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OzET

Gukurova Yéresinde Haptoglobin Gen Frekanslannin Saptanmasi -

Adli Seroloji, biyolojik kdkenli doku ve sivilar ile bunlara ait leke ve
artiklann tanimlanmasinda ve kimliklendiriimesinde uygulama alani
bulmusgtur. Giiniimiizde bu amaglarla eritrosit antijenleri, eritrositlerin ve
serumun genetik kontrollii polimorfik enzim ve proteinleri, I6kosit antijenleri
(HLA) ve DNA analizleri kullamimaktadir.

Bir serum glikoproteini olan haptoglobin o ve B polipeptid zincirinden
olugan tetramerik bir proteindir. o ve B zincirlerinin genetik kontrolii 16.
kromozomda (16922) lokalize olmugtur. Karacigerde sentez edilmekte ve
plazmadaki serbest hemoglobini baglamaktadir. Popiilasyonda genetik
kontrollii, Hp1-1, Hp2-1, Hp2-2 olarak saptanan li¢ fenotipi saptanmigtir.
Haptoglobin akut faz proteinlerindendir. Bu nedenle serumdaki seviyesi
malignitelerde, enfeksiyonlar ve travmalarda artig g&stermektedir.
Haptoglobin polimorfizm godstermesi, fenotiplerinin kolaylkla ayirt
edilebilmesi ve kan lekelerinde ¢ok stabil olmasi nedeniyle adli bilimlerde
6nemli olan bir markirdir. Adli amagh analizlerde, paternite testlerinde ve
popiilasyon galigmalannda oldukg¢a stk kullaniimaktadir.

Bu calismada Cukurova Ydresinde yagayan 100 saghkh vericiden
alinan kan orneklerinde Hp fenotiplerini saptamak amaciyla nigasta jel
elektroforezi kullanildi. Elde edilen sonuglar ile Hp gen frekanslan
hesaplanmigtir.

Galigmamizda haptoglobin fenotipleri 11 kigide Hp1-1, 36 kigide Hp2-
1, 53 kigide Hp2-2 olarak saptandi. Gen frekanslan ise Hp*1: 0.29, Hp*2: 0.71

olarak bulunmustur. Elde ettigimiz sonuglar Hardy-Weinberg Esitligi ile
uyumlu bulunmustur.

Anahtar Sézciikler: Adli Seroloji, Haptoglobin, Nigasta Jel
Elektroforezi.
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ABSTRACT

Gene frequencies of Haptoglobin in the Qukurova Region

Forensic Serology is the scientific field aimed at the identification and
individualization of biological fluids and tissues and the stains. In the
present, erythrocyte antigens, the genetic controlied polymorphic enzymes
and human leucocyte antigens (HLA) and DNA analyses are used for these
purposes.

Human Hp is a plasma glycoprotein composed of two types of
polypeptide chains, a and B, that are covalently associated by disulfide
bonds. The genes controlling the o and B chains are located on
chromosome 16q22. It is synthesized in the liver and it bounds the free
hemoglobin in the plasma.

In the human populations there are three genetic Hp phenotypes: Hp

1-1, Hp2-1, Hp 2-2. Hp belongs to the acute phase glycoproteins, thus its
serum level is markedly increased in malignancy, infections and trauma.
Hp is important in forensic sciences while it shows polymorphism, its
phenotypes are easily distinguished and it is stable on blood stains for a
prolonged period of time. So Hp is extensively used in forensic analyses,
paternity tests and population studies.

The distribution of the Hp phenotypes has been investigated on 100
healthy blood donors living in the Gukurova Region, by the starch gel
electrophoresis. The Hp phenotypes were found as follows; Hp1-1 in 11,
Hp2-1 in 36 and Hp2-2 in 53 of the samples. The gene frequencies were
calculated as; Hp*1= 0.29 and Hp*2= 0.71. The results shows in accordance
with the Hardy Weinberg Equilibrium.

Key Words: Forensic Serology, Haptoglobin, Starch Gel
Electrophoresis.

T.C. Wmmmm:m mﬂmrw
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1. GIRIS VE AMAG

Adli Seroloji 6zellikle paternite aragtirmalari ve bilinmeyen kigilere ait kan ve
difer vucut sivilan ile lekelerinin, biyolojik dokularin kimliklendiriimesiyle
ugrasan bir bilim dahdlr. Bu amaglarla gunimazde, ilk basamakta eritrositlerdeki
kan grubu antijenieri serolojik olarak gésterilmekte, ikinci basamakta polimorfik
eritrosit enzimleri ve serum proteinleri elektroforetik olarak tiplendirilmektedir.
Daha sonraki agamalarda ise I6kosit antijenleri ve DNA duzeyindeki analizier
rutin galismalarda kullaniimaktadir.'?

Besylizden fazla antijenik sistem bilinmesine ragmen rutin uygulamalarda
ancak birkag tanesi (ABO, MN, Rh, vb) kullaniimaktadir. Bu antijenik sistemlere
ek olarak birgok polimorfik protein sistemlerinden de yararlaniimaktadir. Adli
Serolojide kimliklendirme ve patemite tayini amaci ile siklikla kullanilan eritrosit
enzimleri; Eritrosit Asit Fosfataz (EAP), Adenozin Deaminaz (ADA), Adenilat
Kinaz (AK), Fosfoglukomutaz (PGM), Esteraz D (EsD), Glioksalaz (GLO), serum
proteinleri ise; Haptoglobin (Hp), Transferrin (Tf), o-1-antitripsin (a1-AT), Gama
Marker (Gm), Kappa Marker (Km) ve Grup Spesifik Komponentleridir (Gc).>*

Bir serum glikoproteini olan Haptoglobin (Hp) dolagimdaki hemoglobine
baglanarak gok stabil bir kompleks olusturdugu igin Grekge tutmak, kavramak
anlamina gelen haptein kelimesinden turetilerek isimlendirilmigtir. Haptoglobin
karacigerde sentezlenir ve retikiloendotelyal sistem tarafindan dolagima
taginarak hemoglobin ile kompleks olugturur. Fizyolojik fonksiyonu tam olarak
anlagilamamakla birlikte, normal eritrosit yikimi ve hemoliz esnasinda demir
kaybini sinirlamakta ve plazmadaki serbest oksihemoglobini baglamaktadir.
Blytk oranda idrarla digan atiimaktadir. Insanlarda haptoglobinin genetik
kontrolli 3 fenotipi saptanmistir; Hp1-1, Hp2-1, Hp2-2. Fenotiplerinin gdsterilme
kolayhd, lekelerde dayaniklihidi ve ayirt etme oraninin ytksekli§i nedeniyle Adli

Serolojide patemite aragtirmalari ve kimliklendirmede haptoglobin 40 yildan
fazla bir stiredir kullaniimaktadir. >*



Polimorfik serum proteinleri ve eritrosit enzimleri cesitli elektroforetik
yontemlerle  incelenebilmektedir.  Elektroforez  dinyada adli  amagh
aragtimalarda oldukga sik bagvurulan yoéntemlerdendir. Adli incelemelerde
kullanilan elektroforetik sistemierden bazilari, selliloz asetat, nigasta, agaroz ve
poliakrilamid jel elektroforezidir.

