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DEGi~iK YA~ GRUPLARINDAKi ANEMiLi HASTALARIN 
FETAL HEMOGLOBiN DUZEYLERiNiN ALKALi DENATURASYON 

YONTEMi iLE SAPT ANMASI 
Determination of fetal hemoglobin levels of anemic patients in different age groups by 

alkali denaturation method 
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6zet: Bu r;alz:Jmada, 2-15 ya:j grubunda 48 ve 
eri:jkin 80 bireyin fetal hemoglobin (HbF) diizeyleri 
alkali denatiirasyon yontemi ku//amlarak 
saptanmt:}tlr. iki-1 5 ya:j grubunda 30 anemi/i hasta 
(20 E, I 0 K) ve kontrol grubunda (/ 0 E, 8 K), eri:jkin 
anemi/i hast a grubunda ise (42 K, 18 E) kontrol 
grubunda ise (1 0 E, I 0 K) yer almt:jltr. Aynca MC V 
78 jl den dii:jiik olan 85 anemi/i hastanm ( eri:jkin, 
43 K, 16 E; 3-15 yas 16 E, 10 K) ve kontrol 
grubunun da (eri:jkin 10 K, 10 E; 2-15 ya:j 10 E, 8 
K) HbF diizeyleri saptanarak, tiim gruplarda HbF 
ile MCV araszndaki ili:jki incelenmi:jtir. Anemili 
kadm, 2-15 ya:j anemik hasta grubu ile MCV 78 jl 
olan hastalarda MCV ile HbF arasmda anlamil 
ili:}ki saptanm!:jltr. Yeli:jkin anemili erkek ile yeti:} kin 
kadm ve erkek kontrol grubu ve MCV 78 fl olan 
kontrol grubunda bu ili:jki bulunamamt!jltr. iki-1 5 
ya!j kontrol grubunda ise anlamlt i/i:jki bulunmu:jtur. 
incelenen gruplarda patolojik degerde HbF 
bulunmamasz nedeni ile aneminin HbF'ne baglt 
olmadtgz dii:jiiniilmii!jtiir. Bunun yamstra alkali 
denatiirasyon yontemi kolay, ucuz ve tekrarlanabilir 
oldugundan, % HbF saptamalarmda 
ku//amlabilecek bir yontem oldugu sonucuna da 
vartlmt!jltr. 

Analttar Kelimeler: Hemoglobin, Eritrosit indeksi, 
Anemi 

*XV. Gevher Nesibe Tzp Giinleri, 27-30 Mayzs I 997, Kayser! 
Gaziantep Oniversi/esi Tzp Fakiiltesi 273/0 GAZ!ANTEP 
Biyokimya. YiikKimyager1

, Y.Dor;.Dr.J 

Geli~ tarihi:28 Mayzs 1997 

Abstract: In this study, fetal hemoglobin levels 
(HbF) of 48 subjects aged between 2 to 15 years as 
well as of 80 adults were determined by alkali 
denaturation method The pediatric group consisted 
of 30 anemic (20M, 10 F) and 18 healthy subjects 
(10M, 8 F). Adult group consisted of60 anemic (42 
F, 18M) and 20 healthy subjects (10M, 10 F). In 
addition, HbF levels of 85 anemic patients with 
mean corpuscular volume (MCV) lower than 78 fl 
(59 adults, 43 F, I 6 Mi 3- I 5 ages 16M, 1 OF) and 
of the control group 20 adults (I 0 F, 10 M) and 18 
subjects aged between 2-15 years (10M and 8 F) 
were also determined. A positive correlation 
between HbF% and MCV were investigated in all 
groups. Significant correlations were observed for 
anemic females, anemic patients aged 2-15 and the 
group with MCV 78 fl. Statistically significant 
correlation was not observed for adult male anemic 
patients, adult controls and the control group with 
MCV 78 jl . A significant correlation was also 
observed for the 2-1 5 aged control group. It is 
concluded that the reason of anemia was not related 
to HbF since all of the examined groups did not 
have pathologic HbF levels. However, alkali 
denaturation is an easy, cheap and reproducible 
method and can be recommended for HbF % 
estimation. 

