sonucu, normal
hemoglobinin beta zincirinin 6. sirasindaki glutamik asit yerine valin amino asitinin
gelmesi ile olusur. Aminoasit dizilisindeki bu degisiklik sonucu olusan hemoglobin,
HbS olarak adlandirilir [3, 12-14] (Sekil 4).

Sekil 4. Normal eritrositler, HbS tiirii eritrosit [12]
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Anne ve babanin HbS tasiyicisi oldugu durumlarda, dogacak cocugun HbS tasiyicisi
olma riski % 50, orak hiicre hastast dogma riski % 25, normal hemoglobinli dogma
orani ise % 25’dir (Sekil 5). Bu oranlar tiim dogumlar i¢in aynidir.

RS
Ul as - 55

AA
%25 %25

Sekil 5. Her iki ebeveynin de HbS tastyicisi olma durumunda dogacak ¢ocuklarin Hb genotipleri ve
oranlari

1.4. Hemoglobin D (HbD)

Elektroforetik goclerindeki farkliliga dayanilarak HbD olarak adlandirilan birkag
varyant bulunmaktadir. HbD’ler alkali seliiloz asetat elektroforezinde HbS ile birlikte,
asidik sitrat agar elektroforezinde ise; HbA ile birlikte ayn1 yere go¢ etmektedir [3, 9]
Hemoglobinin bu varyanti, Avusturya, Ispanya, Yunanistan, Ingiltere, Almanya,
Portekiz, Tiirkiye, Iran ve Hindistan’da rapor edilmistir [4, 14].

1.5. Hemoglobin N-Baltimore (HbN)

Bilinen diger adlar1 Hopkins-I, N-Memphis, Jekins ve Kenwood dur. Beta globiilin
geninin 95 nolu kodonundaki AAG nin GAG ile yer degistirmesi sonucu ortaya ¢ikar.
Bu mutasyon ile Lys amino asiti Glu amino asiti ile yer degistirir. HbN, HbA dan alkali
pH larda elektroforezdeki hizli gé¢ etmesi ile ayrilabilir. Normal bir oksijen afinitesine
sahiptir. Amerikali siyah 1rkta ve Tiirkiyede de Antalya ilinde ve ¢evresinde
goriilmiistir[ 15, 16].

Uluslararast Hemoglobin Danmigma Merkezinin 1998 yili raporunda total anormal
hemoglobin varyant sayisinin 750'ye ulastigi rapor edilmisti. Ulkemizin giineyinde yer
alan Cukurova bdlgesinde (Antakya, Adana ve Igel) orak hiicre anemisi tasiyici (HbAS)
siklig1 %8.2 olarak tespit edilmistir. HbS tasiyici orani bazi kdy ve kasabalarada %44’e
kadar ulagmaktadir [11]. Talasemik &6zellige sahip olan HbE ise iilkemizde sik goriilen
diger anormal hemoglobindir. Anormal hemoglobinlerden HbD iilkemizde ender olarak
goriiliirken, HbC ise birka¢ vakada tespit edilmistir. Tiirkiye’de tespit edilen diger
anormal hemoglobinler talasemili vakalarin incelenmesi veya toplum taramasi sonucu
belirlenmistir. Anormal hemoglobin varyantlarindan 33 tanesi iilkemizde gézlenmis olup
bunlardan 7 tanesi ilk olarak Tiirklerde belirlenmistir [17].
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Yapilan calismada daha Once tarama yapilmayan bir bdlgede olan Erzurum ve
Cevresinden kan oOrnekleri alarak, Farkli elektroforez teknikleri ile hemoglobin
tiirlerinin ve ylizde oranlarinin belirlenmesi amaglanmistir.

2. Materyal ve Metot
2.1. Kullanilan Araglar ve Kimyasallarin Temini

Araglar; pH metre (Lab Star), Santrifiij (MSE Mistral 1000), Mikro Santrifiij (Hettich
Mikro 22R), Buz Dolabi, Mikrodalga firin (Argelik), Jel elektroforez cihazi (Sigma-
Aldrich), Fotograf makinesi Sony Digital, Otomatik pipet (Volac (50,100uL)),
Otomatik pipet (Eppendorf (1-20 uL), Vortex (Heidolph Reax), Tarayict (Hp Scanjet
2400), Gii¢ Kaynagi (Edit on line), Terazi (Scaltec).

