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1.) GIRIS VE AMAC

1669 yilinda LEEUWENHOEK'un ilk 1sik mikroskopunu bilimin
higmetine sunmasi ile insanoglu canlilarin yapitaglari olan
hiicreleri gﬁrmeye ve icerdifi gigemi aragtirmaya basladi. Bu ca-
ba burada isimlerinin teker teker verilmesine olanak tanimayan
sayidaki bilim adaminin gonsuz g¢aligmasy ile 1869'lara kadar
geldi., Bu yilda; MIESCHER, DNA'y1 kegfederek canlilari olugtu-
ran yapitaglarina ait en kilgiik, bununla birlikte en Snemli kis-
mina dikkatleri g¢ekmig olduy 1953 yilinda WATSON ve CRICK; DNA'-
nin ¢ift sarmal yapili bir molekiil elduZunu agiklayince gliniimliz-
deki molekiiler biolojinin ilk temellerini atmis oldular. 1958
yilina geldifimiede CRICK; molekiiler genetiZin temeli olan "san-
tral dogmayi" ortaya koymustu. Buna girej; DNA molekiiliindeki nilk-
leotid digilerinin(ki bunlar adenin, guanin, sitozin ve tiwindir)
belirli bir siraya gore yanyana getirilerek kodlanmasi ile sak-
lanan bilgiler RNA'ya aktarilmakta ve ora&an da bir awmino asit
zineiri olan prdteinler olusturulmakta idi.

Genetik bogukluklarin varoldufu ylgyillardir bilinmektedir. :
Ancakj genelik metabolik hastaliklar kavrami 19508'de GARROD'un
Lancet dergisinde yayinladiZ:i "Inborn Errors of Metabolism" bag-
11k11 makalesinden sonra kabul edildi. 1948'de HOURLEIN ve WEBER'in
1949'da ise PAULING ve arkadaglarinin yaptiklari g¢aligmalar tip
alaninda "molekiiler hastaliklar kavramini® getirérek konuya yeni
boyutlar kazandirdi. Zaman igerisinde yaprlan arastirmalar,
santral dogma ilrinii olan Gszgiin bir protein yapiminda olusgabilecek
bogukluklar geklinde tanimlandi, |

Bir genetik bozukluk olan "orak hiicre anemisi" 1910 yilinda
HERRICK tarafindan, talasemi ise 1925 yilinda COOLEY tarafindan
tanimlanmiglardi. Ancak buna kargin; bu hastaliklarin nedeninin
tam olarak aydinlatilabilmesi ve hatta tedavi edici genetik uy-
gulamalarin tartigma glindemine gelebilmesi igin molekliler gene-
tigin geligmesini beklemek gerekmekteydi. Clinkil; bir protein
olan hemoglobinin yapimindaki bir genetik bozukluktan ktken
alan bir hastalik grubuydu orak hilcre ve talasemi!?

.
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Dinya'da yasklagsik 12C milyon insan hemoglobinopati geni
tagimaktadar.
nini, kalani ise diZer hemoglobinopatili gen tasiyan bireyleri
igermektedir. Yaprilan dogum istatistiklerine gbre; yilda yak-
1é$1k 240,000 gocuk major beta-hemoglobinopatili olarak doZmak-
tadir. Bu doZumlarin %78'i HbSS veya HbSC hastaliklidir(l).
Tablo-l'de deZigik kltalgrda hesaplanan beta-hemoglobinopatili
dogum istatistikler¥, sekil-l'de ise diinyadaki beta-hemoglobino-
pati dagilimi verilmistir., Bu verilere gbtre; yilda 295,059 beta-
hemoglobinopatili doZum olmdkta, bunun 230,648'i patolojik gdrii-

Bu yaklasik savinin yaridan fazlasi %talasemi ge-

TABLO-1) Yilik Beta-Hemoglobinopatili DoZum Oranlarl(a)

Bb1ge HbSS HbSptal.| Fosc | p-tal. | Toplam(®)
Afrika 126,708 | 1,181 | 31,582 | 3,112 | 170,903
Amerika ‘\)4,399 960 1,999 508 8,426
Asya 18,819 | 1,432 4 21,263 | 114,810
Avruypa 284 * + 71,236 1,520
Y
Okyanusya - - - . 100 100
d I SN | I | I
TOPLAM: | 150,210 | 3,573 | 33,581 | 26,219 | 295,059

(a)Dﬁnya Saglik Orgiti(W.H.0.) 1985 raporuna gtre(kaynak-1)

(b)Toplam beta-hemoglobinopatili dofum sayisi olup, tablo-
da verilmeyen diZer beta-hemoglobinopatileri de igerir.

(C)Toplam y1llik doZum orani 129,594 X 103'tﬁr.

nilm vermektedir., Yi1llik doZum oranina gtre ise; her bin doZumda
2,28 dogum beta-hemoglobinopatili, ayni zamanda da her bin doZu-
mun 1.78'i patolojik beta-hemoglobinopatili olmaktadir,

+
Olgular saptanmig olmakla birlikte, istatistiksel

veriler bulunmamaktadair.
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Plkemizde ise; beta-hemoglobinopatilerin varliZi bilinmekte-
dir. 8zellikle {ilkemizin giiney bélgelerinde(gukurova, Hatay gibi)
yer yer bnemlli derecede toplum saflifi problemi gekline dOnligmek-
tedir. Bu bblgelerde; yoZun olarak orak hiicre anemisi olarak ta-
nimlanan "HbSS" ve "beta-talasemi" bulunmaktadir(2, %, 4, 5, 6,
7, 8). Ornegin; iiniversitemiz hastanesinde yoZun bir gekilde bu
hastalik grubuna rastlanilmakta, Pediatrik Hematoloji Poliklinigzi
tarafindan bu hast%}ar ¢ocukluktan baglamak lizere belirli zaman
araliklari ile takip edilerek tedavileri yapilmaktadir. Bu konu-
da yurt disindan brnek verilecek olursa; ftalya'nin Sardinya ada-
sinda toplumu tehdit eder hale gelen talasemi nedeni ile bu konu-
ya bzel bir has%ane ve aragtirma merkezi kurulmustur. Bu galigma
sonucunda beta-talasemili dofum orani, 1984 yili dikkate alinarak,
%50 oraninda azalmigtir(l).

SEEKiL-1) Dinyada Beta-Hemoglobinopatilerden; HbS,
L HbC ve beta-talaseminin dafilimi,
. (Kaynak-21).
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Geligen teknolojik birikime kargin, yine de bu tir genetik
hastaliklarin tedavisi(saBitimi) gelecek ylizyila kalmis gibi
gbzikmektedir. Giinlimiizde yapirlabilinecek olan ise; hastaliga
saptayarak bireyleri bilgilendirmek yolu ile semptomatik olan
homozigot bireylerin doZmasini engellemekten bte degildir. Din-
ya Saglik Orglitiiniin dnderliZinde gerceklegtirilen 4 talasemi
kontrol programina ait vgriler tablo~2'de verilmigstir. Bu prog-
ram gercevesinde; rjiskli hamileliklerde(heterozigot g¢iftlerde)
dofum Oncesi tani ile diisiik yaptirilmig ve tanimin doZrulugu
irdelenmigtir. Bu dort talasgmi kontrol programinda toplam 58

TABRLO-2)Dbrt Talasemi Xontrol Irogramlndaki Dogum-ﬁncesi
Tani Sonug¢lara

Merkez Toplam Homozigot Yanlis Fetus Saglikla
Fetal Tani  Diiglk Tani Kaybi  DogZum
K1bris® 960 231 8 46 664
Yunanistan (1:,)947 512 15 67 1,323
Sardinya 1,425 348 2 - 64 1,001

Londra 841 224 8 55 554

L3

8g1bris Rum Kesimi(Lefkosa)

olguda(Kibris Rum Kesiminde, 11 tane; Yunanistan'da 27 tane;
Sardinya'da 10 tane; londra'da 10 tane) olguda tani konulamamig-
t1r. 1984 yili dikkate alinarak yapilan bu program gergevesinde
toplam 5,137 olgudan %25.4'i(1,315 tane) homozigot olduklarindan
diigik yaptirilmig, %4.5 o;an1nda(232 tane) fetus operasyonda
kaybedilmig, buna karsin %68.5 oraminda(3,542 tane) saglikli do-
Eum saflanmigtir.:Yine bu progrem gergevesinde; Kibris Rum Kesi-
minde %97 oraninda, Yunanistantda %60 oraninda, Sardinya ve Ion-
dra'da ise %50 oraninda talasemi majUrlii dofum azaltilabilmigtir.



Yapilan bu tnleme g¢aligmalari, daha ¥nce de belirtildigi
gibi, homozigot bireylerin doZumunu engellemek ilizerine ku-
ruldugundan herseyden Once heterozigot(ya da tasiyici) bi-
reylerin ortaya g¢ikarilmasi gereksinimini doZurmaktadar.
Heterozigot bireylerin yapilan toplum taramalari ile ortaya
konularak bilgilendirilmesi sonucunda, prenatal(doZum Oncesi)
tanir yontemleri iglerlik kazanarak Onleme programlari basari-
11 olabilecektir. Bu agidan, hemoglobin tiplendirmesinin ve
globin sentez orarhnin gabuk, glvenilir bir sekilde yapilmasa
tarama gallgﬁélarlnln temelini olugturmaktadar.

Glintimiizde geli§en§%eknolojiye kosut olarak, molekiiler
genetiéi@ide katkilary ile doZum-6ncesi tamy ytntemleri DNA
diizeyine kadar inmekle birlikte, rutin incelemelerde, gene-
tik‘hastallklarln‘protein temelinde incelenmesi gincelligini
korumaktadir. Bblgemizde de, bu tiir genetik hastaliklarin
yo&un olarak bulundufunu gbzdniinde tutarak konunun daha ay-
rintall izlenmesi ve aragtirilmasi ydniinde gerekli alt yapi-~
¥1 olugturmak amaci ile protein diizeyindeki uygulamali calig-~
malara ka}kida bulunmayi amagladik. Bu diigiince ile, galisma-
mrzda hemoglobinopatilerin incelenmesinde gagdas bir ydntem
olan HPLC(High Performance Liquid Chromatography)'nin uygu-
lanabilirligini irdeledik.



2.) GENEL BIIGIIFR

a.Kirmizi Klireler ve Genel Ozellikleri

Dolagimdaki oksijenin taginmasindan sorumlu clan hemo-
globin; kemik i1igi tarafindan liretilen, morfolojik olarak
¢ift ylizli igbviikey(biconcave) yapr gbsteren kirmiza kiire-
ler(eritrositler) ig¢inde yer alirlar. Kirmizi kiireler; ke-
mik iliginde iiretildikten sonra dolagimdaki iglevlerini
yerine getireb%}mek‘émacl ile olgunlagirlarken hiicre gekir-
deklerini kaybederler.

Erigkinde; kirmizi Kiirelerin kemik iliZinde yapildiZini,
bununla birlikte fetus,dalak, karacifer, bdSbrekler ve lenf
ganglionlarinda da bazi patolojik durumlarda kirmizi kiire
yapiminin kemik iliZi digsinda da saflandigini(kronik mye-
loid lb6semi, myeloid metaplazi gibi):gbrmekteyiz.

Normal erigkine ait eritropoez; proeritroblast ile basg-
layan bir dizi hiicre farklilagmasi ile geligir. Proeritro-
blastlardﬁa)olgun kirmizi kiire olugumuna kadar geligen siire
4-6 glindlir. "Proeritroblast ile baglayan dizinin ilk evresin-
de hemoglobin olugumu igin gerekli demir hiicre igine alinir.
Olgun kirmizi klireye gegigte; hiicre cekirdeZi piknotik(pycno-
tic) oluncaya kadar kiigiiliir, ve olgun kirmizi kiirede disari
atilir., Bu slire¢ igerisinde hemoglobin sentezi artar ve bazo-
filik(basophilic) wmateryal kaybolmaya baglar. Bu gekilde de;
sitoplazma, Romanowsky boyalari ile(eozin-metilen mavisi ka-
rigamlari) maviden gri ve pembeye doZru bir renk defigimi
gbsterir, Hlicre c¢ekirdeZinin disar: atilmasi ile retikiilo-
sitler olugurlar. Bu olaydan sonra, kemik iliZinde.birkag
gin daha kalan retikiilositler olgun kirmizi kiirelere dbtniig-
wek {izere dolagimdaki kana karisirlar. Retikiilositlerin do-
lagamdaki miktarlara %2.0'yi gegmemektedir. Kemik iliginde
yapilan kirmizi kilreler; retikililoendotel sistemde(R.E.S.)
Yikilarak, igerikleri ya tekrar kullanilmak {izere kemik i-
ligine gbnderilir, ya da viicuttan atim ig¢in safra pigment-
lerine gbniigtirtliir(sekil-2).