Key Words: Hemoglobins, Erythrocyte indices, 
Anemia 

Fetal hemoglobin dort hem grubuna dort globin 
zincirinin baglanmas1 ile meydana gelmi$ olup, 
globin zincirlerinden ikisi a , ikisi ise y 'd1r (1). Fetal 
hemoglobin prenatal ya$amda baskm olup, fetustin 
oksijenasyonunu saglar. Fetal hemoglobinin 
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oksijene olan affinitesi HbA'dan daha fazladtr. Bu 
nedenle HbF plasental kandaki HbA' dan oksijen 
alabilmektedir. HbF'nin oksijene olan btiylik ilgisi 
dokulara oksijen nakledilmesine engel olacagmdan 
dogum sonras1 i9in uygun degildir (2). Fetal 
hemoglobin altmc1 gebelik haftasmda sentezlenmeye 
ba~lamr ve gebeligin onliytincii haftasmda en yilksek 
seviyesine ula~tr. Gebeligin ilerlemesi ile 
zincirindeki kademeli azalmaya kar~1hk zmctr 
sentezinde artma gorUIUr. Otuzbe~inci haftada % 
85'e dti~en HbF dtizeyi azalmaya devam ederken 
HbA diizeyi artar. Kordon kamnda % 773.3 
oranmda bulunur (3). Dogumdan sonra ilk altt ayda 
htzla daha sonra yava~ bir azalma gostererek, 
yakla~tk 24 ay sonra yeti~kin degerine ula~tr ( % 
HbFQ). iki ya~m ilzerindekilerde HbF'nin % 2'nin 
iizerinde bulunrnast patolojiktir. Anemi, bazt 
talassemi ve hemoglobinopati-talassemi baglantth 
hastahklar, herediter persistan fetal hemoglobin 
(HPFH), hemoglobinopatiler ve Ioseminin degi~ik 
ttirlerinde, endokrinopati ve baz1 kromozomal 
anormalliklerde (trisomi Dl gibi) HbF dtizeyleri 
degi~en oran1arda artabilmektedir (4-6). Fetal 
hemoglobin saptanmasmda biryok yontem 
kullantlmaktadtr. Bunlardan bazilan asit eliisyon (7-
10), HPLC (11-13), radyal irnmunodiffiizyon (14), 
ELISA (15) ve agaroz izoelektrik fokuslama 
yontemidir (16). Alkali denaturasyon ise ilk olarak 
Singer ve grubu (17) tarafmdan bulunmu~tur, daha 
sonra da modifiye edilmi~tir (18, 19). Yontemin 
temeli HbA ve HbA2 ' nin alkali ortamda denatUre 
olup, HbF'nin denature olmamasma dayanmaktadtr. 

HASTALAR VE YONTEM 

Hastaneye ba~vuran ve kliniklerden anemi ~tiphesi 
ile tam kan, periferik yayma ve HbF saptanmas1 
istenen hastalar ya~ ve cinsiyete gore 
gruplandJr.!rm~ttr. Buna gore 2-15 ya~ anemili hasta 
grubunda 30 (20 E, 10 K), kontro1 grubunda 18 (10 
E, 8 K), yeti~kin anemili kadm grubunda 42, kontrol 
grubunda 10, anemili erkek basta grubunda 18, 
kontrol grubunda l 0 ve MCV 78 fl olan 85 hasta 
( eri~kin 43 K, 16 E, 3-15 ya~ 16 E, 10 K) ile kontrol 
grubunu olu~turan 38 bireyden (eri~kin 10 E, 10 K 
ve 2- 15 ya~ 10 E, 8 K) EDT A' h vacutainer tuplere 
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2 ml venoz kan ahnarak, bekletilmeden Sysmex NE-
1500 ile tam kan degerleri saptand1. HbF tayininde 
kullamlan tUrn kimyasal maddeler Merck ve Riedel 
de-Haen firrnalanna aittir. Tam kan omekleri soguk, 
% 0.9' luk NaCI yozeltisi ile y1kanarak hamlanan 
eritrosit paketinden 200 111 ahmp, 4 ml siyanilr
ferrisiyanlir yozeltisine (0.2 g KCN, 0.2 g 
K3Fe(CN)6 suda yOziiliip, 1 litreye tamamlandt) 
eklenerek I 0 dakika bekletildi. Hemoliz olan bu 
ornekten 2.8 ml ahnarak, tizerine 200 111 1.2 N 
NaOH ilavesiyle denatiirasyon yaplld1. iki dakika 
beklendi. SUre tamamlandtktan sonra 2 ml doymu~ 
(NH4)2S04 ile denatiirasyon sonlandmhp, 5 dakika 
beklendikten sonra Whatman No :42 filtre kag1d1 ile 
silztildti. HbF i9eren bu filtrat olytim tiipilne almd1. 
Total hemoglobin ise 6.75 ml distile suya 400 111 
hemolizat eklenerek elde edildi. Her iki tupiln suya 
kar~I 540 nm'de Spectronic 20D kullamlarak optik 
dansiteleri okundu. HbF yUzdesi a~ag1daki formtil 
kullamlarak hesapland1 (1 ) . 