Bu caligmada Gukurova y6resinde yasayan 100 kisilik bir popUlasyonda
Hp fenotiplerinin nisasta jel elektroforezi ile incelenmesi, yéntemin laboratuvar
kosullarimizda sadlkh sonuglar alinacak sekilde adaptasyonu ve eldeki verilere
gbre Hp*1 ve Hp*2 gen frekanslarinin hesaplanarak, dijer ¢alisma sonuglar ile
kargilagtiniimasi, yéremize ait ilk veri tabaninin olusturulmasi amaglanmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Tarihge

Haptoglobin, 1940’da Polonevski and Jayle tarafindan bir o -glikoprotein
olarak karakterize edildiginden beri hemoglobin ile olusturdugu stabil yapinin
biokimyasal 6énemi konusunda genis arastirmalar yapilmistir. insanlarda Hp'nin
kalitsal olan varyasyonlan ilk defa Smithies tarafindan (1955) tanimlanarak
Hp'nin 3 fenotipi; Hp1-1, Hp2-1 ve Hp2-2 nisasta jel elektroforezinde
g6sterilmistir. Buna paralel olarak haptoglobin lokusu Hp, olusumundan sorumiu
genlerde Hp*1 ve Hp*2 olarak adlandirilmigtir. 1962'de Smithies et al., iki Hp*1
alleli arasinda bir nonhomolog crossingover sonucu olusan intragenik
duplikasyon nedeniyle Hp*2 allelinin dizenlendigini rapor etmistir. Yine ayni yil
Smithies et al., Hpo subunitinin Hp'", Hp'® ve Hp® olarak diizenlenen ug alleli
oldugunu saptamiglar ve elektroforetik olarak hizli yurGyen polipeptid aif
(Hp1F), yavas yartyen ise a1s (Hp1S) olarak adiandirimigtir. "7

Robson et al., 1969'da pedigree analiziyle 16. kromozomda, Hecht et al.
16.kromozomun uzun kolunda Hp a zinciri lokalizasyonunu gdéstermislerdir.
Yang et al. 1972'de yaptiklan calismalarla degredasyona ragmen Hp'nin asit
sivisinda, oda isisinda hemen veya kullanilana kadar -20°C’' de saklama ile
gosterilebildigi  belirttilmigtir,. 1973'de Pastewka et al. poliakrilamid jel
elektroforezi ile Hp subtiplerini tanimlamiglardir. **%

Kurosky et al. 1980'de insan haptoglobininde aminoasit sekansi
yapmiglardir. Teige et al. immunoblotlama ve izoelektrik fokuslama ile o
polimorfizmini géstermiglerdir. 1981'de Greer et al. Hp B zincirinin haptoglobin-
hemoglobin kompleksinde énemli bir roli oldugunu belirtmislerdir. 1983 yilinda
Yang et al. o ve B zincirlerini inceleyerek Hp*i’de 5, Hp*2'de 7 ekson
duzenlendidini rapor etmiglerdir. Maeda 1991'de Hp varyantlarindan Hp2-1
modifiye tip ile Hp2-1 fenotipi arasindaki farkhiliklan gostermigtir.>>*%



Ganumizde Hp*1 geninin 2 alleli ve Hp*2 geninin 3 alleli ile elektroforetik
olarak incelenebilen Hp fenotip sayisi 15'e ulagmistir.

2.2, Haptoglobin Molekiiliiniin Yapisi
Haptoglobin molekdla disulfit badiyla bagh 2o ve 2B zincirinden
olugsmustur. o ve B zincirleri translasyon sonrasi aff dimeri olusturmak icin bir
prekursor gibi sentezlenirler. Daha sonra iki dimer, iki sistein ile kovalent
baglanarak bitisik a zincirine tetramerik molekdl (Baap) vermek icin
baglanmaktadir. Haptoglobin sentezi 16. kromozomun (16922) polimorfik bir
bélgesi tarafindan kontrol edilmektedir.'9%"

Haptoglobin molekilinin o ve B olarak iki tip polipeptid zinciri icerdigi,
haptoglobin polimorfizminin nokta mutasyonlar sonucu o zincir varyasyoniari
nedeniyle olustugu belirtiimektedir. Hp a zincirinin molekdl adirh@r 9500 olarak
saptanmigtir. Hp o zincirinin elektroforetik hareketlilige gére Hp o'"(hizli), Hp o'®
(vavag) ve o olarak diizenlenen tg alleli saptanmistir. o'" ve o'® peptidlerinin
53. pozisyondaki Lys/Glu aminoasitlerinin yer degistirmesi ile farklilagtig
bildiriimektedir. a'"de Lys, a'®de Glu aminoasitleri vardir (Gizelge 1). Hp o?
alielinin Hp'" ve Hp'® allelleri arasindaki esit olmayan crossing over sonucu
olustugu ve o' zincirinin iki kat uzunlugunda oldugu belirtilmektedir. Hpa2
allelinin Hp?", Hp*™® ve Hp®® olarak diizenlenen ug tipi oldugu saptanmigtir.
Nokta mutasyonunun bitin o peptidierinde etkili oldugu kabul ediimektedir.
21,22,28,34-41

Hp B zinciri, molekiler adirhi§ 36000 dalton olan ve 4 asparagin
rezidisinden (Asn®, Asn®, Asn®, Asn®) olusan bir polipeptiddir. Polimorfik
Ozellikte degildir, batin Hp tiplerinde ayni yapiyr gosterir. B polipeptidi 280
aminoasit rezidulidar. Yapilan calismalarla Hp B =zincirinin kimotripsinojen
ailesinden serin proteaz ile kimyasal benzerlik gésterdidi saptanmistir. Ayrica



Hp B zincirinin haptoglobinin hemoglobine bagdlanmasinda énemli fonksiyonu
oldugu belirtilmigtir, "2"22233237:42:47

Gizelge 1. Haptoglobin o’ zincirinin aminoasit sekansi

Haptoglobin «' 83 rezidiili o' f= 54. Pozisyonda Lys

o' s= 54. Pozisyonda Glu

1 10 20
NH -Val -Asn -Asp -Ser -Gly -Asn -Asp -Val -Thr -Asp -He -Ala -Asp -Asp -Gly -GIn -Pro -Pro -Pro -Lys-
30 40
-Cys -He -Ala -His -Gly -Tyr - Val -Glu -His - Ser -Va! -Arg -Tyr -GIn -Cys -Lys -Asn -Tyr -Tyr - Lys -
50 60
- Leu -Arg -Thr -Gin - Gly -Asp -Gly -Val -Tyr -Thr -Leu -Asn -Asn -Glu -Lys -GIn -Trp -He -Ash -Lys-
70 80
- Ala -Val -Gly -Asp -Lys -Leu -Pro -Glu -Cys -Glu -Ala -Val -Gly -Lys -Pro -Lys -Asn -Pro -Ala -Asn -
83