DOLASIM
3Ix10®  Kirmizi Kore
900 g Hb

110 K.K.saat?

16 KK. sual 1x108° K.K. sqat™
.39 hb. saat”

03g Hb saat™

<«—— DEMIR «—— | RES

BESLENME

.

AMINO ASITLER v

*SAFRA PIGMENTLERI
ddrar, Gaita

*DEMiIR

[Az miktardd]

SEK1L-2) Kirmizi kiire olugumu ve yikimi.(bkz kaynak-9).

Daha tnece de belirtildigi gibi; kirmizi kiireler ve diZer
hematopoetik hiicreler normal olarak kemik iliginde Hretilir.
Kirmizi kilreler, granililositler, plateletler, monositler ve
lenfositler(hematopoetik hiicreler) kemik iliZinde bulunan
stem(k®k) hiicrelerinden farklllasarak(diferansiye olarak)
olugurlar. Bu kbk hiicreler; CFU-S, CFU-STEM ya da CFU-GEMM
(granulosit-kirmizi kiire"eritrosit"-makrofaj-megakaryosit)
hiicre gruplari olarak anilirlar{bkz gekil-3)(10). Eritroid



CFU-S ST§E>\\\\\\.

CFU-STEM ' LENFOSITLER
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53

SEKI1-3) Hematopoetik Hicre Farklilagmasi Modeli
(bkz kaynak-10)

CFU-S...:Dalakta koloni olygturan hiicreler

CFU-STEM:Dalakta k&k hiicreleri(koloni olugturan)

CFU-GEMM:K6k hiicreleri{graniilosit-kirmizi kiire-
makrofaj-megakaryosit olugturan, koloni
wmeydana getiren)

CFU-M...:Megakaryosite farklilagmaya aday koloni
hiicreleri

CFU-C...:Myeloid diziye farklilagmaya aday koloni
hiicreleri

CFU-E...:K1irmiz1 kiirelere farklilagmaya aday kolo-
ni hilcreleri(ge¢ evre eritroid koloni hiicre)

BFU~E...:Kirmiz1 kiireleri olugturacek CFU-E'ye fark-
lilagmaya aday koloni hiicreleri(erken evre
eritroid koloni hiicreleri)
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hiicre farklilasmasinin 6-8, glinlerinde sentez edilen hemo-
globin, retikiilositlerde 1-2 giin kadar dligik diizeyde sen-
tez edilmeye devam ediliirse de olgun wkirmizi kirelexde
sentez kesilir. Ortalama yasam siireleri 120 giin olan kir-
miz1 kiireler(bkz gekil-4); erigkin erkekte 5.4 milyon.ul“l,
erigkin kadinda ise 4.8 milyon.ul'l sayiya sahip olup, 7.5um
capinda, 2um kalinligZindadirlar. Her bir kirmizi kiire, orta-
‘lama olarak 29pg kadar hemoglobin tasimaktadir(8, 9, 10, 11
12, 13). o

s

Canli K.K.(%)
100

() Yy AW 4
0 40 80

SEKI1-4) Kirmizi Kirelerin Yagam Sliresinin Olgtimii,

(Bu amagla; kirmigi kiirelerin iginde bu-
lunan hemoglobin molekiiliiniin yapisina:
igaretli bir amino asit veya demir ato-
mu yerlegtirilir. Bu yerlegtirme igle~
mi, kemik iliginde gelismekte olan
hiicreler fizerinde etkili olur. Kirmizi
kilrelerin yagam siiresi boyunca iga-
retli kalmalarina karsin kandaki isa-
retli madde kaybolur. Kirmizi kiirele-~
rin yikami ile birlikte bu igaretli
madde tekrar ortaya g¢ikar.

Bu deneye gtre; karmizi kiireler,
yagam siirelerinin 100. glinlinde y1-

“kilmaya baglamakta, 120. giinde ise
yagam stirelerini tamamlamektedirlar,)

® Bkz kaynak-11, sf,15

120 gin
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b.Hemoglobin: Molekiiler Yapisi ve Serntgzi

Hemoglobin; iciinciil{tertiary) ve dordiinciil(quaternary)
yapisi tam olarak x-18§1n1 analizi ile ortaya konan ilk cligo-
merik proteindir. Bu bulgulama; Ingiltere'de M.F.Perutz ve
arkadaslarainin 25 yili asgkin galigmalari ile ortaya ¢rkmig-
tir. Oksihemoglobinin 2.8AC'1iik segicilik(resolution) ile
yapilmis atomik modeli 1968 yilinda, deoksihemoglobinin ise
1970 y1linda ortaya konuloustur(14, 15, 16).

Hemoglobin; herbiri jgerisinde gomiili durumda bulunan
hem grubu igeren dort poiipeptid zinecirinden olusmugtur
(sekil-5).:Bu alt birimlerin ti¢ boyutlu yapilanmasi zayif
non-kovalent bagZlar ile saflanir. Globin adi verilen bu alt
birimlerin polipeptid yapisinda olduklari, ve yapiyi olug-
turan polar amino asit yan gruplarinin dis ylzeyde, non-
polar yan gruplarin ise i¢ ylizeyde oldugu bilinmektedir.

Bu davranig; sulu bir ortam olan kan igerisindeki yapilan-
manin geregidir, ayni zamanda da {iciinciil yapiyi belirleyen
etkendir. {H§r polipeptid zineiri(ya da globin) iginde yer-
alan hem ile zincir arasindaki baglar hidrofobik etkile-
gimler ile saZlanmaktadir. Tiim molekiildeki globinler ara-
sindaki degme bblgelerinden benzer zincirler arasinda o-
lanlar(alfa-alfa globinler ile betd-beta globinlér arasin-
da) tuz kbprileri ile saflanmakta olup sayica azdir. Buna
kargin; benzer olmayan zincirler arasindaki deZme noktala-
r1 ¢ok sayida olup, bnem tagir. En uzun deZme bdlgesi, al-
fa-1 ile beta-l arasindadair ve B,G,H heliks bdlgeleri o-
larak anilan 34 amino asitlik uzunluktadir. Bununla birlik-
te; alfa-l ile beta-2 arasindaki defme btlgesinden 19 ami-

no asit sorumludur. X-1sini kristalografi cgalismalari; he-
moglobinin oksi ve deoksi formlarinin d¥rdiinciil(quaternary)

yapi ag¢isindan farklilik gdsterdigini ortaya koymugtur. Ok-
sijen ile bagli durumdaki hemoglobin daha sikigik bir yap
ortaya koyar. Bu dOrdiinciil yapida olugan degigiklikten hem
igerisinde bulunan demir atomu ile globinler arasindaki
degme noktalari sorumludur.

Demir atomu; globin igerisine gomlill durumda bulunan
hem ile diizlemsel-kare diizenlegim kompleksleri(square
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() SEKi1L-5) Hemoglobin melekiiliinde polipeptid
- zincirlerinin diizeni ve gzincirler
arasindaki deZme bdlgeleri.

planar coordination complexes) olugturmaktadirlar(sekil-6).
Bu kompleksler; non-polar R-gruplarr ile globinler igine gt-
miiliidiir. Bu gekilde yapida yeralan demir atomlarinin bes nu-
marali diizenlegim(coordination) baZi globindeki histidine
ait imidiazol nitrojenine baZli durumda, oksi hemoglobinde .
alti numarali diizénlesim baZi molekiiler oksijene baglir bu-
na kargin deoksi hemoglobinde ise yine alti humarali diizen-
legim bagi globine ait difer histidinin imidiazol nitrojeni
ile baZ yapmig durumdadir(gekil-T).

Hemoglobin molekiiliiy molekiiler oksijeni aldifi zaman,
beta zincirlerine ait demir atomlari arasindaki uzaklak
40,3 A%tden 33.4 A%'e inmektedir. Bu olay; demir atomunun
oksijen molekilliine doZru hem diizlemi igerisinden harekete
gecmesi ile gergeklegmektedir(bkz sekil-8a, 8b).
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i
SEKIL-6)Demir-Hem kompleksinin sematik
gorinlimii,
Mee.:Metil

eee:Vinil
P...:Propionil

Demir baZlarindaki sayilar
dlizenlegim bag numaralaridir.

M v M

v
) " nc«tj=ca . “c-r;i
N—Fe—« 1 h—=e
P { 'j Ay ? "!'
= =CH ey HC: 1
RX>) o) ﬁ

v
HC~Z CH
GD;‘ R Y . ‘”gb ‘
P n 4 M 0.
N N ? ¢
lgm_ifﬂ’ﬂb ZiNciR] ) [PorirerTiv 2inciRT |
“DEOKSi" “oksi”

SEX1L-7)Demir-Hem kompleksinin "deoksi" ve "oksi"
formlarindaki, demire ait, diizenlegim
baglarinin wolekiiler oksijeni tutmadaki
kullanima. '

(tkz kaynak-9, sf.431)
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OKSi DEOKSi
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SEXKIL-8a) Oksijenasyon sirasinda hemoglobin mole-
kiiliine ait beta alt birimleri arasinda
olugan uzaklik degigimi.

()

pEOKST . OKSi
N D g
Tyr
Arg r G .
ll II E!!""()\
L——-D'“ i" " We 8
™ Porfirin Di_'lzlemi/

SEK11L-8b) Oksijenasyon iglemi sirasinda demir atomu-
nun "hem diizlemi" igerisinden hareketi ve
polipeptid zincirinde bagli olduZu amino
asitlerin konumlara ile ilgili defigiklikler.
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Okeijenasyon iglemi sirasindaki bir diger ilgi ¢gekici
nokta ise; hemoglobin molekiiliiniin alt birimleri olan po-
lipeptid zincirleri(globinler) arasindaki degme nokiala-
rinda olusan defisimlerdir. Alfa.l/beta.l degme bSlgesin-
deki degigiklik Onemsiz olwmakla birlikte, alfa.l/beta.2
arasindaki degme bblgesi defigikligi Gnewmli boyuttadar.
Alfa,l/beta.l deZme bUlgesinde; beta.l alt birimi, alfa.l
alt birimine gbre 4°31ik bir donme gercgeklestirir, Bu
dbnme ise; degm® bblgesindeki atomlar arasinda 1 A%v1uk
bir agilma yaratir. Oysa*ki alfa.l/beta,.2 degme bdlgesin- -
de, beta.2 alt birimi, alfa.l alt birimine gére 13.5 A°'lik
bir donme gergeklegtirerek degme bblgesindeki atomlar ara-
sinda 1.9 A°'1ik bir agiklik yaratir. Tim bu olaylarin so-
nucunda ise; toplam olarak, beta.l ile beta.2 alt birim-~
leri arasinda 6-7 AC'liik bir Stelenmé ortaya gikar.