At X 100 
%HbF = ---

Ab x 10 

At: HbF i9eren filtratm optik dansitesi 
Ab: Ornekteki toplam hemoglobinin 
optik dansitesi 

istatistiksel besaplamalar iyin Statgrafics ve 
MedCalc istatistik programlan kullamlmi~ttr. 

BULGULAR 

Kontrol ve basta gruplarma ait ya~, HbF, Hb, Hct, 
RBC ve RBC indisleri iyin ortalama ve standart 
sapma degerleri Tablo I' de verilmektedir. Buna gore 
2-15 ya~ basta grubu i9in % HbF 0.87±0.49, 2-15 
ya~ hasta grubu i9in 1.12±0.65, eri~kin hasta kadm 
grubunda 0.62±0.40 kontrol kadm grubunda 0.66± 
0.45, eri~kin erkek basta grubunda 0.69±0.49, 
kontrol erkek grubunda 0.70±0.48, MCV 78 fl olan 
basta grubunda 0.74±0.47 ve MCV 78 fl kontrol 
grubunda 0.83±0.56 olarak bulunmu~tur. Aynca 
Tablo I incelendiginde hasta gruplannm RBC 
degerlerinin 4.6±0.9 ile 4.9±0.7, Hb degerlerinin 9.3 
± 1.2 - 9.8± 1.8, Hct degerlerinin 31.9±5.0 -34.0 
±8.7, MCV degerlerinin 67 .8±7.0-71.9± 10.1, 
MCH'nin 19.9±3.2-21.8±4.1 ve MCHC degerlerinin 
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Degi~ik ya~ gruplarmdaki anemi/i has/alarm fetal hemoglobin diizeylerinin alkali denatiirasyon yontemi ile saptanmasz 

ise 28.3± 1.5 30.2±2.2 arasmda oldugu bulunmu~tur. 
Kontrol gruplanna ait bulunan sonur;:lar ise referans 
smrrlann ir;:inde yer almaktad1r (3). 

Tablo II'de hasta ve kontrol gruplannda MCV ve 
HbF arasmdaki korelasyon sonur;:lan verilmektedir. 
Buna gore anemili kadm hastalarda r :-0.35 (p<0.05) 
iken, erkek hasta, yeti~kin kadm ve erkek kontrol 
grubunda anlamh bir korelasyon bulunamamt~tlr 
(p>0.05); 2-15 ya~ hasta grubunda r :-0.36 (p<0.05), 
kontrol grubunda ise r :-0.65 (p<O.Ol) olarak 
bulunmu~tur. MCV<78 f1 olan hasta grubunda r :-
0.26 (p<0.05) iken kontrol grubunda ise anlamh bir 
korelasyon bulunamamJ~ttr (p>0.05). 

MCV ile HbF arasmda anlamh r;:tkan 
korelasyonlann regresyon analizleri yapthp temsili 
olarak anemili kadm hasta grubu verilmi~tir. Kadm 

hasta grubu ir;:in regresyon e~itligi ise y = 2.8780 + 
0.0323 olarak bulunmu~tur. MCV ile HbF 
arasmdaki ili~kinin regresyon dagtltm grafigi $ekil 
1 'de gortilmektedir. 

Fetal hemoglobinin hasta ve kontrol gruplarmdaki 
dagthmt $ekil 2 ' de verilmektedir. Buna gore 2-15 
ya~ hasta grubu (HBF215H) median degeri 0.80, 2-
15 ya~ kontrol grubu (KONT215) 0.95, eri~kin kadm 
hasta grubu (HBFK) 0.53, eri~kin hasta erkek grubu 
(HBFE) 0.50, eri~kin kontrol grubu (KONTKE) 
0.62, MCV78 f1 olan hasta grubu (MCV78H) 0.55 
olarak saptanmt~ttr. Hasta gruplan ile bunlarm 
kontrol gruplannm ortalama fetal hemoglobin 
degerleri arasmda fark olup olmadtgmt anlamak ir;:in 
uygulanan farkm onemlilik testi sonucunda gruplann 
hir;:birinde istatistiksel olarak anlamh bir fark 
olmad1gt ortaya r;:tkmt~tlr (p> 0.05). 