- Pro - Vai - Giu ~ COOH

Hp genetik varyantlar, Hp*1 ve Hp*2 olarak tanimlanan iki otozomal
allellik gen tarafindan kontrol edilmektedir. Hp insan genetiginde nokta
mutasyonu ve esit olmayan crossing over igin bir model olusturmaktadir. o ve f
zincirleri ayni genler tarafindan kodlanmaktadir. Hp*1'de 5 ekson, Hp*2'de 7
ekson diizenlenmigtir, 2077434950

Hp*1 geni 329 aminoasit igeren bir polipeptiddir. 83 aminoasit igeren kisa
fragman o' olarak, 245 aminoasitiik uzun fragman ise B peptidi olarak
g6sterilmektedir. 7!

Hp*2 geni 3. ve 4. eksonun ¢iftlenmesi sonucunda 7. eksonda dizenlenir.
Hp*2'nin baglangigtaki gen Uretimi 388 aminoasit iceren bir polipeptid zinciri
seklindedir. Hp*1 geninin Gretimi esnasinda 143 tanesi aynlr. Sonugtaki



fraksiyoniar f‘da oldudu gibi, a, ( 142 a.a ) olarak gosterilmektedir. B zinciri
aynidir, fakat o iki tane a4 hatinde bulunur.?™>'

Bunlara ek olarak birkag nadir o varyantlar da gézlenmistir. Bunlar o
zincirinin miktarinin azalmasiyla belirlenen Modifiye ve a' zincirinin miktarinin
azalmasiyla belirlenen Carisberg varyantlaridir. Hp2-1 Modifiye fenotipik
varyanti zencilerde yaygin olarak géralmektedir. Bu modifiye tipde, Hp*2 geninin
nadir bir alleli olan Hp*2M'in, Hp*2 gen GrGnunun az Gretilimesinden sorumlu
oldugu belirtiimektedir.**>%

Johnson varyanti (Hp3*) gibi diger bir nadir allelin, Hp2'den orijin aldidi ve
esit olmayan crossing over sonucu meydana geldidi, Hpa1 zincirinin yaklasik 3
kat! bir molekaler agirhda sahip oldugu belirtiimektedir. '

Birkag allotipik f zincir varyanti da rapor edilmistir. Bunlardan Marburg ve
Bellevue varyantlari uzun sdredir bilinmektedir.*®

Son yillarda DNA analizleriyle haptoglobin iligkili gen (Haptoglobin related
gene-HPR) olarak adlandirlan ikinci bir haptoglobin geninin varlig:
gosterilmistir. HPR ile normal haptoglobin arasinda baz farkhtiklar gézienmistir.
Normal Hp B zincirinin 80.sekansinda Asn®-Tyr-Ser® iken HPR B zincirinde bu
sekans Asn®-Tyr-His® olmustur. Bir baska fark da HPR gen sekansi ile B
zincirinin  157. pozisyonunda ekstra sisteinden dolayt multimerik 6zellik
gosterdigi saptanmigtir. HPR henlz protein Uretiminde tayin edilememis

olmasina radmen, erigkin karacigerinde transkripsiyonun ¢ok dasuk bir
seviyesinde gosterilmigtir. 25+

2.3. Haptoglobin Fenotipleri

Haptoglobinin Hp1-1, Hp2-1 ve Hp2-2 olarak bilinen 3 polimorfik formu
mevcuttur. Genetik olarak belirlenen bu g fenotip, elektroforezde farkh olarak
gbzlenmektedir. Hp1-1 elektroforezde tek bir bant olarak gé¢ ederken, Hp2-1 ve
Hp2-2 ¢ok daha kompleks bant dagilimlari géstermektedir. Hp*1 ve Hp*2 olarak
adlandirilan iki genin bu tg¢ fenotipi yonettidi kabul edilmektedir. Burada Hp1-1



ve Hp2-2 homozigot, Hp2-1 heterozigot fenotiplerdir (Cizelge 2). Hp'nin
polimorfik  formlan arasinda aniaml bir  fonksiyonel farkhlik

Saptanmam|$t| r. 10,25,33,59-62

Gizelge 2. Yaygin Hp Fenotipleri ve Subtipleri **

Hp Fenotipleri Hp Subtipleri
Hp1-1 1S-1S
1S-1F
1F-1S
Hp2-1 1S-2S8S
1S-2FF
1S-2FS
1F-2SS
1F-2FS
1F-2FF
Hp2-2 2FF- 2FS
2FF-2FF
2FF-2SS
2FS-2FS
2FS-2SS
288-28S

Hp 1-1 tipinin molekuler agiri§ (MA) 90.000 daltondur. Genotipi (Hpo!'
Hpa') dir. Iki o' ve B zinciri disulfit badiyla baglanarak tetramerik bir yapt (o')2
meydana getirir (Sekil 1). Molekul, merkezde kugtik bir topuz ile ince flaventlerle

baghh sferikal iki ana gruptan olugsmustur. Moleklulin sekli haltere
benzetilmektedir. 2



Tip 2-1'in MA 160.000 daltondur. Yapisi (a'[})z.(csz),, (n=0,1,2,...) olarak
gosterilmektedir (Sekil 2). Tip 2-2'nin MA ise 400.000dir. Yapisi ise (o°B)n
(n=3,4,5,...) olarak gésterilmektedir (Sekil 3). 2>%+%

NL J1C

Sekil 1. Hp1-1 tipinin sematik gériinimi.”

T.C. YOKSEKGERETIM KURULY

ONMERKE!



SH

N—1s rC
| S
| S
NI _1C
SH SH 131
N[ 15 74 [ lC
| S
N[ 1C
SH /SH

2 @) @)

|
@ @0

(01 B) x (@B)n n=0,1.2,...

Hp 2-1

Sekil 2. Hp 2-1 tipinin sematik gériinimii.?’

Dérdinch bir grup olarak 0-0'in  da varligi bilinmektedir. Bununila birlikte
ahaptoglobineminin sickle-cell anemide de hizli hemolizden dolay: izlendigi
bildirilmektedir.>*



SH SH 131
Nr1s 74 C
'S
S
NI ' 1¢C
_SH
n x
| ™ SH
s/ s
_ Ng
@) s s ()
(B)n N=3,45,...
Hp 2-2

Sekil 3. Hp2-2 tipinin sematik gériniimii.?’