Tim bilgileri biraraya getirecek olursak; hemoglobin
molekiiliinde oksijenasyon iglemi sirasinda ortaya ¢ikan
i boyuth 3zaydaki yapr degigikliginin tetikleyici ig-
lergesinin(mechanism) yapida bulunan demir atomlarindan
kaynaklandifim goririiz. Qlinkil; deoksihemoglobinde demir
atomu, porfirin diizleminin 0.75 A®° kadar digindadir ve
proksimal F8~histidine dofgrudur. Bunun nedeni ise; altin-
c1 diizenlegim baZi molekiiler okseijeni baglamadifZi anda
atom gapinin porfirin diizlemi igindeki bogluktan gegeme-~
yecek kadar bliylik olusundandir. Altinci diizenlegim bagi-~
n1 molekiller oksijen ile dolduran demir atomu gapina da-
raltarak, porfirin diizleminin iginden harakete baglar.
Bu gekilde de;.atom gapini daraltan demir atomu, porfirin
diizlemi igerisinden harekete bagladifinda baZli olduu
F8-histidini kendisine geker. Bu hareket sonucunda hem-
demir kompleksi ile baZlantili polipeptid bdlgesinde
yeni blr gekillenme olusur., Olusan bu sekillenme; Uglin-
clil yapida degigiklik yaratir(bkz sekil-8b)(14, 15, 16,
17, 18, 19).
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T™Mim bu Bzellikleri ile hemoglobin molekiilii; d8rt temel
gorevi listlenmig durumdadir. Bunlar sirasiyla; organizma-
nin gereksinimleri dogrultusunda molekiiler oksijenin bag-
lanma karakteristigZinin ayarlanmasi, hem grubunun karbon
monoksite karsi olan egiliminin azaltilwasi, tiim hemoglo-
bin molekiiliiniin sulu ortamda ¢Bziiniirluginiin artirilmasi,
ve demir niivenin korunmasi seklindedir.

Hemoglobinymolegﬁlﬁnﬁn temel yapisindan sonra yagamin
degigik evrelerinde gbriilen sentezini ve tiplerini ince-
leyecek olursak; yagamin iglevsel hemoglobin tipinin,

141 amino ‘asitten olusmus iki alfa zinciri ile 146 amino
asitten olugmug iki beta zinciri igeren HbA oldufunu
gbririiz. Ancak; embriyonik yagamdar baglayarak erigkin
yagama kadar uzanan slire¢ igerisinde: evrelerin Szellik-
lerine kosgut olarék degigik hemoglobin tiplerinin sen-
tez edildigi gbze garpar. Bu sentez; hemoglobin tetra-
merini olugturan alt birimlerin(globinlerin) kontrollu
olarak yabiima81na dayanan bir sistemden kBken alar.
Daha once morfolojik olarak aciklanan farklilagmanin
degigik evrelerinde kontrol edilmesi ile, evrelere bzgl
hemoglobin alt birimleri sentezlenebili®(pkz tablo-3,5ekil-9).

pe s &

Normal erigkin bireydeki hemoglobin igerigimin
HbA gofunlufuna sahip oldugunu belirtmigtik. Ancak,
diigik oranda da olsa, HbA, ve HbDF de bulunmaktadir.
Dolagimdaki kirmigzi kiireleri; "A-tipi® ve "F-tipi"
olarak ikiye ayirabiliriz. "A-tipi®" kirmizi kiireler-
de sadece erigkin hemoglobini(HbA) bulunmakta,bunun-
la birlikte, dolagimdaki kirmizi kiirelerin % 8.,0'nden
az oranda bulunan "F-tipi" hiicrelerde ise hﬁcre 1geri-
ginde ¥ 15-30 oraninda HOF bulunmaktadlr(zo) Fetal ,
yagamda Hnecll hﬁcrelerden{BEU-E) farklxlasarak fetal e
eritroblastlar olugturulur ve bunlar da ”F-tipl" hiie-
Teye farklzlaglrlar. Ancak doZum Sncesinde olu@an
bir kontrol ile bu Bncd hiicreler(BFU-E) goZunlugu



. .

nh.tipi? hilcre olusturmek iizere etkinlesmeye baglarlar

ve erigkin hayatta dolasimdaki kirmizi kiirelerin mey-

dana gelmesini gergeklesgtirirler. DoZal olarak bu cliay
meydana getirilirken kullanilan iglerge gen diizeyinde
olup sonuca RNA sentezi yolu ile gitmektedir(bkz gekil-10,
gekil-11)(20, 21).

o

d
TABLO-3) Insanda normal hemoglobinlere ait globin
zincir bilegimi.

OEmbriyonik Hemogloblnler
Hb~Gower.1 %2€2
Hb-Gower,2 off€y =
Hb-Portland ¥, ¥a

8Fetal Hemoglobin

HOF oty ¥y,
8Eri 5}311) Hemogloblnler

HbA 0(2 p 2

HbA, 82,

HbF(Fetal hayattan sonra da diigikk wremda
sentezi stirdlirilir. Ancak tetellde fe-
tal hayata ait hemoglobin tipidiir.)

Kirmizi kiirelerin olugumundaki farklilaigme 6zellifi;
bagka bir anlatimla, aynir k8k hilcreden fark'lzlagarak "A-
'bipi" ve "F-tipi" hiicre ﬁretilmesi(daha Oncee belirtildi-
gi gibi eriskin hayatta "F-tipi" hiicre gok «figik oranda-
ﬂ:.r) bu kenuda galigma yapan aragtlrlcnara ’Mrtaklm kim-
_yasal maddeler kullanarak,deé;um s:.rasnxda 0. ?mﬁn kontral
sisteminin benzerini olugturmak fikrini very @mr. Buna
gbre; "F-tipi* hilere sayisini artirmak, ’bﬁy 13iKle de
orak hiicre, beta-talasemi gibi hastalxklaxd a Mavi e-"
"dici rol oynayabilecektir. Ornegin; S-azasi i#in, cyta-
rabine, hidroksiiire bu tiir kimyssal waddele. iz, Bu tlir.
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bu galigmalar; etki iglergesi, sitotoksisitesi gibi konu-
larda ag¢ik noktalara sahip olmakta ve bu ylizden klinikte
tedaviye yonelik, glivenilir yontemler degillerdir. Buna
karsin bu ytndeki galismalar glincellifini kaybetmeyip
aragtiricilarain ilgisini ¢ekmekte ve eritroid hiicre fark-
li1lasmasina da katki olugturma sifasina sahiptirler(2l,
22, 23, 24), i

-

St rﬁ sentez =
50t

30;

10f

=

; § 18 30 Ts 18 30  hafto
; ) DOGUM

o e ey bR et 5 1 5

SEKiL—Q) 1nsanda yasamin degigik evrelerindeki
hemoglobin alt birimlerinin(globinler)
sentezi,

o

Klinikte; hemoglobinopatilerin incelenmesinde, fiziksel
muayénenin‘yanlslra laboratuar tetkikleri olarak anormal
bir hemoglobin tipinin var olup olmadifi, normalde bulunan
hemoglobin tiplerinin(bkz tablo-3) oranlarlnln saptanmasi
tnem tasir. HbA, HbA, ve HDF gibi normal erigkinde bulunan
hemoglobin tiplerinin orani; uygulanan ytnteme baglir olarak
degigiklik gostermekle birlikte, temel olarak % 0,0-2,0 HbF,
% 1.0-4.0 HbA,,kalan ise HbA geklindedir(bu hemoglobin tip-
, lerinin»normal erigkinde ve baz; patolojik durumlardaki o=
ranlara 1gin tkz table—i)
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P-BFU-E  M-BFU-E  CFU-E [FETAL
? —_—® — > @® RITROBLAST
. | 2
v :
e
's!!‘
| = ——=
A-TURU
O——O0O O

P-BFU-E  M-BEUE CFU-E “[F-TURD

SEKIL-10)Hemoglobin sentezinin diizenlenmesi
(kaynak 21) .

Hemoglobin Sentez Programi

O/Hbr-'

—HbA
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SEKIL-11) "A-tipi" ve "F-tipi" hiicrelerin(kirmizi kiireler)

olugturulmasa,

(Burada eritroblastik olgunlagma evresindeki
farklilagma ele alinarak model olugturulmugtur)

(kaynak 21)
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TABLO-4)Kormal ve bazi patolojik durumlarda hemoglobin
tipleri ve oranlar:

HbAz(a)] mop(®)| moa(ax) | g (xx)
Normal Eriskiﬁ 1.3-3.7 | 0.2-1.0 |95.3-98,5 -
F°-talasemi o
(homozigot) 2.0 98.0 - -
£°-talasemi _
(heterozigot) 3.5-7.0 | 0.2-1.0 x -
Hbs/gi}talasemi 5.0 10.0 - 85.0
HbS/ # -talasemi |
(zenci tipi) 5.0 5.0 25.0 65.0
HbS/#*-talasemi
(Akdeniz tipi) 5.0 ¢ 5.0 | 10.0 80.0

(a)DE-SZ mikrokolon kromatografisi y¥ntemine gbre(%)

(b)Betke alkali denatiirasyon ybntemine gbre(¥%)
(xiﬁgAz ve HbF disinda kalan hemoglobin
(XXVppa ve HbS deferleri de mgw olarak - vérilmigtir.



c.Hemoglicbinopatiler
Bundan onceki boliimde de belirtilgi gibi; bir protein
olar hemoglobinin liretimi genetik kontrol zltindadair. Gi-

niimlizde edinilen bilgi birikicinin agifi altindaj eldeki
tim veriler, makromolekiiler sentezin(ki burada konumuz
yiksek canlilardir) diizenlenmesinin translasyon evresin-
den ¢ok transkripsiyon evresinde olduZunu gtstermektedir.
Genel olarak bir tiirde bulunan hemoglobiq'tipi daima geli-
gimsel degigiklikle 4Josut olarak belirlenir. Bu geligimsel
degigim; embriySdan baglar, fetusta devam eder, ve erigkin
organizmada son geklini &lar. Klinik olarak; insan hemoglo-
bin sentezinde rol oynaién genetik kontrolun diizgiin igleme-
mesi sonucunda afir tablolar ortaya ¢ikar(insan hemoglobin-
lerinin genetik kontrolu igin bakiniz Tablo-5).

TABLO-5)Insan hemoglobinlerinin genetik kontrolu(x)

Ortaya Ciktigi Evre
Sente )§gri Hb Tipi Kromozou Ilisgkisi
® Embriyonik Hb-Gower.l | Bilinmiyor
I1kel Yolk Sac Hb-Gower .2 Bilinmiyor
Hb=-Portland Bilinmiyoxr
® Fetus
Karaciger, dalak
kemik il1igi HbF K ~kromozom,1l6
Ay -kromozom,.1l1l
6y~kromozom,11
® Erigkin
HbA § ~kromozom.1l
Kemlk 111%i 2 X ~kromozom,16
Hba 8 ~-kromozom.11
K ~kromozom,.16

(X)piz kaynak 25, sayfa 365



Gernetik kontrol altinda olan hemoglobin sentezi, mole-
kiiler agiden DNA'nar denetimi altindadir. RBu denetim REA
aracilifl ile proteine(hemcglobine) aktaralir(sekil-12).
Santral Dogrma olarak da znilan bu iglergeye glre; DNA'ya
olusturan alt birimler olan rilkleotid dizileri ile sakla-
nan bilgiye gore, hemoglobinin alt birimleri olan amino
asitler biraraya gétirilerek tiim protein olugturulur. Bu
bilgi akisi; replikasyon, transkripsiyony translasyon adi
verilen evrelerden g&gerek sonuca ulagir{bkz gekil-12).

DNA yaplslndaki nilkleotidlerden hexr ug tanesi bir’
amino_asidi kodlamaktadir. Bu-tigli niikleotid "kodon"
olarak anlllr. Kodonlardaki {ii¢glii nilkleotidte olusgacak
farklilik, ‘amino asit tipinin farkli olmasina yol aga-
caktir. Buna benzer gsekilde; ilgili genlerdeki DNA i-
geriZinin okunarak aktarilmasini baglatan ya da bitiren
kodlardaki deZigiklikler de, olmasi gereken amino asit
dizisine etki ederek, normalden farkli protein yapilara
ortaya koyacaktir. Ayrica; DNA'daki bilginin RNA'ya ak-
tarllma51Qgganskripsiyon) ve RNA'daki bilginin protein
gekline doniligtiirlilmesi evrelerinde olugacak yanlig is-
lergeler de sonugta normalden farkli protein yapilara
ortaya koyacaklardir(8, 26).