Tablo I. Anemili hasta ve kontrol gruplarmda RBC, Hb, Hct, HbF ve RBC indislerinin ortalarna ve standart sapma degerleri 

n y~ (yll) RBCx 10
6
/1JI Hb (g/dl) Hct(%) MCV (fl) MCH (pg) MCHC HbF (%) 

X±SD X±SD X±SD X±SD X± SO X±SD (g/dl) X±SD 
X±SD 

2-15 ya~ hasta grubu 30 6.7±4.2 4.6±0.9 9.7±1.8 31.9±5.0 71.9±10.1 21.8±4.1 30.2±2.2 0.87±0.49 

2-15 y~ kontrol grpbu 18 8.2±4.3 4 .7±0.4 12.7± 1.1 38.3±3. 1 82.1±4.4 27.0±1.2 33.1±1.7 1.12±0.65 

Kadm hasta grubu 42 33.9"±11.4 . 4 .6±0.7 9 .3±1.2 34.4±8.7 71.4±8.7 20.7±3.5 23.3± 1.5 0.62±0.40 

Kadm kontrol grubu 10 22±22.8 4.7±0.2 12.9±0.4 41.!± 1.2 86.8±3.7 27 .2±1.0 31.4± 1.0 0.66±0.45 

Erkek hasta grubu 18 33.9± 11.4 5.0±1.0 10.0±2.3 34.4±6.9 67.8±7.0 19.9±3.2 29.2±2.2 0.69±0.49 

Erkek kontrol grubu 10 34.0±13.4 5.1±0.7 13.9±1.0 44.3±4.8 88.5±6.3 27.4±3.7 31.3±1.9 0.70±0.48 

MCV 78 fl olan hasta grubu 85 26.9±16.4 4.9±0.7 9.8± 1.8 33.7±5.0 69.4±6.8 20.1±2.4 28.9± 1.9 0.74±0.47 

MCY 78 fl kontrol grubu 38 25.5± 13.5 4.8±0.5 13.2±0.8 41.3±3.0 85.9±4.8 27.5±1.9 32.1± 1.5 0.83±0.56 
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Tablo Il. Hasta ve kontrol gruplannda MCV, ve HbF arasmdaki korelasyon sonu~lan 

1 s :-
1.6 -

14 -

Hasta gruplan 

2-15 ya~ hasta grubu 

2-15 ya~ kontrol grubu 

Kadm hasta grubu 

Kadm kontrol grubu 

Erkek hasta grubu 

Erkek kontrol grubu 

MCV 78 f1 kontrol grubu 

MCV 78 f1 hasta grubu 

..,.. 1 .2 -
~ 

~ 1.0 
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Sekil 1. Anernili kadm hastalarda MCV ile HbF 
arasmdaki ili~kinin regresyon dagthrn grafigi 

TARTISMA 

Prenatal ya~amdan postnatal ya~ama ge9ildiginde 
HbF'nin HbA ve HbA2'ye donil~tiigti ve bu 
donil~timtin yakla~tk iki ytl si1rdi1gti bilinmektedir_ 
Bugilne kadar yaptlan 9ah~malar fetal hemoglobinin 
cinsiyetle degi~medigini gostermi~tir (20). Bu 
c;alt~mada da yeti~kin kadm ve erkek hasta grubunda 
fetal hemoglobin degerleri strastyla 0.62 ±0.40, 
0.69±0.49, kadm ve erkek koritrol grubunda ise 
strastyla 0.66±0.45, 0. 70±0.48 olarak bulunmu~tur_ 
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Sekil 2. Fetal hernoglobinin hasta ve kontrol gruplarma 
gore dagtltrnt 

Bulunan sonuc;:lar literattirle uyumludur (20, 21). 
Bilindigi gibi tam kan pararnetrelerinin smtrlan 0-
15 ya~ arasmda btiyilk degi~iklikler gostermektedir, 
fakat ya~la olan bu degi~im eri~kin ya~a kadar 
cinsiyetten etkilenmemektedir_ Fetal hemoglobin ise 
0-2 ya~ arasmda btiyiik bir farkl iltk gosterirken bu 
ya~tan sonra cinsiyet ve ya~la ilgili olarak 
degi~memektedir (3). Tarn kan parametrelerinin ya~ 
ile olan bu farkhhgmdan kaynaklanan degi~imin 
fetal hemoglobinle olast etkile~imi dil~ilntilerek 

yapilan bu c;ah~mada, gruplandtrma yaptldtgt zaman 
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Degi:jik ya:j gruplarmdaki anemili hastalann fetal hemoglobin duzeylerinin alkali denaturasyon y6ntemi ile saptanmas1 

HbF ile anemili erkek hastalar arasmda korelasyon 
olmadtgt buna kar~m diger hasta gruplarmda Tablo 
II'de gortildiigti gibi negatif yonlti anlamh bir 
korelasyon oldugu bulunmu~tur. MCV 78 f1 olan 
hasta grubu degi~ik ya~larda anemili hastayt 
ir;ermesine ragmen ili~kinin daha once tespit edilen 
2-15 ya~ grubu ve anemili hasta grubundan daha 
zaytf oldugu gortilmti~ttir. Bunun nedeninin bu grup 
ir;erisinde yer alan anemili erkek hastalar olabilecegi 
sonucuna vanlmt~ttr. 