Kimyasal malzemeler; Standart Hemoglobin AFSC-N Analytical Control Systems INC.
firmasindan, MIDI GEL Hb-asit hemoglobin elektroforezi kiti BIOMIDI firmasindan,
diger tiim kimyasallar, Merck, Sigma, Perkin-Elmer, ve Biolab firmalarindan temin
edilmisgtir.

2.2. Standart hemoglobin AFSC-N kontrol ¢ozeltisinin hazirlanist

Bir vial numunenin iizerine 0.5 mL destile su eklenmistir. Calkalamadan nazik bir
sekilde karistirip ve yarim saat bektetildikten sonra kullanilmaya hazir hale getirilmistir.

2.2.1. Hemoglobin kiti icin kullanilan ¢ozeltiler
Elektroforez jel yatay olarak saklandig1 kabindan ¢ikarilarak kullanilmistir.
2.2.2. Sitrat tamponunun hazirlanmasti

Sitrat tampon karisimi1 1000 mL saf suya tamamlanarak hazirlanmigtir. Hazirlanan bu
¢Ozelti +4°C’de stabilitesini 30 giin muhafaza etmistir.

2.2.3. Amido black boyasinin hazirlanmasti

Bir sise icindeki boya 9%5’lik 500 mL asetikasit ¢dzeltisi iginde ¢doziilerek
hazirlanmistir. Hazirlanan bu ¢6zelti +4°C’de stabilitesini 30 giin muhafaza etmistir.

2.2.4. Fiksasyon Cozeltisi

90 mL metanol 20 mL asetik asit ve 90 mL su karigtirilarak hazirlanmistir. Asetik asit
ve metanol karigimlart kararli olmadigi i¢in her kullanim i¢in ¢ozelti yeniden
hazirlanmistir.
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2.2.5. Yikama Cozeltisi

Jelin rengini ac¢ip bantlarin ortaya ¢ikarilmasi i¢in kullanilmistir. 300 mL %5 lik asetik
asit ¢ozeltisi bu amagla kullanilmistir.

2.2.6. Tuz Cozeltisi
Her jel i¢in %0.9 luk 200 mL NaCl ¢ozeltisi hazirlanmis, +4°C de korunmustur.

2.2.7. Seliiloz Asetat Hemoglobin Elektroforezi Icin Kullamilan Cozeltilerin
Hazirlanmas

2.2.8. Anot Tamponu

25.2 g Tris, 2.5 g EDTA ve 1.5 g Borik asit destile su ile 1000 mL tamamlanarak pH:
9.1 ve 0.26 M’lik tampon ¢6zelti hazirlanmistir.

2.2.9. Katot Tamponu

5.15 g Sodyum dietilbarbital 0.92 g dietilbarbiitirik asit 1000 mL saf su ile
tamamlanarak pH: 8.6 olan barbital tamponu hazirlanmistir.

2.2.10. Boyama Cozeltisinin Hazirlanmasi

Cozelti 500 mg Ponceau-S, 100 mL %5 lik Tri kloro asetik asit i¢inde ¢oziilerek
hazirlanmstir.

2.2.11. Yikama Cozeltisinin Hazirlanmast
%35°1ik asetik asit ¢ozeltisi kullanilarak hazirlanmistir.
2.3. Kan Orneklerinin Alinmasi ve Kan Sayimi

Kan 6rnekleri 30.12.2004-23.06.2005 tarihleri arasinda Atatiirk Universitesi Arastirma
Hastanesi Hematoloji Laboratuarindan ve ACSAP (Ana Cocuk Sagligi-Aile Planlamasi
Merkezi)’inden hemogram degerleri ile birlikte alinmistir. EDTA iceren toplama
tiiplerine alinan kanlar barkodlanmis bir sekilde muhafaza edilmistir.

2.4. Hemolizat Hazirlanmasi

Kanlar i¢ kez serum fizyolojik ile yikanarak 2400 rpm'de 10 dak santrifiij edilmistir.
Cokelen hiicre hacmi kadar su ilave edilerek 5 dakika iyice ¢alkalandiktan sonra 3000
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rpm'de 10 dakika santrifiij edilmistir. Hemolizat olarak bilinen iist faz hemoglobin
elektroforezi, analizlerinde kullanilmistir[ 18, 19].