0‘ DNA -———E———,-RNA -——E——Ah PROTEIN

SEK11-12)Santral Dogma :

a.Replikasyon
b.Transkripsiyon
‘c.Translasyon

Anormal Hemoglobinler

Fizyolojik hemoglobinlerin dlslnda, normal globin gzincir-
lerinden birinin amino asitlerinden bir veya birkaginin ye-~
rine bir bagka amino asit gegmesi ile olugan molekiillere
verilen addir(8). Ornegin; orak hiicre hemoglobini, beta
globin zincirinin 6 no.'lu amino asidi olan glutamik asit




yerine valin gecmesi ile olusur ve homozigot durumlarda
agir anemi tablosu ortaya koyar. Orak hlicre hemog obininin
1949 yilinda ilk dera gOsterilmesinden sonra birgcok sayida
anormal hemoglobin deZisik arasgtiricilar taraiinden szptan-
wistir(1l9, 27, 28). Bugline kadar; 199 tane alfa, 232 tane
heta, 30 tane gama ve 19 tane delta globin varyanti bildi-
rilmis durumdadir(8, 28)(Tablo-6).

TABLO—6) Bagl Anormal Hemoglobifilerde Globin Bile§imi(a)

OBeta Globin Zincirinde Olugan Yerdeglstlrmeler

, .H‘bSQOOOODOQQOOOOOQ.O. dﬂ' ( p_z ....Glu—-)Val)
':,;HbCoo-oolooooooooooo 'xzp; (O(a p& OQOCGlu—"LyS)
HbDPuIlJab........." O(ZPJ (p(Ap-:ll ...oGlu-QG‘ln)
Honocoooc-oocoootoodapa Aﬁi‘-...Glu—)Lys)

eAlfa Globin Zincirinde Olugan Yerdeéigtirmeler
A —Asn - A
HYG s 1adelphiat s+ %8 BF (#§*—Asn-siys, gd )

(c)(a)Kaynak-59
Talasemiler .

' Hemoglobin zingirleri; genetik kodun okunup, amino asit-
lerin okunan genetik koda gtre birbiri ardina konulmasindan
meydana gelir. Ancak sentezin geglitli evrelerinde olugan de-
gigik nedenlerle, hemoglobin tetramerlerini olugturan globin
zincirlerinin biri veya birkag¢ tanesi, ya hig yapilmaz ya da
diger kargilik gelen zincire gore daha az oranda yapilir ise
talasemi adr verilen hastalik grubu ortaya ¢ikmaktadir. Gene-
tik olarak hemoglobin sentezindeki bir bozukluk sonucu olusgan
ve g¢ogu kez hipokrom mikrositer anemiye sebep olan talasemi-
lerin kelime anlami, Yunanca "Thalas-Akdeniz"den gelmektedir.
Bu hastalik grubunu bugiinkii anlami ile ilk defa tanimlayan
Cooley'dir. Onceleri olgularln Yunan, Italyan ve Suriye(Er-
‘meni as1111)*1i kigilerde gbrillmesinden dolayi "Akdeniz Ane-
‘misi® de denilmis, ancak sonralar:i olgularin tim diinyada gi-
riilebilmesi ile bu tanimlama terkedilmigtir.




Daha Bnce de belirtildigi gibi, talasemideki temel bo-
zukluk wkRA'nan yetersiz oranda lretimi veya mRNA'nin glo-
bin zinciri sentezinin kodlanmasini igeren iglevsel yetmez-
ligindedir. Bu dengesiz sentez, hemoglobin sentezindeki
transkripsiyon, wkNA processing(wkNA iglenmesi), ve trans-
lasyon evrelerinden birinde ortaya ¢ikabilir. DoZal olarak,
globin sentezindeki kantitatif bir eksiklik(ki bu eksiklik
gen lrlntnde kalitatif bir degigiklik olugturmuyor ise),
gen iglevini veya regiilasyonunu : etkileyerek deZigtiren
bir faktoriin varldgini yansitir(29).

Talasemifér genellikle azalmig oranda sentezlenen glo-
bin zincirine gbre igf%lendirilirler. Burada; sentezi a-~’
zalmig globin zinciri bir veya birden fazla olabilmektedir.
Ortaya ¢ikan bu durum sonucunda, normal olarak sentezi siir-
diiriilen globin zincirleri, diger globin zincirlerinin eksik
oranda sentezlenmelerinden Otiirii, eritrositler ig¢inde pre-~
sipitasyona ugrarlar. En iyi tanlmianmlg talasemi tipleri;
alfa, beta, gama/delta/beta, delta, delta/beta-talasemiler-
dir. Bu talasemi tiplerinden bazilari HPFH(herediter per-
sistan ﬁgtal hemoglobiniiri Jdefektif delta, beta veya alfa
firetiminin yoZun olarak bulunduzu durumlardir. Ancak, bu
baglik altinda toplanan grupta kalici olarak gama globin
zinciri yliksek oranda sentezlenmeye devam etmektedir(8,

29, 30). o

Flizyon Hemoglobinleri

Bazi hemoglobin zincirlerinin, bazi bSlimlerinin birleg-
tirilerek sentezlenmesinden ortaya gikan hemoglobin tiirleri-
dirler. Bu tiir anormal hemoglobin tipinin ilk Grnegi -1958
yilinda Gerald ve Diamond tarafindan saptanmig olan Hb-
Leporetdur(8). Hb-Lepore; bir kromozomdaki beta geni ile
diger kromozomdaki delta geninin non-homolog gaprazlagma-
sindan olugmugturQ Bagka bir anlatiwla; amino ucu beta ge-

nine ait, buna kargin karbonil ucu ise delta genine ... .
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aittir. Bu hemoglobin tipinin daha sonralari; Hb-Lepore-
Hollandia, Hb-lepore-Baltimore, Hb-Lepore-Washington-Boston
Hb-Lepore-Fylos gibi degigik tipleri saptanmistir, Tirkiye'-
de Iepore hemoglobini 1974 yilinda bir ailede, Gavdar ve
Arcasoy tarafindan saptanwig clup Boston tipidir(31). |

Uzamig Zincir Hemoglobinleri

Mutasyona ugramig hemoglobin zincirleri normalden uzun
ya da kisa olugurlarga yeni bir grup hemgglobin tiirti ortaya
¢ikar ki bunlaw@ vzamig hemoglobin zincirli anormal hemo-
globinler adi verilir(8)s

()
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3.) HEMOGLOBINOPATILERDE TOPLUM TARAMASI VE DOGUM-OKRCESI
(PRENATAL) TANT YONTEMLERT

Hemoglobinopatilerde; bir veya birden fazlia genin is-
levinde gbriilen bir defekt s8z konusudur. Heterozigot du-~
rumlarda; herhangi bir semptom gbzlenmemekte, buna karsgin
homozigot durumlarda ise belirgin bir klinik tablo oxrtaya
grkmaktadir., Toplum taramasi ve doZum-Bngesi tani g¢alig-
malari, talasemi maj$r(homozigot beta-talasemi), homozigot
EbS hastalizy, Fb-Bart's Hidrops Fetalis(homozigot alfa-~
talasemi) riskli dogumlafinin bnlenmesine ybneliktir. He~
terozigot bireylerin toplum taramasi ile belirlenmesi de
uzun dbnemde bu riskli doZumlarin 8niine ge¢ilwesi agisin-
dan tnem tagsir. Bu cgaligmalar; protein ve gen dﬁzezinde
olmak lizere ybnliidiir.

a.Protein Dﬁzeyindekigga11§ﬁa1ar: Burada amag¢; gerek do-
Zun Bncesi ve gerckse de toplum taramalarinda, sentez e-
dilen hewmoglobin tipinin saptanmasi veya hemoglobin alt

birimleriqﬁg(globinler) sentez oraninin ortaya gikaril-

wasina yoneliktir,

Protein diizeyinde tami ig¢in kullamrlan iaboratuar
ybntemlerini; 4dzoelektrik odaklama(isoelectric focusing
IEF), CMC-kolon kromatografisi ve yiiksek basingli siva
kolon kromatografisi(HPLC) ydntemleri seklinde Bzetleye-
biliriz. Bu yOntemler de kendi iglerinde; kalitatif so-
nuca gitmek ve biosentetik bilgiler edinwek amaca ile
iki alt grudba ayrlllrlar.

Kalitatif sonug¢landirmada; sadece var olan hemoglobin
tiplemesi yaprlir. Buna karsin; biosentetik uygulamada,
hemoglobin tetramerine ait alt birimler arasindaki sen-
tez orani(alfa/beta orani), veya hemoglobin tetramerleri.--
arasindaki sentez orani(HbA/HbF orani gibi) saptanabiidia
ginden, Bzellfkle talasemilerde,- daha”bzlgilendirici:%nlv -
gular elde edilir.
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Biosentetik uygulamada; in vitro olarak, hastaya ait hiic-
relerde, hemoglobin sentezi gergeklegtirilir. Bu in vitro
hemoglobin sentez islemi sirasinda sentez edilen hemoglobin
tetramerlerini(veya globinleri) igleyebilwmek amaci ile, or-
tama radyoaktif igaretli amino asit konularak iiriliniin radyo-
aktif olarak igaretlenmesi saflanir. Daha sonra zincirler
veya hemoglobin tipleri; seliiloz asetat elektroforezi, ak-
rilamid jel elektroforezi, CMC-Kolon kromatografisi, IEF
ve HPLC gibi ngteml%rle incelenir, ve inkorpore olmus rad-
yoaktivite izlenerek sentez—oranl belirlenir.

b.Gen Dﬁz_yindekl Qallgmalar

Bu tlir ‘¢alismalar; defektif gen kokenli olma81 nedeni ile,
konunun kaynaZinda saptanmasi amacina ybneliktir., Bireyden
alinan Yrneklerden hazarlanan DNA temel inceleme materyali-
dir. Dogum Oncesi tani igleminde DNA kaynagi amniotik siva
ve -chorionic villus, doZum sonrasi tani ySnteminde ise
beyaz kiire(granulesit, monosit ve lenfosit) gekirdekleri
olmakta, post-mortem ya da cerrahi doku Brneklerinde ise
karaciZer,. .aalak, timus ve lenf nodu gibi dokular DNA kay-
nagini olugturmaktadar.

Bu tip bir calismada; defektif bir geni inceleyebilmek
amacil ile, yine bir izleyiciye gersksinim vardir., Bu izle-
yici genel olarak radyoaktif olmaklad birlikte, biotin iz-
leme ydntemleri de geligtirilmektedir. Ancak; biotin iz-
leme ybntemleri heniiz tam anlami ile verimli ve kullanila-
bilir agamada degildir, ;

Gen diizeyindeki cgaligmalari; doZrudan genin tanimlanma-
81, mutasyonun dogrudan restriksiyon endoniikleaz enzimi kul-
lanilarak saptanmasi, RFLP(restriction fragment length poly-
morphism) kullanilarak DNA polimorfiz#ilerinin belirlenmesi, '
sentetik problar kullanarak mutasyon odaglnln ‘saptanmasi,
~in vitro DNA amplifikasyonu kullanarak mutasyen odaginin
~saptanmasz baglaklarz altinda toplayabilir12932-4s)




4,) HPLC VE BIOMEDIKAL UYGULAMALARI

Xromatografi kelimesi; Yunanca "renk" ve "yazmak" keli-
melerinin biraraya gelmesinden glusan bir sOzcliktir. Temel
amaci; bir karisimi olusturan bilegenlerine ayirmak sgeklin-
de tanimlanabilir. Bu nedenle; biomedikal alandan birg¢ok
aragtirici ve klinik kimyaci bu yontemi deferli bir arag
olarak goriir ve uygular.

HPLC klsaltma51;i"yﬁksek basingli sivi kromatografisi
(high pressure }Jiquid chromatography) anlamina gelen Ingi-
lizce kbtkenli kelimelerin bag harflerinden olugur. Temelde; .
klasik agik-sistem kromatografl tekniklerinden farkli de-
gildir. Buna kargin; bu sistemde, yilksek akigs hizlarinda
(0.1 m1/dk ile 50-100 ml/dk arasinda), daha cabuk, yiksek
segicilikte(rezoliisyonda) sonuclar elde edilebilmektedir.
Cagdag HPLC sistemleri 1960'li yillarain sonlarinda ortaya
¢ikmigtir. BPIC'yi gliglii bir teknik haline getiren Ozellik-
ler; segicilik, hassaslik, cabuk ve gok ig gbrme sigasi(ka-
pasitesi) -olarak Ozetlenebilir. Bu y®ntemin kdkleri; Martin
ve Synge'nfin) 1940'lardaki galigmalarina dayanir(46).