2.4. Haptoglobinin Ozellikleri

Haptoglobin, karacierde parankimal hicrelerde sentezlenerek
retikiloendotelyal sistem tarafindan dolagima tasinip hemoglobin ile
birlegmektedir. Ekskresyonu bébrekier yoluyla olmaktadir. Plazmada normal
seviyesi erigkinde 300mg/100ml'dir. Serum Hp konsantrasyonunun g¢ocuklarda
duglk dlzeylerde oldudu bilinmektedir. Hp seviyesinin yenidoganda daguk
oranda oldugu, ancak dérdincl aydan itibaren yikseldigi belirtilmektedir. >
75

Hp hemoglobin ile nonkovalent badla siki bir kompleks olusturacak
sekilde baglanmaktadir. Hemoglobinin molektler agirh§ yaklagik 65.000
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civarindadir. Buna karsin Hp’nin (Hp1-1) en basit polimorfik formunun molekuler
agirhd 90.000 civarindadir. Béylece Hp-Hb kompleksinin molekiler agirh@
155.000'i gegcmektedir. Serbest Hb boébrek glomerullerinden gecerek tubuluslara
ulagabilir ve burada presipite olma egilimi gdsterir (Hp'nin Hb'ini baglama
kapasitesinin timQ ile ortadan kalktigi adir bir kan uyugsmazhiqindan sonra
meydana gelebildigi gibi). Buna karsin Hp-Hb kompleksi glomertllerden
gecemeyecek kadar blylktir. Bdylece bu kompleks boébreklerden serbest

hemoglobin kaybini engellemektedir, 2432847976

Hbo —» Bébrek ——» Idrarda atiima ugrar veya tiplerde
(MA 85090) presipite olur; viicutta demir kaybi olur.

Hb + Hp ____,Hb-(ﬁf15}§%plexi —— Bobrek

Karaciger hicreleri tarafindan katabolize olur; demir muhafaza edilir ve
yeniden kullanilir.

Sekil 4. Hemoglobin ve Hp-Hb kompleksinin bdbreklerden gegisinin sematik g(iriiniimii.76

Haptoglobinin, serbest hemoglobinden baska karboksihemoglobin,
oksihemoglobin, methemoglobin, fetal hemoglobin, indirgenmis hemoglobini
bagdlayabildigi gosterilmigtir. Bunun yaninda Hp’nin deoksigene Hb, Miyoglobulin
ve degisik Hb varyantiarindan, émedin Hb H ve Hb Barts'' baglayamadig
aciklanmigtir. Haptoglobin seviyesi hemoglobinin renal esik degeri ile tayin
edilmektedir. Hp’'nin badlama kapasitesi artarsa idrarda serbest hemoglobin
goérilmektedir. Haptoglobin seviyesi hemoglobin baglama kapasitesi ile ifade
ediimektedir; 100ml plazmada Hp tarafindan baglanan hemoglobin miktaridir.

11



Hp seviyesi fenotiplere gére degiskenlik gostermektedir. Hp2-2 seviyesi diger
gruplara gére 6nemli derecede dusuklik gostermektedir.>"™

Klinik amagh kullanilan duzeylerden normal alt limitin 25mg/100ml, Ust
limitin ise  300mg/100ml oldudu belirtitmektedir. Normal degerlerin bu genis
araliktaki duzeyleri, hasta olmayan kigilerde dikkate deder 6lgude kisisel
Ozellikieri verebilmektedir. Erkeklerde fazla androjen Uretiminden dolayi
kadinlara gére 6nemli éigude yuksektir. Hp yenidoganiarin %90'inda bulunmaz,
bu nedenle Hp tayini 6 aylik bebeklik dénemine kadar ¢ok fazla 6nem
tagimamaktadir.®

Haptoglobin seviyesi; Hp-Hb kompleksinin peroksidaz aktivitesi ile,
elektroforez, immunodiffuizyon, Hb ve Hp-Hb kompleksinin farkh asit
denatlrasyonlari gibi yéntemlerle &lguiebilir. Hp seviyesi idrarda, serebrospinal
sivida, amniotik sivida, gbébek bad kaninda ve tukrikte Olgtlebilir. Hp
konsantrasyonu biolojik sivilarda Hp-ELISA yontemi ile tayin edilebilmektedir.
Hp dagilimi sivinin orjinine ve fizyopatolojik durumuna baghdir. Neonatal Hp,
normal eriskin Hp ile immunolojik benzerlik géstermektedir.”

Peroksidaz yontemi, serumda Hp-Hb kompleksinin varligini géstermede
yetersizdir. immunodiffizyon yénteminde ise Gg farkll Hp tipinin farkli molekaler
agirlikta olmasi ve bundan dolay! diffuzyon katsayisinin farklihg gibi baz:
problemler c¢ikmaktadir. Elektroforetik teknikler peroksidaz yéntemi ile
kargllagtirildiinda teknik olarak basitlik, iyi sonug, yliksek hassasiyet, dusuk
hata gibi avantajlari oldugu gézlenmisgtir. Haptoglobin elektroforezi Hp-Hb
kompleksi ve serbest hemoglobinin farkli elektrik yuklerden dolayi farkli
kutuplara goégi prensibi ile yapilmaktadir. Kagit, nigasta jel, agar jel, seltloz
asetat ve akrilamid jel Hp elektroforezi igin kullanilabilmektedir. °
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2.4.1. Klinik uygulamalarda haptoglobin seviyesinin
degerlendiriimesi
Klintik uygulamalarda tani amagli olarak transfizyonlarin hemolitik
reaksiyonlarinin tayininde (methemalbumin bandlarinin gértlmesi ile), hemolitik
anemiler igin rutin tarama testlerinde, konjenital biluribin metabolizmasi
bozukluklarinda, hemolitik anemi tanisinda, kalitsal haptoglobin yikimi ve hepatit
tanisinda Hp seviye 6lgimi kullaniimaktadir.”

2.4.2. Haptoglobin seviyesini etkileyen faktorier

Haptoglobin akut faz proteinlerindendir. Bu nedenle serumdaki seviyesi
malign neoplastik hastaliklar, enfeksiyonlar, travma, stres, sitma, doku nekrozu,
amyloidosis, panhipopituitarizm, akut miyokardiyal infarkt, steroid uygulamalari,
yaniklar, cerrahi girigim, kollagen hastaliklari, bébrek hastaliklar, skorbit, bilier
obstruksiyonlar gibi patolojik durumlarda yilkselmektedir. Serum Hp duzeyi
hemolitik anemilerde, siroz gibi hepatik hastaliklarda, astimda, neonatal
serumda ve intravaskiler hemoliz esnasinda azalmaktadir. Ayrica androjen,
glukokortikoid, parathormon, papain, elastaz ve hyaluronidaz gibi enzim ve
hormon uygulamalarindan sonra Hp seviyesinde artma gézlendigi bildirilmigtir.