2.5. Hb Varyantlarimin Incelenmesi

Laboratuarlarda incelenen Hb varyantlarinin %90’nin1 HbS, HbC, HbD-Punjap ve HbE
gibi sik goriilen varyantlar olusturmaktadir [15, 20]. Hb varyanti sitrat agar
elektroforezinde yiiriitiiliir. Bu yontemde Hb molekiiliiniin yapisal modifikasyon iceren
bolgelerinin jeldeki agaropektin ile yaptigi etkilesime bagli olarak verdigi spesifik profil
incelenmektedir [21]. Cesitli Hb Fraksiyonlari bu yontemle birbirinden ayrilabilmistir
[15, 18, 22, 23]. Hb varyantlarinin tanimlanmasinda, ayrica klinik ¢calismalarla ve rutin
hematolojik yontemlerle elde edilen sonuglarin da goz Oniine alinmas1 gerekmektedir.
Buraya kadar yapilan analizlerle vakalarin %90’ninda daha ileri bir analize gerek
kalmadan Hb varyanti tanimlanabilmektedir [24, 25]. Daha Onceden yapilmis
caligmalarda elde edilen verilerin degerlendirilmesi sonucu, internet ortamindaki web
sayfasinda (http://globin.cse.psu.edu), Hb varyantlar1 ve Hb mutasyonlari ile ilgili veri
tabani olusturmustur [26].

2.6. Hemoglobin Elektroforezi

Hemoglobin sentezinde karsilagilan kalitsal anormallikler iki ana grup altinda
toplanmistir. Bunlardan biri anormal hemoglobin varyantlart digeri ise talasemi olarak
tanimlanmakta olup bunlarin  belirlenmesinde  hemoglobin  elektroforezinden
faydalanilmistir [27, 28].

2.6.1. Seliiloz Asetat Hemoglobin Elektroforezi

Hemoglobin elektroforezi ilk olarak seliiloz asetat ile yapilmistir. Bu amagla EDTA’
tiiplere alinan tam kan 10.000xg de 20 dak. Santrifiijlenmis alta kalan eritrositlerden
mikro pipet yardimi ile 50 uL alinmis ve 500 uL ye saf su ile tamalanarak hiicrelerin
hemoliz olmas1 saglanmistir. Elektoroforez tankinin katoduna pH’1 8.6 olan (0,26 M)
Barbital tamponu ve anoduna pH’s1 9.1 olan (0.26 M) Tris tamponu konulmustur. Her
iki tampondan esit miktarda iceren ¢ozelti ile seliiloz asetat kagidi en az 10 dakika
islatilmigtir. Sonra bu kagida 3 mL hemolizat uygulanip, elektroforez tankinin
kopriisiine yerlestirilmistir. 0.75 mA/cm® akim 45 dakika siireyle uygulanmistir. Daha
sonra Ponceau-S ile boyanan ve yikama c¢ozeltisi ile temizlenen kagitta hemoglobin
tiplendirilmesi yapilmistir.

2.6.2. Sitrat Agar Hemoglobin Elektroforezi

EDTA I tiiplere alinan tam kan elektroforez i¢in kullanilmistir. Bu amagla alinan kan
ornekleri 5000 rpm de 5 dakika santrifiijlendikten sonra {tistteki plazma ve 16kosit
tabakas1 uzaklastirilmistir. Daha sonra bir hacim eritrosit ¢dzeltisi 20 hacim izotonik tuz
cozeltisi ile muamele edilmistir. Daha sonra ¢ozelti 5 dakika 5000 rpm de
santrifiijlenerek slipernatanti atilmistir. Bir hacim eritrosit 13 hacim hemoliz soliisyonu
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ile karistirilarak ve calkalanarak hiicrelerin hemoloiz olmasi saglanmistir. Elekroforez
yapilmadan numune bes dakika bekletilmistir. Yatay elektroforez tanki sitrat tamponu
ile doldulmustur. Sitrat agar kitinin paketi dikkatlice agildiktan sonra lizerinde kalan s1v1
kisimlar bir kagit havlu yardimi ile uzaklastirilmistir. Jelin {izerine numunenin
uygulanacag yerleri gosteren kagit yerlestirilerek jele yapismasi saglanmistir. Kagidin
tizerindeki herbir bosluga 4 uL numune konularak jelin emmesi i¢in 5 dakika
beklenmigtir. Jelin emmedigi sivi kisim kagit kullanilarak ayrilmistir. Jelin {izerine
yerlestirilen kagit jelden uzaklastirilmistir. Daha sonra 30 dakika 80 V akim
uygulanarak hemoglobin tiirlerinin birbirinden ayrilmasi saglanmistir. Akim kesildikten
sonra jel 10 dakika fix ¢ozeltisi iginde tutulmustur. Daha sonra jel 70°C 20 dakika
bekletilerek kurumasi saglanmistir. Ardindan jel 10 dakika boya ¢ozeltisi i¢inde tutulup
renksizlestirme isleminden sonra 10 dakika 70°C de kurulup bantlarin degerlendirilmesi
saglanmistir (Sekil 6).