HPLC tekniginde saflana kazang ve listiinliikleri; hig,
hassaslik, stabilite(sonuglardaki dengelilik), saflagtirma,
analiz iistiinliigii(dogruluk ve kesinlik), uygulama kolaylik-
lari(gok kiiglik miktarlardaki Srneklerle galigabilme) sagla-
masi seklinde Bzetleyebiliriz. ‘

a.,H1z: Deney, dakikalar diizeyindeki bir c¢abuklukta
bitirilebilmektedir.,

b.Hassaslik: Bu yontemle; pikomol ve hatta pikomol
alti diizeyde materyal incelenebilmek-
tedir .

c.Stabilite: Isisal olarak dengesiz bilegikler oda
1si1sinda uygulanabilmekte, elde edilen
sonuclarda tam bir dengelilik saglana-
bilumektedir. :

de Saflagtlrma* Daha ileri ¢alismalarda kullanllmak
~ fizeres. bir karisimdan istenilen bir
bilegik uygun saflikta elde edile-
bilmektedir.




e.Analiz: HPLC'ye verilen Ornekler; % 1.071ik
bir dogruluk ve kesinlikte iglemden
gecirilebilmektedir.

f.Kolaylik: Analiz ve saflastirma icin oldukga
kiigiik miktarlarda galigilabilmesi,
programlanabilir olmasi gibi neden-
lerle kullanimi kolay bir yodntewdir.

HPLC ybnteminde; temel ilke olarak, adsorpsiyon, par-
tisyon, iyon degigtirici sterik eksklﬁzyon(exclusion-dl§1ama)
kromatografi sistemlgri kullanllmaktadlr: Karmagik materyal-
lerin ayrilmasy©igin; adsorpsiyon teknifi, partisyon teknifZi
ve iyon degigtirici kromgtografi teknigi, buna kargin yliksek
molekiiler aZirlikli materyallerin ayriminda ise sterik eks=-
kliizyon tekniZinin kullanihi amaca uygunluk gdsterir.

HPLC; nilkkléotid analizi; dlag ve metabolit analizi, ste-
roid ve vitamin analizi, kanser aragtirmalari, enzim ¢alig-
malari, B.0.S/idrar/plazma metabolitleri ve biojenik amin-
leri analizi, proteinlerin kalitatif ve kantitatif analizi
gibi biyomedikal g¢aligmalarda genis kullanim @lanina sahip-
tir. Yontemin stiratli ve glivenilir sonug¢glar vermesi temel
bilimsel géilsmalarln yanisira klinik alanda da rutine yo-
nelik iglevlere sahip olmaktadir(46, 47, 48).
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5.) HEMOGLOBINOFATILERIN INCELENMESINDE HPLC YONTEMININ
KULIAKINMI

Bir onceki boliumde; HPLC'nin bidwedikal uygulamalarini
agiklarken, proteimnlerin incelenmesinde de kullanildaga
belirtilmigti. HPLC'nin hemoglobincpatilerin incelenme-
sindeki kullaniminin her gegen giin, geligen teknolojiye
uygun olarak, yogunlastlglnl ve daha genig uygulama ala-
ni bulundugunu,gormekteyiz. Hemoglobinopatilerin incelen-
mesinde kullanilan HPLC sistemlerini; iyon degistiriei
kromatografik sistemler—olarek anyon ve katyon degigti-
riciler, ters-evre(reverse-phase) sistemi olarak Uzetle-
yebiliriz. Bu kromatografik y®ntemleri kullanarak; hemo-
globin tiplemesi yapilabilecegi gibi, alt birimler ara-
sindaki ilisgkller ve kan ig¢indeki oranlari gibi oldukga
bilgi verici sonuglar elde edilebilecektir.,

a.Anyon Defigtiriei HPLIC Sistemi

Bu sis?e de; hemoglobin tiplemesi oldukga kisa slirede,
¢ok az miktarda Srnek kullanilarak kolaylikla yapilabil-
mektedir., Gelistirici tamponlar; Tris-KCN tamponlari o-
lup, pH 8.6'da sodyum asetat gradyani ile sagim(elution)
gerceklestirilmektedir(49, 50). Kolondan alinan fraksi-
yonlar; HPLC'nin bir bilegeni olan spektrofotometrik
kaydedicide 415 nm veya 280 nm filtre ile incelenir,
elde edilen veriler grafik yazicida grafik haline d4o-
niigtiiriiliir(bkz gekil-14).

b.XKatyon Degigtirici HPLIC Sistemi

Bu sistemde; bis-tris/KCN tamponlari ile pH 6.4'te
yine sodyum asetat gradyani ile sagim gergeklegtirilir.
Katyon degigtirici kolonlar kullamilarak normal ve yavasg
hareketli(elektroforetik olarak) hemoglobinler basarili
bir gekilde ayrilabilmektedir(49, 50). Bu sistemde; HbF'in
nece gikmasi nedeni ile, 6zellikle yeni dofandaki analiz-
ler ideal kabul edilmektedir. Kolondan gikan fraksiyonla-
rin incelenip kaydedilmesi anyon defigtirici sistemdeki
gibidir(bkz sekil-15).




HbA  HbLF

|

10 = 30 50 70 ml
SEKIL-14)Beta talasemili bir hastada anyon degistirici
kolon ile hemoglobin tiplendirmesi,

(Kaynak-49)

()

8o ml

SEKiL-IS)HbS/pO-talasemi kombinasyonlu hastada
katyon deZigtirici kolon ile yapilan
HPLC sonucu,

(Kaynak-49)



c.Ters Faz(Reverse Phase) HPLC Yontewi ile Globin Analizi

Bu y&niem; Shelton, Congote ve Huisman tarafindan gelis-
tirilmigtir. Yontemde, hemoglobini olusturan globin zinecir-
leri, asetcnitril/metanol/fosfat sisteminge fosfat gradyan:i
kullarilerai birbirlerinden esyriinakic ve koloundan sajrlmsl-
tadirlar(elue edilmektedirler)(49, 52). Bu yonteme ait ko-
lonlarda organik(asetonitril/metanol) ve inorganik(fosfat)
olmak ilizere iki faz bulunwaktadir. Sisteme uygulanan pro-
teinler hidrofobik davraniglarina gtre kolonu terketmekte-
dirler. Buna gbrey en fazla hidrofobik 6zellik gdsteren zin-
cirler daha #®Tice kolondan g¢ikmek egiliminde olacaklardir.
Hidrofobik davranisg, hémoélobin tetramerindeki globin zin-
cirleri igin, en fazladan en aza dogru s1ra81Y1a, alfa-
delta-beta geklindedir(Sekil-16). Bu ybntemin geligtirilerek
uygulanmasi olan asetonitril/TFA(trifloroasetik asit) gelis-
tirici sisteminde; globin zincirleri %0.1'lik TFA kullanila-
rak birbirlerinden ayri tutulmakta ve safim asetonitril
gradyani ile gergeklestirilmektedir(54-56). Buna gbre; nor-
mal erigkin ve yeni doganda yapilan uygulamada elde edilen
sonuglara_ gbre, globin sentez oranlari basarili olarak or-
taya ko%ﬁlabilmigtir. Yeni dogZanda yapilan uygulamada; do-
gal olarak yiliksek olan HbF'e ait iki defigik tip gama-globin
zinciri bagari ile ayrilabilmekte, ayrica gama varyanti clan
Ay T(Ay 75--treonin) de gﬁs’cerile}oilmistir(%). Bu tiir glo-
bin varyantlarinin basarili olarak saptanabilmesi ic¢in ge-
rekli olan kogul, olugan varyantin digerleri ile hidrofobik
davranig agisindan da farkli olabilmesindedir. Sekil-17'de
de gbriilebilecegi gibij; As‘(b'136—A1anin), Gb'(b'l%-(}lisin)
ve bir Ay varyanti olan AaT(Ax_.TS-Treonin), farkla hidrofo-
bik ¥zellikleri nedeni ile kolondan farkli yerlerde ayril-
miglardir. Bu fraksiyonlarin hidrofobik davraniglarij; en
fazladan en aza dogru olmak lizere 51ra31y1a,1xx, GK’ AxT
seklindedir.

Brennan tarafindan geligtirilen bir yOntemde de HFLC
kullanilarak globin zincirleri birbirlerinden ayrilabilmisg-
jerse de, bu sistem kolon olarak katyon degistirici kolon
kullanmasi ve gelistirici sistemi olarak da 6M fire varliZain-
da zincirleri ayri tutarak sodyum kloriir gradyan sistemini
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SEKIL-lG)Nbrmal eriskinde Reverse-Ihase(Vydac-C4
tipi) kolon ile globinlerin ayrlml.

Ornek Miktari: 0.12 mg
Akig HiZl....2 1,00 ml/dk
Geligtiriciler:%0,.1TFA-Su-Asetonitril
GradyaNeeesss: Asetonitril Gradyam
%44-%57 arasinda

()
0D220

03}
0.2}

0.1}

10 20 30 40 50 BO nnl

SExiL-17)YEn1 doganda aeverse-rhase(vydac-94
1;&) % ~ile globinlerin ayrlml )

" Braek mktan'.u 0,10 mg \
Aklg HiZleeaeaas 1.00 ml/dk
IGeli$tiriciler..

setoattril Graﬂyan;;

%44 -%5T7 arasinda



¥ullanmasi nedeni ile ters faz{reverse phase) kolon ybntemi
prensiplerine uymamaktadir. Bagka bir anlatiwmla tek faz
olarak(inorganik faz) calisan sistem ters faz ytnteml de-

gildir(53).

d.HPIC ile Peptid Analizleri

Bu yYntem; hempglobin zincirleriniﬁ “tripsin-, kimo-
tripsin:, +tefmolizin gibi enzimlerle kesilmesinden orta-
ya g¢ikan peptidlerin ;ﬂceienmesine olanak tanmir, Bu peptid-
lerin incelenmesindeﬁfortaya‘glkan verilerle anormal hemo- v
globin yapilari ortaya konulabilmektedir, Burada kullanilan
kolon tipl; 10 um'lik oktadesil-C;g-kimyasal bagli ters i
evre kolonudur., Pepmidlerin birbirlerinden ayrilmasi; kc—
lon ile peptidteki non-polar amino asit yan gruplari ara-
sindaki etkilegsime dayanir. Izole edilmig globin zincirleri
oda 1sisinda istenilen enzim ile kesildikten sonra, pH 8.5'te
ayrim amonyum asetat/asetonitril goziicl sisteminde gercgek-
1estiridid(es, 57, 58). :
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6.) GERECLER VE YUNTEMLER

31

sofimyasel Maddeler: ¥Xullauilan kizyasal waddoloy cnclitik

saflikta olup, Merck, Sigma ve BDH firmalarindan sagian-

migtir.

b.Cihazlar: IXB-Browma HPLC Controller 2152, IXR-Bromma
HPLC Pump 2150, IKB-Bromma HPLC Uvicord 2158, IXB Fro-
dukter A%rUlterac Column TSK DEAE 3SW, IKB-Rromma
2 Channel Recorder 2210.

c.Orneklerin Saglan6531: Galigmada kullanilan Srnekler;
Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi Pediatrik Hematoloji
Bilim Dali, lstanbul tmiversitesi Capa Tip Fakiiltesi
Hematoloji Bilim Dalindan saglanmistir.