HbF'nin MCV ile korelasyonlan incelendiginde 
anemili kadm, 2-15 ya~ grubu ve bunun kontrol 
grubunda HbF'nin MCV ile negatif yonlti anlamh 
korelasyonlarmm oldugu saptanmt~ttr. iki-onbe~ 
ya~ kontrol grubunda MCV ile HbF arasmda 
bekl(menin dt~mda bulunan korelasyon ise bu ya~ 
grubunun geli~me r;agmdaki r;ocuklan ir;ermesine 
baglanmt~ ve dolaytstyla birr;ok nedene dayah 
olabilecegi dti~tintilrnti~ttir . Anemili hastalarda MCV 
ile HbF arasmda bulunan anlamlt negatif ili~ki 
degerlendirildiginde MCV'nin azalmas1 ile HbF'nin 
artmas1 beklenmektedir. Fakat bu arh~m referans 
degerin tizerinde olrnamast HbF'nin bilinmesiniq 
mikrositozda klinik ar;tdan bir yarar saglamaytp, 
i l i~kinin ara~tmlmasmda yarar saglayabilecegini 
dti~tindtirmektedir. Aynca HbF donti~timti genetik 
kontrol altmda oldugunun bilinmesine ragmen 
donti~timde normal ve patolojik etkilerin neler 
ol<.lugu da kesin olarak anla~Ilabilmi~ degildir ve 
ara~ttrmaya ar;tk bir konu olmaya devam etmektedir. 
Bulunan korelasyonlarla ilgili olarak daha once 
yapllan bir r;ah~maya rastlanmarru~trr, fakat HbF'nin 
ti<; boyutlu ~eklinin ve btiytikltigtintin HbA'dan farkh 
oldugu bilinmektedir (22). Bu nedenle eritrosit 
btiytikltigtine etkisi olabilecegi varsaytmtyla beraber 
sonur;Iar tartt~maya ar;tk btraktlmaktadlr. 

Sekil I 'de gortildtigti gibi hasta ve kontrol 
gruplarmda fetal hemoglobin degerlerinin 
dagiltmlan farkhdtr, ancak bu farkm istatistiksel 
olarak anlamh olrnad1gt bulunmu~tur. 

iki-onbe~ y~~ hasta ve kontrol grubu ortalama HbF 
degerleri eri~kin degerlerinin tizerinde yer 
alrnaktadrr. Bunun ise iki ya~ civannda henilz 

hemoglobin donti~timtintin sonlanmamt~ olmas1, 
dolaylSI ile ytiksek <;1kan HbF'nin ortalamayt 
arhrmasma bagh olabilecegi dti~tintilmti~ttir . Tiim 
hasta ve kontrol gruplannda bulunan degerlerin 
referans srnmnm (HbF2) ir;inde yer almas1 aneminin 
kaynagmm fetal hemoglobin olmadtgmt 
dii~tindtirmektedir. Toplumun sosyo-ekonomik 
yaptst ve beslenme ah~kanhklannm Fe eksikligi 
anemisinin stkhgm1 artttrdtgt bilinmektedir. Yine 
anemili kadm hastalara erkek hastalardan daha fazla 
rastlarrrna nedeninin toplurnumuzdaki dogurganhgm 
fazla olrnast ve buna bagh olarak silt verme ve 
kadmlardaki mensturasyon gibi nedenlere bagh 
olabilecegi dii~tiniilrnii~ttir (23). 

Fetal hemoglobinin saptanabilrnesi t<;m birr;ok 
yontemler geli~tirilmi~tir. Bunlar arasmda alkali 
denattirasyon yontemi ucuz kimyasal maddelerle ve 
kolayhkla uygulanabilir bir yontem olmast dolaytst 
ile hala birr;ok laboratuvarda tercih edilmektedir. 
Manuel bir yontem olmasma ragmen sonur;lann 
tekrarlanabilir ve giivenilir olmas1 yontemin diger 
avantajlan olarak saytlabilir. 
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