@ MIDIGEL Hb-acide @

R —

-
. et L. e 1
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HbD, HbE [ — - —— -

HbA,, HbF ——

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
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Sekil 6. Sitrat agar hemoglobin elektroforezi
2.6.3. Bazik Agaroz Elektroforezi

Uyguladigimiz hemoglobin elektroforezi i¢in %1 lik agaroz kullanilmistir. 1g agaroz
100 ml 0.05 M TBA i¢inde mikro dalga firinda eritildikten sonra sogutulup yatay
elektroforez kalibina dokiilmiistiir. Bu sirada elektroforez taraklari jel donmadan 6nce
yerlestirilerek kuyucuklarin olugmasi saglanmistir. Tam kandan santrifiijlenip serumu
uzaklastirildiktan daha sonrada tuz c¢ozeltisi ile yikandiktan sonra 50 ul. numune
alimmigtir. Alinan numunenin iizerine 500 uL liz tamponu ilave edilerek eritrositlerin
parcalanmas1 saglanmistir. Daha sonra 10.000xg de 20 dak santrifiijlenmis ve iistte
kalan ¢ozeltiden SuL. alinmistir. Alinan Sul’lik kisim ayn1 hacimde brom timol mavisi
iceren numune tamponu ile karistirilmis ve kuyucuklara uygulanacak hale getirilmistir.
Numuneler her kuyuya ekildikten sonra 100 V ta 75 mA’lik akim altinda 2 saat
ylriitilmiistiir.
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Akim kesildikten sonra jel 500 mg Ponceau-S 100 ml %S5'lik trikloroasetik asitte
coziilerek hazirlanan ¢dzelti icinde boyanmis ve %5 lik asetik asitle boya agilincaya
kadar muamele edildikten sonra fotograflar1 c¢ekilerek Tablo 2’ye gore
degerlendirilmistir. Hemoglobin elektroforezlerinde hemoglobin tiirlerini karsilagtirmak
icin ticari olarak satilan standart kullanilmistir [29].

Tablo 2. Seliiloz asetat ve Sitrat agar elektroforezindeki bazi hemoglobin tiirlerinin birbirine gore go¢
hizlarinin karsilagtirilmasi1 agagidaki sekilde gosterilmistir

Seliiloz Asetat Elektroforezi Sitrat Agar Elektroforezi

+A0 F-2,6 +F-4,4 A0 S+5,8 C+10

S

C

*E

Lepore

G Philadelphia

D Punjab

O-Arab 9,7

*Hasharon

. K

Constant Spring -11,9

Malmo 5,5
A2 -11,1
Wood 0

Barts ‘ 7,6

*Ko6ln

N Baltimore

2
=N

J Oxford r 4,6

J Baltimore ‘ 43

*Tacoma ‘ 0.9

*Lufkin

*Camperdown ‘ 0.8
K |

Hope

Camdem 1,6

New York L5 0

*G San Jose 3,6 75

C Harlem . -10 5.8

48



A.A. Giingor vd.

3. Bulgular

Gergeklestirilen bu arastirma kapsaminda, yapilan literatiir incelemeleri sonucunda daha
once Erzurum ili ve ¢evresinde anormal hemoglobinler belirlenmesi ile ilgili ayrintili bir
calisma yapilmadigi anlasilmigtir. Bu nedenden dolay1 arastirmada kullanilan kanlar,
30.12.2004-23.06.2005 tarihleri arasinda Atatiirk Universitesi Arastirma Hastanesi
Hematoloji Laboratuarindan ve ACSAP (Ana Cocuk Sagligi-Aile Planlamasi
Merkezi)’inden hemogram degerleri ile birlikte alinmistir. Anormal hemoglobinlerin
taranmasi1 i¢in Ulusal Hemoglobinopati Konseyinin kabul etligi hemoglobin tarama
semast (Sekil 7) uygulanmig ve alinan kanlarin anormal hemoglobin igerip
icermediginin arastirtlmasi i¢in farkl tiirlerdeki hemoglobin elektroforezleri yapilmistir.