Kan drnekleri; transfiizyon uygulamasi ncesinde
alinwaya galigilarak, Na,EDTA(1.0 wg/ml kan) igeren
tiplere alinmigtir. Orneklerden, homozigot orak hiicre
anemili hasta grubu 6-10 yaglari arasinda, talasemili
haség'ile'heterozigot orak hiicre anemili hasta grubu
29-30 yaglaranda olup, kordon kani ise yeni doZangir.,

d.?ﬁntemléf:

Hemolizatlarin Hazirlanmasi

Kan ornekleri, slipernatan renksiz/berrak oluncaya
kadar(en az iig kez) % 0.85'1ik NaCl ¢bzeltisi ile yi-
kanmigtir. Elde edilen kirmizi kiireler, 2 hacim saf su
ile pargalanmig, hemolizi kolaylagtirmak amaci ile -20°C
de 10 dk bekletilmigtir. Bu iglemden sonra; stroma GCl4
ile ekstre edilmigtir. Ekstraksiyon 1 hacim 0014 eklene-
rek vortekste karigtirildiktan sonra 3,000 rpm'de 20 dk
santrifij edilerek gergeklegtirilmigtir. Bu gekilde ha-
zirlanan hemolizat ortalema % 8.0-10.0 g Hb igermekte-
dir. Hewolfzatlas, 1,5.wl'1iK eppendorf santrifi) tiple-




ri igerisinde parcalara bUlinerek -70%C*de saklanmistir.
Kontrol amaci ile tekrarlamalar dondurulan kisimlardan
yapilmis, buna karsin Orneklerin taze olarak hazirlanip

- 47 ~ % P
geligilmasy saglanmigtir(30, 500

HPLC Gradyan Sistenmi

- Kullanilan HPLC sistewmi; peristaltik pompa, gradyan
karigtirici, UV-cord spektrofotometrik detekt6r(276 nm
filtreli), grsfik kaydedici, fraksiyon.toplayici, ve
tlim sistemi kontroi eden bilgisayar modiiliinden olusmug~
tur(sekil-18Y"

Bilgisayar modhlu,_bag1m51z kontrollu "fraksiyon top-"
layica" disinda kalan db6rt b6liimii, kullanici tarafindan
yazilan programa gbre kontrol altanda tutmaktadir. Buna
gbre; bilgisayardan gelen bilgi ve emirler kolona iste-
nilen zaman, hiz ve gradyan programinda geligtirici veril-
mesini saflamakta, kolondan gikan spektrofotometrik veri-
ler ise grafik kaydedici tarafindan grafik haline dbniig-
tlirtilmek tedir.

Geligtinggi Tamponlarin Hazirlanmasi
Geligtirici tamponlar, Tris-KCN temeline dayali olup
PH 8.6'da kolona sodyum asetat gradyani uygulayacak gekil-
de hazirlanmiglardir.
Tampon-A 15 0 mM Triﬁ-baz
1.5 wM KCN

H:8.6 .
PH; % 25'1ik asetik asit ile ayarlamar) -

Tampon-B: 15.0 uM Tris-baz
1.5 mM KCNX
150.0 mM Sodyum asetat

gﬁf'g 25'1ik asetik asit ile ayarlanir)
Yukaridaki igerikte hazirlanan geligtirfel tamponlar
0.45 vm'lik filtreden gegirildikten sonra 20 dk siire ile
"sonik banyo'da degaze etmek amaci ile tutuldu, Bu iglem-
den sonra kullanima hazir hale gelen gelistirici tampon-
lar, HPIC sisteminin girislerine baglandi.

XKON s Potasyum siyaniir
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Uygulanan Gradyan Programi

HFLC sisteminin bir b6limi olan tilgisayar modiilii;
daha ®nce de belirtildigi gibi, kullanici tarafindan
vazilan program cercgevesinde kolona gradyan programi
uygulamaktadir. En uygun ayrimi yapabilecek gradyan
programinin %10 E'den ¥100B'ye g¢ikacak program oldugu
saptanmig ve tiim Ornekler bu program ile incelenmig-

tir(Gradyan programi ig¢in bakiniz tablo-16).
i

o

TABLO- :)0rneklerifi Incelenmesinde Kullanilan
" Gradyan Programi

Sﬁfé(dk) Akis Hizi(ml/dk) Gradyan(a)

0 - 10 1.00 % 10B
10 - 50 1.00 9% 10B-+ % 100B
50 - 60 1.00 % 100B

G%KGradyan programinda kullanilanj ¥ 10B'de yapi-

"""lan 10 dk'lik uygulama ile, % 100B'de .yapilan
10 dk'1lik .uygulama, sirasi ile kolonun denge-
lenmesi ve temizlenmesi amacina ybneliktir.

Tablo-1l6'da verilen gradyan programi; 100 ul'lik Grne-
gin sisteme verilmesini takip eden 15. saniyede baglatil-~
m.s olup, ayni anda da grafik kaydedici devreye sokulmug-
tur. Ayrica; program sona erdikten sonra daj % 100B'dé
kolon beg dakika daha tutulmug, daha sonra 10 dk % OB’
uygulandiktan sonra % 10B'ye ¢ikilmigtir, % 10B'de 5 dk
siire 1le kalan kolona Ornek enjekte edilerek yukarida
da belirtilen 15 sn'lik aradan sonra program devreye
sokulmugtur. Tim bu hazirlik iglemleri sirasainda, akig
hizi 1.00 ml/dk*da tutulmugtur,
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Orneklerin HPLC icin Hazirlanmasi

Hazirlanan standard hemolizatlar( ortalama %8.0-~
10.0 g Hb igeren); gelictiriei tampon.A ile 1:7 ora-
ninda seyreltilmig, 10 dk oda 1sisinda bekletildikten
sonra, 0,45 um'lik filtreden gegirilmigstir. Filtre edi-
len Orneklerden 100 ul kolona verilwmek iizere, HPLC sis-
teminin enjeksiyon boliimiine ait halka("loop") igerisine
doldurulmugtur. Bujamag igin tzel enjektdr kullanilmak-
tadir. Hemolizatlarain kolona verilmek amaci ile hazirla-
n1g semasi sekil-19%'de-gbsterilmigtir,

Standard Hemolizat | 1:7 seyreltme

ort. %¥8.0-10.0 g |* >
hemoglobin i
10 dk bekleme
25°C (oda 1s181)
()
y
Filtrasyon
(0 .4511!1])

100 ul enjeksiyon| Ort. 1.0-1.5 mg Hb

SEK11-19) Standard hemolizatlarin HPLC kolonlarina
verilmek iizere hazirlanisi.

e,fullanilan Kolon Tipi: Orneklerin analizinde; IKB-
Bromma TSK/DEAE-3SW tipi kolon kullanilmigtir. Kolon
aktif hacmi 6.6 ml'dir,
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7.) BUILGULAR

Yavmig oldugumuz galigmada, EZLC sictemi kullanilo-

rak, & klinilk olarak normal(bir *

£

nesi gekil-20'de gz
terilmistir) 5 homozigot orak hiicre anemili, 2 talasemi-
1i, 2 heterozigot orak hiicre anemili hastaya ve 1 yeni
dogana ait hemolizatlar LKB/TSK DEAE 3SW Ultgopac Kolo-
nunda incelenmigtir(Tablo-8),

6rnekler ihcelenirken kullawilan HPLC sistemine ait
parametrgaer tablo-9'da belirtildigi gibi uygulanmisgtar.

TABLO-8)0rneklere ait bilgiler

Sira No. S$ekil No. Klinik Tam Yag/Cinsiyet
1 20 Normal(Kontrol) 26/Erkek
2 21 Kordon Kani/Kormal ' Yeni Dogan
3 22 Homozigot Orak 6/Erkek
( Hiicre Anemisi
) 4 23 Homozigot Orak " 8/K1z
Hiicre Anemisi
5 24 Homozigot Orak 10/Erkek
Hiicre Anemisi
6 25 Homozigot Orak 8/X12
: Hlicre Anemisi '
7 26 Heterozigot - 29/Erkek
Beta Talasemi »
8 27 Heterozigot Orak 30/Kadin
Hiicre Anemisi
9 28 Homozigot Orak 10/Erkek
‘ Hicre Anemisi
10 29 Heterozigot Orak 30/Erkek
Hiicre Anemisi
11 30 Homozigot Beta . 30/Erkek

Talaseni Inter-
medya




TART0-9)0rneklere Uygulanan HPLC Pgrametreleri

B.008 TS16L1uracevecensnonncansecencaet 18°-20%
b.Gelistirici Tampon AK1gs HiZl.sseeeee: 1.00 wl/dk
CoK01ON BASINClesessesscossssssesesest 10,00 Bar
d.kecorder(Kaydedici) Ayarieieseesses: 100 mwV
e.Recorder(Kaydedici) Xagit Hizl.....: 0.2 cm/dk
f.UV-cord E}ltre31.................... 276 nm

g.UV-oprd/Kaydedici Araliga . 0.200
(Maksimum AbSQrbans) evecececes .

h.Enjeksiyon Hzlka HaCOieesesoessasses 100 ul

Degigik Srneklerden izole edilen fraksiyonlar(hemoglo-
bin A, hemoglobin S, hemoglobin F ve hemoglobin A2) tek tek
tekrar kolona uygulanmig, daha sonra ise karigtirilarak
“kolona verilmigtir(§ekil-31, 32, 33, 34). Bu fraksiyonlar,
daha so?r karistirilarak tekrar kolona uygulanmig ve
eliisyon proflli incelenmigtir(Tablo-10, Sekil-35).

Kolona uygulanmadan dnce yapilan 1:7 oranindaki sey-
reltmenin rezoliisyon(secicilik) izerine etkisini incelemek
amaci ile ayni 6rnek kullanilarak-1:% ve 1:7 oraninda
seyreltmeler yapilarak Srnek incelenmigtir(Sekil-36).

TABLO-10) Izole edilen fraksiyonlara ait HPLC parametreleri

HbA _HbS Hbf Hog 2
UV '.cord/Kaydedici
Araligi(Maksimum
AbsorbaHS).oo.-.o‘o-.. .0'&05 0005 0005 0’02

T — . S G g o — G e T S G S GG B LT N SR e TP WY TR OWS W SR (R EP GER WD GED M S fuP e SEr SN GED CUD NNV WS N gue SmD éma S Sne 4SS WD 06

I S G e e G R Aoe D G SEE Gu SR SN GWS SED A0S S M GED e GAD MR G SN A S G GUD U GER SRS AN NS GED GER P G S GE GV G W WA S G

21K : Izole edilen fraksiyonlarin karisimidir.




SEXITL-20)HPLC Grafik Kaydedici ORNEK NO: 1
Ciktisi(Recorder OUtput) mayT,,,.: Saflikli, herhangi bir
hematolojik problemi
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SEXIL-21)HPLC Grafik ¥aydedici 0pimy Nog 2
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SEKI1.-22)HPLC Grafik Kaydediei ORNEK NO: 3
Ciktisi(Recorder Output) TANI....: Orak Hicre
Anemisi
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SEKIL-23)HPLC Grafik Kaydedici ORNEK NO: 4
Ciktisi(Recorder Output) TANI....: Orak Hicre Anemisi
Homozigot

%8B
100 } .
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SEK1L~24)YHPLC Grafik Xaydedici
Ciktisi(Recorder Output)
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SEKIL-25)HPLC Grafik ¥aydedici
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SEK11-26)HPLC Grafik Kaydedici ORNEE NO: 7
Ciktisi(Recorder Output) PANT....: Heterozigot
beta~talasemi

% B

100

~
\
!
#

T
~

SOF - /

60} ) /

10} Gf

/ HbA

20t




-49-

SEKIL-27)HPLC Grafik Kaydedici ORNEK NO: 8
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SEKIL~28)HPLC Grafik Kaydediei
¢iktisi(Recorder Output)
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SEK1L-29)HPLC Grafik Kaydedici ORNEK NO: 10
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SEKIL-30)HPLC Grafik Kaydedici
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SEKIL-31)Izole:edilmis HbS fraksiyonu |
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SEKi1-32)Izole edilmig HbA fraksiyonu
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SEKIL~33)Izole edilmig HbF fraksiyonu
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SEXKIL-34) Izole edilmig HbA, fraksiycnu,
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(Bu fraksiyonunun incelemesinde tiim parametreler
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SEKIL-38)Izole edilmig fraksiyonlarin karigtirilarak tekrar
" incelenmesi
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Sekil-35'te ellisyon profili gbsterilen izole fraksiyon
karigimi, daha tnce de belirtilen farkli Orneklerden izole
edilen fraksiyonlarin biraraya getirilmesi ile gergekles-
tirilwigtir. Bu ¢alismada izlenen yola gdre, 1.0 ml'de
toplanan hemolizatlara alt fraksiyonlar sirasiyla, Hbi'dan
100 ul, HoS'den 100 ul, HbF'den 100 ul olacak gekilde a-
linmig ve karigtirilarak olugturulan soliisyondan 100 ul
kolona uygulanmigtir. HbA2 fraksiyonu gok kiigiik olduZundan
bu karigim igerisinde g&sterilememigtir.