Bununla birlikte populasyonda ¢ok kiguk bir oranda da ailesel ahaptoglobinemi
gorulmektedir, 518.5677.70-88

2.5. Adli Tipta Haptoglobinin Onemi

Serum haptoglobin miktar ve tip tayini klinik tanida gun gegtikge 6nem
kazanmaktadir. Haptoglobin miktarinin  6lgllmesi  ¢esitli  hastaliklarin
tanimlanmasinda degerli olup, tip tayini de populasyon ¢aligmalarinda,
antropolojik ve genetik tetkikler yontnden degerlendiriimektedir. Hp o
subtiplerinin  belirlenmesi ile dadilimlarinin  ve allel frekanslarinin
hesaplanmasinin, adli bilimlerde patemite olgularinda ve kimliklendirmede
kullanigh bir parametre oldudu kabul edilmektedir. Genetik polimorfizm
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gbéstermesi, fenotiplerinin kolayca ayirt edilebilmesi ve kan lekelerinde gok stabil
olmast nedeniyle adli bilimlerde tercih edilen bir serum proteinidir.%%*%

Smithies’in Hp tiplerini géstermesinden sonra tim dunyada haptoglobine
olan ilgi artmistir. Ozellikle antropolojik ve genetik testler yéninden Hp énem
kazanmisgtir. Hp, Adli Bilimlerde ilk olarak kullanilan serum proteinierinden
biridir. Haptoglobin polimorfizmi 40 yildan fazla bir sGredir paternite
arastirmalarinda kullaniimaktadir.®”

Haptoglobin polimorfizmi kullanilarak dederlendirilen patemite testlerinde,
babali§i reddetme oraninin %33 oldudu belirtiimektedir.Yapilan g¢aligmalaria
HLA doku tiplendirmesi ile beraber, ABO ve haptoglobin tiplendirmesi babalig
reddetme oranini %95’lerin Gzerine ¢ikarmaktadir. Paternite testlerinde bGtun
genetik belirtegler (ana kan gruplari ve subgruplari, polimorfik eritrosit antijenleri
ve serum proteinleri, HLA) kullanildi§inda ise bu oran %99'a ulagmaktadir.?’%%*

Poliakrilamid jel elektroforezi, immunoelektroforez, nigasta jel
elektroforezi gibi yéntemlerle kan lekelerinde Hp tiplendirmesi yapilabiimektedir.
Tiplendirme Hp-Hb kompleksinin peroksidaz aktivitesinin ¢esitli boyalar
yardimiyla gésterilmesi esasina dayanmaktadir.®

Serum Ornekleri i¢in kullanilan yéntemler kan lekeleri igin ¢ok sinirli
uygulanabilmektedir. Bu yontemlerle ¢alisilirken fazla hemoglobin
uzaklastiriimall, leke taze olmah, G¢ ginden eski olmamalidir. Serumdan elde
edilen paternler lekedeki kan kurudugu zaman kaybolmaktadir. Bu nedenle
lekeli materyalde tayin igin immuno-elektroforetik metodlar gelistiritmigtir. %

Eski kan lekelerinde haptoglobin fenotiplerinin gosteriimesi enzim
immUnoassay ve western blotlama teknikleriyle yapilabilmektedir. Western
blotlama teknigi, jelden nitroselliloz membrana Hp bandlarinin transferi ile
gerceklestiriimektedir. Enzim immlnoassay ise ekstrakte 6rmnekten Hp
bantlarinin identifiye edilmesi yéntemine dayanmaktadir. Immunoassay yéntemi
ile oda sicakh@inda saklanan 15 aylik kan lekelerinde, -20° C'de sakianan 22
aylik kan lekelerinde Hp fenotiplerinin gdsterilebilecegdi belirtiimektedir. Western
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blotlama ve enzim immunoassay yontemi ile yad dokularinda Hp tiplendirilmesi
yapilabildigi bildirilmistir. Enzim imminoassay yontemi ile -22°C’'de saklanan 6
aylik idrar drneklerinden, oda isisinda saklanan 4 haftalik idrar érneklerinden Hp
tiplendirmesi yapilabilecedi bildirilmistir. immuno blotlama yéntemi ile 0.001ul
tam kandan, 0.015 mm’ kan lekesinden Hp fenotiplendirmesi yapilabilecegi
belirtiimektedir. DNA analizleri ile 15-18 aylik kan lekelerinde Hp genotiplerinin
ayirdedilebildidi, c¢esitli dokularda Hp genotipinin incelenebildigi ve ¢ok disuk
Hp duzeyi oldudu bildirilen gobek badi kaninda da tiplendirilebildigi
bildirilmigtir.'®>%%%

Ayrica kan lekelerinde ve postmortem dokularda c¢esitli restruksiyon
enzimleri kullanilarak gergeklestiriien Southern hibridizasyonu ile Hp
tiplendirmesi yapilabildigi belirtiimektedir.'



3. GEREG VE YONTEM

Bu calismada Cukurova yéresinde yagayan, rastgele secilmis, sadlikli ve
aralarinda akrabalik badi olmayan 100 génulit vericiden kan drnekleri alindi. Hp
fenotiplerini belirlemek amaci ile nisasta jel elektroforezi ile tiplendirme yapildi.
Bu calismanin projesi ve génulli kan vericileri igin hazirlanan riza ve
bilgilendirme formlari, Cukurova Universitesi Tip Fakultesi Etik Kuruluna
sunularak onay alindi. Bu c¢alismanin gergeklestirilebilmesi igin Cukurova
Universitesi Arastirma Fonundan SBE 97.YL.6 no'lu proje ile parasal destek
alind.

Form 1’de Riza ve Bilgilendirme Formu gériimektedir.
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Form 1. Vericileri bilgilendirme ve nza formu.

Bilgilendirme Formu

Bu calismanin amaci; yoéremizde genetik kontrolli polimorfik serum
proteinlerinden biri olan Haptoglobin gen frekanslarini ortaya koymaktir.

Gonulli olarak katillacak kisilerden 5cc venéz kan alinarak plazmada
haptoglobin fenotipleri belirlenecektir. Bu calismada elde edilecek bilgiler ile
Cukurova Bolgesinde haptoglobin gen frekanslari saptanacaktir. Elde edilen
sonugclar Adli Tip Anabilim Dali'nca yapilacak galigmalarda “Kigilerin adi,soyadi
veya onlari tanmitici . herhangi bir isaret belirtiimeden” veri olarak
kullanilabilecektir. Sonuglar ¢alismaya katilan kisilere, istedikleri takdirde yazil
olarak bildirilecektir.

Kan alma islemi 6ncesi, bu ¢alismaya gonulla olarak katiimak istediginize
dair nza formunu imzalamaniz gerekmektedir.

Riza Formu

Asagida imzas! bulunan ben, Haptoglobin gen frekanslarinin saptanmasi
calismasi hakkinda tam olarak bilgi aldim.

Gonulla olarak kol damarimdan verece@im 5cc kanda yapilacak galigma
sonuglarinin; adim, soyadim veya beni tanitacak herhangi bir isaret
belirtiimeden yayinlanabilecegi ve istedigim takdirde kendim ile ilgili sonuglari
6grenebilecegim bildirildi.