Anormal Hemoglobin
Taramasi

!

Hemoglobin Elektroforezi

|

Anormal band var Anormal band yok
Anormal hemoglobin var Anormal hemoglobin yok

Sekil 7. Anormal Hemoglobinlerin Taramasi

Asagida goriilen fotografta seliiloz asetat kagit elektroforezi ile A ve S tiiri
hemoglobinin nasil ayrildigi gosterilmistir (Sekil 8). Seliiloz asetat hemoglobin
elektroforezi ile A ve S tiirii hemoglobinler birbirinden ayrilmigtir.

Yapilan seliiloz asetat elektroforezi sonucunda HbAS tasiyict ve HbS igeren kan normal
HbA’dan Sekil 8 de goriildiigli gibi elektroforetik farklilik gostermistir. 1 ve 2 numaral
kuyu da HbA’I1 kan numunelerinin 3 numarali kuyuda HbS’li kan numunesininin ve 4
numarali kuyuda ise HbAS’li kan numunesinin seliiloz asetat elektroforezi yapildiktan
sonraki fotografi goriilmektedir.
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HbA HbA HbS HbAS

Sekil 8. Seliiloz asetat elektroforezi

Asidik hemoglobin elektroforezi kit olarak alinan sitrat agar hemoglobin elektroforezi
ile yapilmistir. Bu hemoglobin elektroforezi ile C, S, F, ve A tiiri hemoglobinler
birbirinden ayrilirken hemoglobin D hemoglobin A ve N ile S ile ayni yere band
vermektedir. Bu nedenlerden dolayr daha ¢ok hemoglobin tiiriiniin birbirinden
ayrilabilmesi i¢in ayrica bazik agaroz hemoglobin elektroforezi de uygulanmistir.

@ MIDIGEL Hb-acide @

HbC

1,

HbS, HON ———» -
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
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Sekil 9. Sitrat agar elektroforezi

Bandlar igerisinde uygulama noktasina gore anota en yakin yere yliriiyen altta goriilen F
bandidir, daha sonra A, HbS ve HbC katota dogru hareket etmislerdir. Sekil 9 ve Tablo
2 deki hemoglobinlerin go¢ mesafeleri karsilastirilarak yapilan hesaplamalarin
sonucunda asagidaki hemoglobin tiirleri belirlenmistir. Yukaridaki fotografta bazi
numunelere ait agaroz elektroforez fotografi gosterilmistir. 1 ve 10 numarali kuyularda
NFASC den olusan standart yiiriitiilmiistiir. Bu elektroforez sonuglari incelendiginde 2,
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3,4, 5, 6 ve 8 nolu drneklerde anormal hemoglobin bandlar1 goriinmiistiir. 2 de belirgin
4, 6 ve 8 de nispeten daha az belirgin HbX bandina rastlanmistir. Yapilan incelemeler
sonucunda bu bandin yiiksek oksijen ilgisine sahip ve asidik sitrat elektroforezinde HbA
ve HbF arasinda band veren Hemoglobin varyantlari olan HbWood veya HbMalmo
olabilecegi anlasilmistir. Go¢ hizlar1 karsilastirildigi zaman 2 nolu numunenin Hb Wood
ile 4, 6 ve 8 nolu numunelerin ise HbMalmo tiirii hemoglobin igerdigi belirlenmistir. 3
ve 5 numaral kuyularda sadece HbS goriilmiis ve kisinin orak hiicre hastast oldugu
sonucuna vartlmistir. 4 ve 8 numarali kuyularda ise HbS’in yaninda HbA bandinin
olmasi1 hastanin tagiyict oldugunu gostermistir.

Laboratuarda hazirlanan bazik agaroz elektroforezi ile S bandi1 ve D bandi birbirinden
ayrildig1 i¢in sitrat agar elektroforezi ile teshis edilemeyen hemoglobin tiirlerinin
belirlenebilmesi saglanmistir. HbD asidik elektroforez de HbS ile aym1 yerde band
veriyorken bazik elektroforez de HbA ile aym1 yerde band vermistir. Yapilan agaroz
elektroforezleri karsilagtirilarak HbD tiiri hemoglobine de rastlanmistir. Ayrica
laboratuarda hazirladigimiz elektroforez deki hemoglobinlerin goc¢ ettigi yerler gerek
standart hemoglobin tiirleri kullanarak gerekse yapilan diger bazik hemoglobin
elektroforezleri ile karsilastirilarak belirlenmistir [30].