Sekil-37'de saklama kosullari ile ilgili bulgular yer-
almaktadir. Sekil-19'da gdsterildigi gibi hazirlanan Ornek-
ler HPLC sistemine verildiginden, sisteme verilen Ornegin
-20°C'de 1 ay slire ile tutulmasinin eliisyon profiline et~
kisi incelenmigtir. Bu gekilde hazirlanan Ornek; baglangig
tamponu olan geliétirici tampon-A'da saklanmig olmaktadir.
Taze olarzk hazirlanmig Ornek ise; yine -20%14e 1 ay stan-
dard hemolizat halinde tutulduktan sonra tampon-A ile tagze
olarak hazirlanmigtir, (o3

Sekil-28'de ise; farkli gradyan programinin etkisi in-
celenmigtir. Gradyan-A Su-yikamasiz program olup silire agi-
sindan daha kisadir(%1OB'den %100B'ye 35 dakikada c¢ikmak-
tadir). Buna karsin gradyan-B ise Un-yikamali bir program-
dir ve gradyan-A'ya oranla daha uzundur(%10B'de 10 dakika
Yikama iglemini igermekte, %10B'den %100B'ye 50 dakikada
gikmakta ve %100B'de 10 dakika kalarak kolonu temizlemek-
tedir. Buradaki son temizleme igleminin program ile bir
baglantisi yoktur ve gradyaﬁ-A da da program digi olarak

yapirlabilir,) . il
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SEXKIL-37)Baglangi¢ tamponu igerisinde saklanan Orneklerin incelen-
mesi,

(Saklama kogullarinin incelenmesi amagl ile, baglangig
tamponu olan A'da 1 ay siire ile -207C'lik kosullarda
bekletilen ¥rnekler cgbziilerek filtre igleminden ge-
¢irilip HPLC sistemine verilmistir.)
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SEK1L-38)Farkll gradyan programmda elae eailen eliisyon profili

5 ; tGradyan-A BT
—-—s—) :Gradyan~-A Eliisyon Profili

g—----g :Gradyan-B

% B
3 :/ ,I
o
/
/
/
80t /
/
/
/
/
: /
/ /
‘.‘:) ./ ,,
60 1 /' //
-/‘ ,
:I
40} / l
/ i 7
/’ i/
Y
/:/ é//ii. “
4 il
/ Al
I'/ / | “\
d il
i VAR !! i\
T jvilt
A
rJ \
N, \
| —t ee g m sumpn s r r
0 10 20 40 50 60 mil

:Cradyan-B Elilisyon Profili




5ié§~7

9.) TARTISMA

Caligwamizin temel amaci; hemoglobinopatilerin protein
diizeyinde incelenmesinde HPLC ybnteminin uygulanabilirligi-
ni irdelemektir. Protein diizeyinde yapilabilecek c¢alisma-
lar; dogum-tncesi(pre-natal) ve dogum-sonrasi(post-natal)

olmak {izere iki ayri b¥liim halindedir. Amcak; kullanilan
Ornekleme teknlkleriédlslnda protein diizeyindeki g¢alismala-
ra konu olan materyal hemoglobindir. Bir hemoglobinopati
incelemesi sbz konusu oldugunda atilmasi gereken adimlar
sirasiyla hemoglobinin tiplendirilmesi ve bu tiplerin
birbirlerine olan oranlarimin saptanmasi geklindedir(bkez
sekil-39),

HEMOGLOBIN
@© @ g
()
v Anormal .
] Yiiksek HOF Hemoglobinler Normal Oriintii

(Kalitatif) (HbS, HLE gibi)\\\\\\ (Xalitatif)

HbF 01% timii (%) HbA, Bloumii(%)

(Kantitatif) (Rantitatif)

Yiiksek HbA2 Normal HbA2

Globin
Zincir

@ Elektroforetik Ytntemler Sentf zi

- (X:8) orana

SEK1L-39)protein diizeyinde hemoglobin analizi.
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Bu iki ana sorunu ¢Gzebilmek amaél ile yapllﬁa51~geréken
laboratuar tetkikleri ise, hemoglobin elektroforezi, sapta-
nan hemoglobin tiplerinin wmiktarlarinin belirlenmesi(HbAz,
HbF gibi), in vitro globin sentezi yapilarak alfa/beta glo-
bin oraninin ortaya konulmasidir. Bu tetkikler fakiiltemizde,
gerek rutin hizmetlere ve gerekse de aragtirma ¢alismalarina
yOnelik olarak uygulanmaktadir.

Yaptigimiz bu galigmada, zayif anyon degigtirici kolon
olan TSK DEAE 3SW'%nin . hemoglobin tiplendirilmesi ve wiktar
tayinindeki futine uygulanabilirliZi incelenmigtir.

Kullanilan kolona fiygun olarak; pH 8.6'da sisteme 100 ul
standard hemolizat vé;ilmig, asetat gradyani uygulanarak
farkli hemoglobin tiplerinin kolondan ayrilmalari saglanmig-
tir. Kolon pH's: tris tamponu ile sabit tutulwug, Srnekler-
deki hemoglobinler 1.5 mM KCK ile siyanmethemoglobin gekli-
ne doniligtiirlilerek sistemden geg¢irilmiglerdir. Bu formdaki
hemoglobinlerin 415 nm'de incelenmesi, diger proteinlerin
girisimini ortadan kaldirmaktadir. Ancak, elimizde 415 nm
filtre bulunmadiZindan, 276 nm filtrede cgaligma gergekles-
tirilmié%ir.

Gradyan programini HPLC Bilgisayar Modiilline yazarken
Ornek uygulandiktan sonraki ilk 10 dakikalik On-yikama
sliresi veriluweksizin daha kisa bi; program uygulandigainda
farkli hemoglobin tiplerinin birbirlerine ¢ok yakir ¢ikma-
lary nedeni ile tablo-7'deki program uygulanmistir. Daha
yaygin gradyan programl, amactaki gabukluk ilkesine uyma-
diZindan en uygun program 60 dk'lik program olarak belir-
lenmigtir. Ancak, programlayici bilgisayar modiiliine ekle-~
nen bilgi ile kolonun temizlenmesine y®nelik olmak lizere
10 dakikalik yikama saZlanmigtir({Sekil-38).

Sekil-19'da belirtildiZi gibi hagzirlanan. 6rneklerin,
sisteme 100 ul olarak verilmesinin nedeni elimizdeki en
kiiclik enjeksiyon halkasinin 100 ul olmasindan dolayidar.

Bu miktar; seyreltme orani da diiglinlildiiZlinde 15 ul stan-
dard hemolizat(ya da 1.0-1.5 wg Hb) anlamina gelmektedir.

Bu kadar kiigiik miktardaki standard hemolizat parmaktan
alinabilecek kan brnefinden saflanabilecektir,
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_HPIC sistemine verilen kan brneklerinin sisteme verilme- -
den 0.45 um filtreden gegirilmesi nemli bir noktadir. Cunkiy
sistemde olugabilecek en ufak bir kirlilik ya da hava kabar-
c1g1 kolonun tikanmasina ve sistem basincinin ylikselerek
kolona ve peristaltik pcmpalara zarar verecekiir. Pu acgidan
hazirlanan geligtirici tamponlarin da 0.45 um filtreden ge-
¢irilmesi ve de sonik banyoda degaze edilmesi Onemlidir.

Kolona uygulanan Ornekler gekil-19'da gUsterildigi gibi
1:7 oraninda geligtirici tampon-A'da seyreltilerek hazirlan-
maktadir. Seyrelimgnin segicilik(rezolﬁsyon) lizerindeki et-
kisini incelemmek ilizere 1:3 ve 1:7 oraninda seyreltilerek
deney tekrarlandiZinda-1li:7 oraninda seyreltmede segiciligin
daha belirgin olduZu géptanmlstlr(§ekil-36).

HPLC-sistemi oda isisinda galigabilecek gekilde diizen-
lendiginden deneyler 18°-20%tde yYapilmigtir. Sistemin bu
agidan sagladiZi kolaylik oda isisinda galigabilme seklin-
dedir.

Tampon akig hizi olarak 1.00 wl/dk kullanilmigstir. Bu
akig hizi iiretici firma olan IKB-Bromma'nin kolon g¢alisma
kogullari konusunda Bnerilen akig hizidir. Bu akis hizinda
kolonda(ﬁd-l4 Bar'lik basing olusmaktadir. KullandiZimiz
kolon tipi ig¢in 20 Bar'lik basincin iizerinde g¢aligilmamasai
gerekmektedir,

Yukarada belirtilen bulgularla optimize edilen sistemde
orak hilicre anemili ve talasemili olgular incelendiginde,
HbAz, HbS, HbA ve HbF'in bagarali olarak birbirlerinden
ayrilabildigi saptanmigtir(Tablo-11l). Ayrica; hemoglobin
fraksiyonlarinin birbirleri ile olan etkilegsimlerini ince-
lemek amaci ile deZigik bireylerden izole edilen fraksiyon-
lar ayri ayri sistemde incelenmig, daha sonra da karigtiri-
larak ayni uygulama yapirlmigtir(Sekil-31, 32, 33, 34, 35).
Bu incelemede; her hemoglobin tipinin kendisine ait yerde
giktiZa saptanm1§t1r6§ablc~l2). Ancak tim bu galigmalar;
yoremizde yoZun olarak kargilagilan orak hiicre ve talasemi
igin yapilmigtir, Caligmanin diger anormal hemoglobin tip-
leri ile de genigletilmesi gerekmektedir.



TABLO-11) TSK DEAE 3SW Kolonundan Ayrilan Hemoglobin
Tipleri ve Gradyandan Cikig DeZerleri

brnegin Gradyandan Q1k1§(x)'
Ko, Fiinik Tani HbAz EbS HbA HbF
1 Saglikli XKontrol 42 - 57 70
2 Xordon XKani - - 56 69
3  Homozigot Orak
Hiicre An%misi 40 " 48 57 67
4  Homgzigot Orak
Hilcre Anemisi . 39 47 - 67
5 Homozigot Orak
~ Hicre Anemisi 40 48 - 57 67
6 - Homozigot Orak '
Hiere Anemisi 39 47 56 67
7 . Heteroszigot
Beta Talasemi 38 - 56 68
8 Heterozigot Orak
Hiicre Anemisi 59 48 57 o
9 Homozigot Orak
Hicre Anemisi 42 48 58 -
10 {Heterozigot Orak
Hiicre Anemisi 41 49 58 -
11 Homozigot Beta _
Talasemi Inter- 39 3 56 68

medya

(X)Hemoglobin tiplerinin kolondan ayrilig yerlexri
gradyandaki c¢ikig degerleri ile saptanmag ve
% B geligtirici tampon ile belirtilmigtir. Bu
degerler verilirken, hemoglobin miktarlari dik-
kate alinmaksizin, sadece goriilen tepe nokta-
lari gbzoniinde tutulmugtur. Homozigot orak hiic-
reli olgulara ait HbA tepeleri, transfiizyondan
kaynaklanan yalanci tepelerdir. .

TABLOTla) Izole Edilmis Fraksiyonlara Ait Gradyan Cikisg:i

Fraksiyon Tipi ‘ Gradyan Cikisi(¥% B)
HbS 4G
HbA 57
HbLF 68

Karigim(HbS:HbA:HbF/1:1:0.8) 50, 59, 69
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Galigma igerisindeki bir difer gbzlemiwiz hazirlanan
8rneklerin sazklama kogullari ile ilgilidir, Daha &nce de
belirtildiZi gibi; Srnekler standard hemolizat halinde ha-
zirlandiktan sonra geligtiricitampon-A(Tris/XCN, pH 8.6)
ile® seyreltilerek kolona verilmektedir. Bu seyreltilmis
Orneklerin hemolizattan taze olarak hazirlanmasi gerek-
mektedir. Geligtirici tampon iginde -20°C'de 1 ay bekle-
tilerek incelenen Orneklerde profilin bozuldugu gdzlen-
wigtir. Bunun nedenini tam olarak agiklayabilmek ig¢in
daha ileri galigmalar yapilmasi gereklidir. Ancak bu bul-
gunun 1g1g1r altinda, uzun siireli saklamalarda Orneklerin

éféﬁﬁéf6*hém6Ii2ét‘haiiﬁﬁe‘sakianmaSInI*ﬁnETmekteyi%T‘
(Sekil-37).