Bu bilgileri aldiktan sonra, bu galismaya gonulli olarak katidigimi beyan
ederim.

Gondllanin Adi ve Soyad: Tarih:

Yas: Imza:
Bilgi igin:
C.U.T.F. Adli Tip ABD
TIf: 3386060/ 3429
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3.1. Kan ornekleri
Gonulla vericilerden alinan 100 kan 6rnegdi cahisildi. Steril enjektérierle

5cc vendz kan ahlinarak steril sitratli cam tiplerin igine aktarilip, her 6érnege bir
protokol numarasi verildi.

3.2. Deneylerde kullanilan malzemeler

3.2.1. Kullanilan kimyasal maddeler
Nisasta: Hidrolize patates nisastasi. Sigma, S-5651.
Hidrojen Peroksit (H,O,): %35’lik, Merck, 8600.
Asetik Asit: %100 Glasiyel, Merck, 100056.
Borik Asit (HsBos): Minimum %99.5’luk. Sigma, B0252.
Sodyum Hidroksit (NaOH): Merck, 6462.
Benzidin (p,p’- diaminobiphenyl): Sigma, B-3503.

3.2.2. Kullanilan arag ve geregler
Tupler: 1cmx 10cm boyutlarinda, plastik kapaklli, steril cam tupler kullanild.
Mikropipet: 200ul'lik (Gilson P200) volimu ayarlanabilir mikropipetler kullaniidi.
Pipet uclari: 200ul hacimde pipet uglar kullanildi.
SantrifGj: Dakikada maksimum 5500 devir hizina ulagan, 12 tipe uygun baslikli,

zaman ve hiz ayar gostergesi bulunan santriftj kullanildi. (Hettich Universal
30F)

Filtre Kagitlan: Whattman No:3 filtre kagitlart 1cm x 0.3cm boyutlarinda
kesilerek bir kutu iginde saklandilar.

Cam Plaklar. Cam plaklar 3 mm kalinhiginda ve 19cm x 12.5cm boyutlarinda
kestirilerek hazirlatildi.

Plak Duzenegi: Pleksiglastan, 21.5 cm x 12.7 cm boyutlarinda, her iki dig
kenardan iceriye 1cm bosgluk birakilarak yaptinlan plak (Sekil 5), uzerinde jel
dokilmesi igin konulan cam plags kolay gikarabilmek amaciyla 1cm gapinda 2
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delik agtirildi. Ayrica plagin kenarinda kalan boslugu kapatarak jelin dékdimesini
6nlemek ve elektrik iletimini saglamak amaciyla 1cm x 3.5 cm boyutlarinda
stingerler hazirlandi.Bu stingerler plagin kenarindaki bosluklara sikigtirild.
Elektroforez Cihazi: Maxicell EC360M (Sekil 6)

Gug Kaynagi: Bio-Rad, Power PAC 3000. (Sekil 6)

Sekil 5. Plak diizenedi ve keskinin gériiniimii.
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Sekil 6. Elektroforez cihazi ve gii¢ kaynaginin gérinimdi.

3.3. Kullanilan Gozeltilerin Hazirlanmasi

3.3.1. Tampon Soliisyonlarinin Hazirlanmasi
Jel Tamponu: ( pH-11)
0.93 gr Borik asit (H;Bos)
0.67 gr Sodyum Hidroksit (NaOH)
karigtirilarak distile su ile 1 litreye tamamlandi.
Elektroforez Tamponu: ( pH-9.5)
9.3 gr Borik asit (HsBos)
1.2 gr Sodyum Hidroksit (NaOH)
karistirilarak distile su ile 1 litreye tamamland.
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karistirilarak distile su ile 1 litreye tamamlandi.

3.3.2. Boya Soliisyonunun Hazirlanmasi

Spatul ucuyla alinan benzidin 10 ml asetik asitte (CHsCOOH) ¢bzduraldu.
Uzerine %35'lik hidrojen Peroksit'ten (H,0,) 5 damla ilave edildi.

3.4. Galigma Orneklerinin Hazirlanmasi

3.4.1. Serumlann Hazirlanmasi

Gonulli 100 saglikli vericiden Ser cc vendz kan 6megi  sitratli taplerin
icine alindi. Kan o6rnekleri 3000 rpm'de 10 dakika santrifij edilerek serum
kisminin ayrilmasi saglandi. Serum bir enjektér yardimiyla alinarak baska

tuplere aktarildi. Omek serumlar deneyler yapilana kadar +4° C'de korundu.

3.4.2. Hemoglobin Soliisyonunun Hazirlanmasi

A, B, AB ve O kan gruplarina sahip kisilerden sitratli tiplere 2’er cc kan
alindi. Her bir tptn igine 2 cc serum fizyolojik ilave edilip karistirilarak 3000
rpm'de 3 dakika santrifij edildi. Bu islem 8 kez tekrar edilerek eritrositler
yikandi. Daha sonra tam gruplar 1:1:1:1 oraninda bagka bir tipe alinarak
karistinldi. Bu karigima 1:4 oraninda distile su ilave edilerek kapakli bir tup
icinde -20° C'de dondurularak saklandi.

3.4.3. Orneklerin Hazirlanmasi
Ug damla serum + bir damla hemoglobin solisyonu steril bir tap iginde
karistirildi.

3.5. Jelin Hazirlanmasi

150 ml jel tamponu 150 ml distile su ile karistirildi. Bu karigimdan bir
erlen igine 100 ml konulup, Uzerine 32 gr hidrolize nigasta karigtirilarak eritildi.
Kalan 200 ml bir erlen iginde kaynatildi. Kaynamaya baslayinca Uzerine nisasta
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cozeltisi ilave edilerek 5-6 dakika sure ile kanstirildi. Pisen jel, diz bir zemin
uzerine hazirlanan plagin igine yerlestirilen cam plagin Gzerine dokdlda. Oda
sicakliginda 20 dakika bekletip soduttuktan sonra buzdolabina (+4° C) konularak
20-30 dakika daha bekletildi.

3.6. Orneklerin Jele Aplikasyonu

Nisasta jeli buzdolabindan gikartildiktan sonra plak tzerinde 3.5 cm
araliklarla 5 ayri aplikasyon noktasi isaretlendi. Jel Gzerine 1.7 cm araliklarla
bistiri yardimiyla dikey oluklar agildi. Oluklar agilirken jele yapigmasini énlemek
amaciyla bistiiri distile su ile islatildi. Omekler filtre kagitlarina emdirilerek, bu

filtre kagitlan jel iizerinde agilan noktalarin igine bir pens yardimiyla yerlestirildi.