A S+A+F S+F A

Sekil 10. Agaroz elektroforezi ile Hb tiirlerinin ayilmasi [30]

Yapilan bazik agaroz elektroforezleri gibi bizim yaptigimiz bazik agaroz
elektroforezinde de HbF tiim hemoglobin tiirlerinden hizli hareket etmistir. Normal bir
bireyde az miktarda hizla ilerleyen HbF daha yavas ilerleyen biiyiik miktarda HbA
iceren kalin bir band goriilmiistiir (Sekil 10)

Sekil 11. da yapilmis olan bazik agaroz elektroforezin de, 5 ayr1 numune yan yana
ylriitiilmiistiir. Sonraki bes numune ilklerin tekrari olacak sekilde kuyulara yiiklenmis
ve elektroforez sonucunda da aymi yerde bant vermislerdir. Ilk bakista 3. ve 5.
hastalarda artan HbF degeri gbze carpmustir.
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1 5

Sekil 11. Bazik agaroz elektroforezi

Daha sonra incelendigin de 2. kuyuya daha once asidik elektroforezde HbS bandi ile
ayni yerde bant veren numune yiiklendiginde elektroforez sonucunda bantin yok oldugu
goriilmiis ve HbD icerdigi anlagilmistir. 5. kuyudaki numunede HbA bandinin yani sira
HbS bandi oldugu da goriilmiistiir. 3 numarali kuyudaki numunenin ise HbA bandinin
yanit sira HbA dan daha hizli gé¢ eden baska bir banda sahip oldugu anlagilmistir.
Yapilan incelemeler ve daha sonra kullanilan hemoglobin standartlar1 sayesinde bu
hemoglobin bandmin anormal hemoglobinlerden biri olan HbN-Baltimora ait oldugu
anlasilmistir.

4. Tartisma ve Sonug¢

Tiirkiye'de ¢ok sayida Hb varyantinin goriilmesi, Anadolu nun yillar boyunca ¢ok ¢esitli
ik ve kiiltiirlerin yasadigi go¢ yollarinin iizerinde olmasi ve akraba evliliklerinden
kaynaklanmaktadir. Tiirkiye'de yapilan her bes evlilikten biri akraba evliligidir (%21.7)
ve bunlarin %701 kuzenler arasinda gergeklesmektedir. Bilindigi gibi akraba evlilikleri
nadir goriilen genetik gecisli hastaliklarin toplumdaki sikligimi artirmaktadir [31].
Erzurum ili ve ¢evresinin de bu gecis yollar1 iizerinde olmasi ve daha dnce boyle bir
aragtirma yapilmamis olmasindan dolay1 bu tiir bir ¢calisma yapmaya karar verilmistir.

Yapilan tiim hemoglobin elektroforezlerinin sonucunda Erzurum ve ¢evresinde anormal
hemoglobin tiirlerinden HbD, HbS, HbWood, HbMalmo ve HbN-Baltimora’un var
oldugu anlasilmistir. Calismamizi siirdiirdiigimiiz 30.12.2004-23.06.2005 tarihleri
arasinda aldigimiz kan numuneleri lizerinde yaptigimiz incelemeler sonunda Erzurum ili
ve cevresinde anormal hemoglobin tiirleri lizerine kapsamli bir arastirma yapilmis ve
konu ile ilgili bulgular ¢calismada sunulmustur.

Incelemeler sonucun da hemoglobin elektroforezlerinin herhangi biri ile tiim Hb
varyantlarinin belirlenemeyecegi anlasilmis ve hemoglobin elektroforezleri kombine
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olarak kullanilmistir. Yapilan hemoglobin elektroforezlerin sonucunda, anormal
hemoglobin tiirlerinin HbD, HbS, HbWood, HbMalmo ve HbN-Baltimora un
yoremizde var oldugu anlasilmig ve rastlanma sikliginin %0.20 oldugu hesaplanmistir.
Bu oranin Cukurova bolgesine kiyasla oldukga diisiik oldugu goze carpmistir. Caligma
sonucunda % 0.057 oraninda HbD tiirii %0.028 oraninda HbAS tiirii, %0.028 HbS
tirlinde anormal hemoglobinlere rastlanmigtir. Nadir rastlanan anormal hemoglobin
tirlerinden %0.028 HbN-Baltimor, %0.028 HbWood ve %0.028 HbMalmo tespit
edilmisgtir.
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