Calismamizda elde ettigimiz bulgulari degerlendirdigi-
mizde bu sistemin hemoglobinopatilerin incelenmesinde ge-
rekli olan laboratuar ytntemlerini biraraya getirebilece-
gini ve de uygulamada kolaylik, g¢abukluk, hassasiyet sag-
layacagini diiglindiik. Bu degerlendirmelefﬁ)yapabilmemiz igin
s6z konusu olan temel laboratuar ydntemleri ile Snerdizimiz
HPLC ybntemini kargilagtirmamiz gereklidir. Baglangig nok-
tasi olarak tiUm yontemler standard hemolizat kullanirlar.
Ancak, HPLC yontemi disgindaki tiim yUntemler kendilerine
Ozglin karakterlerinden O+tiirli, kullanilan arag¢, gereg, ma-
teryal mik%arl, deney siiresi, personel emegi gibi nokta-

lari agagidaki bagliklar aliinda inceleyebllirlz;

-

A.)HPLq yonteminin digindaki tim ybntemler deneyin ya-
prlabilmesi igin gerekli ¥n hazirliklar agisiudan
daha uzun silire ve ek laboratuar malzemesi gerekti-~
rirler, Ornegin, DE-52 kolon kromatografisi ile
HbA2 miktarinin belirlenmesinde, kolon materyali
hazirlanmakta, kolonlar ayri ayri dokiilerek frak-
siyonlarin. toplanacaga tﬁpler'sabit hacimlere isa-
retlenmektedir. Bu tir ek hazirliklari dlger yontem-
ler icin de verebiliriz.
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B.)Deneylerde kullanilan ayira¢ sayisi bakimindan bir
kargilagtirma yapildiginda HPLC y®nteminin gbze ¢ar-
pacak diizeyde ekonomik oldugunu gdriiriiz(Tablo-13).
Tablodan da anlagilabilecegi gibi, HFLC yontemi di-
gindaki tiim ytntemler toplam olarak 13 ayiracin ha-
zirlanmasinl gerektirirken, Onerdifimiz ybntewmde
sadece 4 ayiracin hazirlanmasi gerekmektedir. (Bu
karsilagtirmada in vitro sentez igin gerekli ayi-
raglar degerlendirmeye alinmamigtir. Bunun nedeni
ise, her iki ytntemin de in vitro inkiibasyonda ayna
materyali kullanmasindan dolayidir.)

C.)Yﬁntemlerin kargilagtirilmasinda gdze garpan bir di-
ger Onemli farklilik denéy. sitreleri agisindandir
(Tablo—lé). Karsilagtirmaya konu olan klinik biyo-
kimya deneylerinin toplam stiresi 40.saat iken, HPLC
ytnteminde Sonuglar 2 sastte alinabilmektedir. Xa-
g1t lizerinde global olarak verilen bu siireler deney-
lerin ayni anda iist iiste getirdild¥gk yapilmasi so-
nucu kisaltilabilirse de, durumda biliyilk bir farkli-
11k dogmamaktadir.

D.)OnerdiZimiz yontem; personel sayisinda da Snemli bir
kazang saglamaktadir. HPLC sistemi kullanan bir per-
sonel; tek bagina galigarak, 1.5 ig glinli igerisinde
tiim tetkikleri bitirebilmektedir. Bu sitire belirti-
lirken tiim hazirliklar diiglinlilmiistiir. Ayrica; sis-
temin bilgisayar kontrollu olmasindan dolayi, de-
ney yapilirken personelin}birfmi ile i1gili diger
¢aligmalaril yapabilmesi gﬁmkﬁndﬁr.

Ornegin; sabah 9.00'da alinan bir kan isgleume
konuldugunda, ayni giin l.grup deneyler(Hb tipleme-
si, HbA, ve HbF diizeyieri) sonug¢landirilmig ve
globin zincir ayiramina ait tlim hazirlaklar tamam-
lanmig durumda olacaktir. Ertesi glin; sabah 9.00'da
galismaya baglanildigi diigiinlilerek, sonuglar saat
11.30'da elde edilmig olacaktir. Bagka bir anlatim-
lagtsaat'13.00T§&,ra%or diizenlenmig olacaktir. Ge-
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TABLO-13)Karsilastirmada kullanilan deneylere ait
- gerekli ayirag¢ sayilara

Deney Ayirag¢ Sayisi
Hb Elektroforezi 4
HbA,(DE-52 kolonu ile)® 2
HbF(Alkali Denatiirasyon) 3

In vitro Globin Sentezi 4

HPLC Sistemi 40P

2By ydntem; glisin/KCN geligtirieci
sistemini kullanan sistemdir.

PHPIC sisteminde; globin zincir ay-
rimi igin RP-4(Reverse Fhase C4q)
kolonu, diZer deneyler igin TSK-
DEAE3SW anyon degigtirici kolonu
bnerildiginden, her bir kolon
iki adet geligtirici tamggqa
gereksinim duyar.

TABIO-14) Kargilagtirmada kullanilan deneylere ait
' gerekli deney siireleri(x)

Deney .. Deney Stiresi(saat)
Hb Elektroforezi .~ 1.0
HbA, (DE-52/G11is1n-KCN koloy kromat.) 3.0
HbF(Alkali Denatﬁrasygn) 0.3
In vitro Globin Sentezi 35.02
HPLC Sistemi ‘ 2.0%

XDeney siireleri ¢dzelti hazirlanmasy ve On hazirlik
sirelerini igermemekte, yanliz deneyin yapildigi
slireye kargilik gelmektedir.

%in vitro globin sentezinde; her bir fraksiyon 10 dk
sire ile sayilarak cpm degerleri verilmekte, toplam
90 fraksiyon sayilmaktadir. HPLC sisteminde ise;
sistemin komponenti olan radyoaktif sayim bOliimii
fraksiyonlar giktiZi anda sayarak grafife gecirmek-

tedir.
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dene¥lerin tekrarlanmasi da hesaplanmigtir.

E.)Onerilen sistemde, otomasyon kolayligi, personelden
kaynaklanan el hatalarinin(pipetleme, deney iglem-
leri sirasindaki hatalar gibi) en aza indirilumesi,
radyoaktif madde kullanimi sbzkonusu oldugunda gii-
venlilik gibi noktalarda Onemli. yararlar saglana-
bilmektedir.

F.)HPLC sistemi tiim bilegenleri ile kompleks bir yapi-
dadir. Bu nedenle, tiim deneyler igin gerekli arag,
gere¢ alani bakimindan da avantaj saglanmaktadar,
Sistemin kapladiZi alan(kullandiZimiz sistem olan
IKB-Browma sistemine gtre) 2.00m X 0.60m boyutlarin-
dadir. Bu alan igerisinde, sistemin diginda deney
igin gerekli ®n-hazirliklarda kullanilabilecek bog
alan da bulunmaktadir,

Bulgularimizi klasik laboratuar ySntemleri olan hemo -
globin elektroforezi(30), HbA, ve HbF miktar tayini(30, 50),
in vitro globin zincir sentezi(60) yﬁnt&&ieri ile kargilag-
tirmalr olarak deZerlendirdiZimizde HPLC yonteminin rutin
uygulamalarda alternatif ytntem olarak Snerilebilecefi or-
taya ¢ikmaktadir.

Bu galigmamiza baglarken, TSK DEAE 38W ve Vydac—04(RP4)
kolonlarini uygulamayi planlamig, ancak bize Georgia(UsSa)
Tip Fakiiltesi Protein Biokimyasi Laboratuari tarafindan '
gbnderilen RP4 kolonunun g¢aligmamasi nedeni ile gergeklesg-
tirememigtik, Bu nedenle; tartismamizdaki RP4 kolonuna ait
bilgiler 1iteratﬁrden,allnélgtlr(52:ﬂ54-56).

Elde ettigimiz bulgular 1iq§ratﬁrdeki diger anyon deZig-~
tiriei kolonlara ait bulgularla uyumludur(49, 51).

KullandiZimiz TSK DEAE 3SW kolonu ile, in vitro globin
sentezl disarida tutulmak lizere, elde ettiZimiz verilerden
saglikly sonuglar elde edilwigtir. HPLC sisteminin getirdi-
gZi kazanglar, galismemizda kullandigimiz TSK DEAE 3SW kolo-
nuna ek olarak. RP4 kolonunun da uygulama alanina sokulmasi
sistemin radyoaktif sayag¢ ve integratdr ile zenginlegtirile=-
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rek rutin kullanima alinmasi, gerek aragtirma ve gerekse
de poliklinik hizmetlerin gabuklugu, hassasligi, gliveni-
1lirligi acisindan Onemli katkilar saZlayacaktar.

Glintimiizde ¢alismamiza konu olugturan bu tiir genetik
hastaliklarin ktkenine ytnelik yontewmler geligtirilmekte
ise de, bu yBntemler gelismig alt yapiyi gerektirirler.
Fakiiltemizde bu yonde birtakim egilimler ve galigmalar
olmakta ise de, konunun incelenmesinde protein diizeyin-
deki caligmalar glincelligini korumaktadir. Glnki bu tiir
galismalar klinik taniya tamamlayici katkilar ortaya
koyarlar, ve de parasal giderler ydniinden molekliler ga-
lismalara oranla daha ekonomiktirler. Bu nedenlerden
dolayi terkedilmemesi gereken ydntemler grubu olan he-
moglobin elektroforezi, hemoglobin-A, ve hemoglobin-F
tayini, in vitro globin zinecir sentez orani gibi deney-
lere alternatif bir ybntem olarak HPLC y®dnteminin rutin
hizmete sokulmasi gerek poliklinik ve g rekse de aragtir-
ma g¢aligmalarina biiyik katkilar saglayadaktir.
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OZET -
F

A

Insan hemoglobinlefinin ayrimi ve miktar tayininde
kromatografik ytntemler artan oranda ®nem kazanmaya bag-
lamistir. Son yillarda; protein yapilaranin incelenme-
sinde yiiksek basingli sivi kromatografisi(HPLC) ybntemi
yogun olarak kullanilmaktadir.

Bir hemoglobin anomalisini tanimlayabilmek amaci ile
selliloz asetat elektroforezi, HbA2 ve HbF miktar tayini,
in vitro globin zincir sentez orani gibi hematolojik la-
boratuar,fetkiklerinin yapilmasi gereklidir. Bu yontem-
ler zaman alici ve el hatasi iliretmeye egilimli yOntemler
olmasi nedeni ile, belirtilen bu yOntemleri basitlegtiren
ve rutin uygulamaya elverisli olan HPLC yontemini Onermek-
teyiz. - .

Caligmamizda; HbA, HbS, HbF ve HbA, gibi hemoglobin
tiplerinin karakterize edilebilmesini optimize ederek,
rutin poliklinik uygulamalardaki HPLC sistewinin yarar-
laraini, bir zayif anyon degigtirici kolon olan TSK DEAE
3SW(IKB-Bromma) kolonu kullanarak tartigtik.



SGMMARY

A

Chromatographic pégcedures have becowe increasingly
important for the separation and quantitation of human
hemoglobin variants in blood. In recent years; high
performance liquid chromatography(HPLC) is commonly
used for the investigation of protein structures.

To identify the type of hemoglobin abnormalities,
it is necessary to carry out many hematologic laboratory
tests 1}&; cellulose acetate electrophoresis, HbA2 and
HbF quarnfifications, in vitro globin chain synthesis
ratio. Since these procedures are time-consuming and
manval error productive, we proposed the application
of HPLC system for the routine purposes which simplifies
the whole laboratory procedures mentioned above.

In our proposal; we optimized the separation of
hemoglobins like HbA, HbS, HbLF and HbA2 and discussed
the benefits of the HPLC system for routine policlinic
application by using a weak anion exchanger TSK DEAE 3SW
(IXB-Bromma) column.