3.7. Elektroforez Kosullar

Akim : 40 mA
Gerilim: 120 V
Gug :5W

Isi 144°C

Sure : 2,5 saat

3.8. Elektroforezin Yapiligi

Elektroforez tankinin kenarindaki bosluklara elekiroforez tamponu
konuldu. Plak duzenedi tank koprusunin Uzerine duzgin bir sekilde
yerlestirilerek kapagi kapatildi. Elektroforez cihazi buzdolabina konuldu. Gug
kaynagi buzdolabi yakinina yerlestirilerek 120V, 40mA ve 5W olarak ayarlandi.
Elektroforez cihazi galistinidiktan 30 dakika sonra jel tzerine yerlestirilen filtre
ka@itlari gikartildi. 2 saat daha elektroforez islemine devam edildi. Haptoglobin
bantlarinin katottan anoda dogru yuradugua géruldd. ki saatin sonunda
elektroforez cihazi kapatildi. Plak diizenegi elektroforez cihazindan gikarilarak,
Uzerinde jel bulunan cam plak duz bir zemin (zerine yerlestirildi. Jel bir keski
yardimiyla enine, elektroforez yariime yéntne paralel olarak kesildi. Ustte kalan
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jel pargasi da bagka bir cam plak Uzerine alindi. Asetik asit + benzidin + H,O,
karigimi boya pamuklu bir gubuk yardimi ile her iki jel tzerinde bantlar olusana

kadar sdrulda. Bantlar olustuktan sonra sonuglar kaydedilerek fotograflari

cekildi.

23



4. BULGULAR

100 kisiden alinan kan érneklerinde nisasta jel elektroforezi ile saptanan

haptoglobin fenotipleri Cizelge 3'de gosterilmistir.
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Gizelge 3. 100 kiside nigasta jel elektroforezi ile saptanan Hp fenotipleri.

Prot. No Fenotip Prot. No Fenotip
98/1 Hp 2-2 98/51 Hp 2-2
98/2 Hp 2-1 98/52 Hp 2-2
98/3 Hp 2-2 98/53 Hp 2-1
98/4 Hp 2-1 98/54 Hp 1-1
98/5 Hp 2-2 98/55 Hp 2-2
98/6 Hp 2-1 98/56 Hp 2-2
9817 Hp 2-2 98/57 Hp 2-2
98/8 Hp 2-2 98/58 Hp 2-1
98/9 Hp 2-2 98/59 Hp 2-2
98/10 Hp 2-2 98/60 Hp 2-1
98/11 Hp 2-1 98/61 Hp 2-1
98/12 Hp 1-1 98/62 Hp 1-1
98/13 Hp 2-2 98/63 Hp 2-1
98/14 Hp 2-1 98/64 Hp 2-2
98/15 _Hp22 98/65 Hp 2-2
98/16 " Hp 11 98/66 Hp 2-2
98/17 Hp 2-2 98/67 Hp 2-2
98/18 Hp 2-2 98/68 Hp 2-2
98/19 Hp 2-2 98/69 Hp 2-2
98/20 Hp 2-2 98/70 Hp 2-1
98/21 Hp 2-1 98/71 Hp 2-2
98/22 Hp 2-1 98/72 Hp 2-2
98/23 Hp 2-2 98/73 Hp 2-2
98/24 Hp 1-1 98/74 Hp 2-1
98/25 Hp 2-2 98/75 Hp 2-1
98/26 Hp 2-2 98/76 Hp 2-1
98/27 Hp 1-1 98/77 Hp 2-2
98/28 Hp 2-1 98/78 Hp 2-1
98/29 Hp 1-1 98/79 Hp 2-2
98/30 Hp 2-2 98/80 Hp 2-2
98/31 Hp 1-1 98/81 Hp 2-2
98/32 Hp 2-2 98/82 Hp 2-1
98/33 Hp 2-1 98/83 Hp 1-1
98/34 Hp 2-2 98/84 Hp 2-2
98/35 Hp 2-2 98/85 Hp 2-1
98/36 Hp 2-1 98/86 Hp 2-2
98/37 Hp 2-1 98/87 Hp 1-1
98/38 Hp 2-1 98/88 Hp 2-1
98/39 Hp 2-1 98/89 Hp 2-2
98/40 Hp 2-1 98/90 Hp 2-2
98/41 Hp 2-2 98/91 Hp 2-1
98/42 Hp 2-2 98/92 Hp 2-1
98/43 Hp 2-1 98/93 Hp 2-2
98/44 Hp 2-1 98/94 Hp 2-2
98/45 Hp 2-1 98/95 Hp 2-2
98/46 Hp 1-1 98/96 Hp 2-2
98/47 Hp 2-1 98/97 Hp 2-2
98/48 Hp 2-2 98/98 Hp 2-1
98/49 Hp 2-2 98/99 Hp 2-1
98/50 Hp 2-1 98/100 Hp 2-2
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100 kan érnedinde nisasta jel elektroforezi ile haptoglobin tiplendirilmesi
yapildi. Sekil 7'de haptoglobin bantlari gorulmektedir.

Sekil 7. Haptoglobin bantlarinin goriiniimii. 14 ve 18.sira Hp1-1; 2,3,9,1 0,13,16,19. Siralar Hp2-
G 1,4,56,7,8,11,12,15,18.20. Siralar Hp2-2 bantlarini gostermektedir.

Cizelge 4'de 100 kigide saptanan haptoglobin  fenotip dagihimi
gosterilmistir.
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Gizelge 4. 100 kiside saptanan Hp fenotip dagilimi.

Haptoglobin Tipleri Kisi Sayisi
11
Hp 1-1
Hp 2-1 36
Hp 2-2 53
Toplam 100

4.1. Kullanilan istatistiksel Yontemler®
Hp1-1= 11 kisi
Hp2-1= 36 kisi
Hp2-2= 53 kisi
Toplam 100 kisi

p(1)= (11x2)+36 =0.29

200
a(2)= (53x2)+36 = 0.71
200
Genotip _Fenotip _ _BeKlenensiklik
19 1 (0.29)*= 0.0841x100= 8.41
2-1 24 2 % (0.29)x (0.71)= 0.4118x100= 41.
2-2 2 (0.71) 2= 0.5041x100= 50.41

p’+ 2pq+ q’= 1
(0.29)% + 2 (0.29x 0.71)+ (0.71) *=1
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x’= (Gozlenen-Beklenen sikiik)?

Beklenen siklik

x2= (11- 8.41)% + (36- 41.18) 2 + (53-50.4) 2

8.41 4118 50.4
x2 = 0.7976 + 0.652 + 0.134
x?=1.58

Serbestlik Derecesi (Degrees of Freedom (df))= 1
%* tablosunda 1 dfde 0.05'teki deger 3.841



5. TARTISMA

Bazi genetik belirleyici sistemler polimorfik ézellikler gésterirler, bunlarn
gbzlenebilir formlart  fenotip  olarak adlandinimaktadir.  Fenotiplerin
identifikasyonu adli bilimlerde, delil olarak kullanilan biolojik stvilarin veya sug
islenen alanda ve kigiler arasindaki genetik iligkinin belirlenmesinde 6nemlidir.
Bu igaretleyicilerin analizi bilinen ornekler ve bilinmeyen kaynaklar arasinda
karsilastirma yapiimasini saglar.

Bu amaglarla gunimuizde eritrositlerdeki kan grubu antijenleri,
eritrositlerin ve serumun genetik kontrollti polimorfik enzim ve proteinleri, I6kosit
antijenleri ve DNA analizleri rutin gahsmalarda kullaniimaktadir. Paternite
calismalarinda, leke ve doku artiklarinin kimliklendirilmesinde sonuglanin hata
payi ve olasilik yuzdelerini hesaplamak i¢in bu amagla kullantlan parametrelerin
o toplumda géralme sikhidinin populasyon galigmalari ile ortaya konmus olmasi
gerektigi belirtilmistir.

Adli inceleme laboratuvarlarinin bir gogunda uygulama ¢ adimhidir:

- Uygun izleri bulma ve identifikasyon
- Bu izlerin karakterizasyonu
- Kontrol émekleri ile karsilastirma yaparak kaynak orjinini bulma.

Bazen olayin faili ile magduruna ait kan ve diger vicut sivilar birbirlerine
bulagsmaktadir ve lekelerin karakterizasyonu kanit agisindan 6nemlidir. Birkag
haftalik veya birkag aylik kuru lekeler gogunlukla diger vacut sivilan ile veya
pas, camur gibi baska materyallerle karigtinlabilmektedirler. Bu nedenle
elektroforetik teknikler vicut sivilari analizinde 6nemli bir rol oynamaktadir.

Haptoglobin tiplendirmesi birgok laboratuvarda, genetiksel aile
calismalarinda, adli amagh analizlerde ve paternite aragtirmalarinda rutin olarak
kullaniimaktadir. Haptoglobin tiplendirmesinde kullanilan ydntemler Hp
zincirlerindeki izoelektrik farkhiliklarin tiplendiriimelerinde kullanilamamaktadir.

Bu yéntemlerle sadece Hpa zinciri degil, HpB zinciri de boyanmaktadir. Smithies
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et al. 1962'de HpalS, HpalF, Hpa2SS, Hpa2FS ve Hpoa2FF subtiplerini
tanimlamiglardir. 1981'de Olaisen et al. izoelektrik fokuslama (IEF) ile Hp
subtiplerini ve Hp zincirini karakterize ederek izoelektrik noktalarini ve molekuler
~ a@hklanm rapor etmislerdir. Shindo tavsanlarda spesifik anti Hpa zinciri
kullanarak calisma yapmuis, |[EF'den sonra immunoblotlama metodunu
kullanmigtir. Aragtl'rmacular Japon popilasyonunda Hpa subtipleri ve allel
frekanslarini bu yontemle saptayarak rapor etmiglerdir.5%

Mastana and Fisher Ingiltere’'de yaptiklar bir galismada paternite
tayininde supheli babayr reddetme oranini konvansiyonel nisasta jel
elektroforezi ile %18, IEF ile %28-36 olarak belirtmiglerdir.*®

Nigasta jel elektroforezi yillarca Hp fenotiplendirmesi igin tek ortam olarak
kullanilmistir. GGnimuazde ise poliakrilamid jel, seltloz asetat, akrilamid gibi
elektroforez ortamlar kullanilmaktadir. Bu elektroforezlerde Hp bantlarini
géruntilemek igin bir ¢ok boya kullanildi§i belirtiimektedir. Bu boyalar;
diaminobenzidin, benzidin, benzidin DiHCI, tetrametilbenzidin, floresin asetat,
2, 7'-diklorofloresin asetat, o-tolidin ve o-dianizidindir.*®

Bizim calismamizda nisasta jel elektroforezi yaparken, jel kivaminin
ayarlanmasi sirasinda ve elektroforez esnasinda elektrik iletimi ile ilgili sorunlar
yagadik. Nisasta miktarlarinda ve ateste birakma sirelerinde degisiklikier
yapilarak jel kivami ayarlandi. Ayrica elektroforez esnasinda plak dizeneginin
kenarina yerlestirilen stngerier yardimiyla akim ile ilgili sorunlar ¢dzlUlmeye
gahgildi. Bu deneyler esnasinda nisasta jel elektroforezinin deneyim ve fazla
zaman (3 saat) gerektirmesi gibi dezavantajlarin oldudu gérulda. Ayrica nisasta
jel elektroforezi taze serum 6mekleri ile galigmayi gerektirmektedir. Fakat bu
ybntem az miktarda serum 6megi ile sonug alinabilmesi, jelde olugan bantlarin
fotograflanabilmesi ve difer yontemlere gére daha ekonomik olmasi yonayle
degerlendirildiginde, rutin tarama testlerinde tercih edilmesi gerektigi
dusunuimektedir.
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Cizelge 5'de ¢esitli popalasyonlarda ¢alisilmig olan Hp fenotiplerine ait
gen frekanslan kargilagtinimistir. Bu ¢izelgede de goéruldugu gibi Hp*1 gen
frekansi en dusuk 0.1770 ile Hindistan poptlasyonunda, en yuksek 0.5515 ile
Amerikali zencilerde gézlenmistir. Hp*2 ise en dugik deder 0.4484 ile Amerikali
zencilerde, en yiksek ise 0.8230 ile Hindistan populasyonunda

gozlenmektedir. %%

Gizelge 5 . Cesitli popiilasyonlara ait Hp gen frekanslan. *'%
Popiilasyon Hp*1 Hp*2
Amerika (Beyazlar) . 0.3851 0.6149
Amerika (Zenciler) 0.5515 0.4484
Hindistan 0.1770 0.8230
Ispanya 0.3801 0.6199
Japonya 0.2605 0.7394
Kuzey Almanya 0.3506 0.6494
Macaristan 0.349 0.651
Misir 0.2123 0.7876
Tirkiye 0.265 0.735
Yunanistan 0.3395 0.6604

Turk populasyonunda Hp tiplerinin dagilimi ile ilgili ilk cahisma Erdem ve
ark tarafindan yapilmig, fakat bu galismada Hardy-Weinberg Esitli§i (HWE) ile
uyumsuziuk bulunmustur. Erdem ve Aksoy tarafindan 1975 yilinda tekrarlanan
calismada Hp*1 gen frekansi 0.265, Hp*2 gen frekansi ise 0.735 olarak
saptanmistir. Arastirmacilar bu calismalarinda 200 kigilik bir populasyonda
akrilamid jel elektroforezi ile Hp tiplendirmesi yapmlslardlr.gg
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Cukurova yéresine ait haptoglobin gen frekanslarini saptamak ve C.U.
Tip Fakultesi Adli Tip Anabilim Dali Adli Seroloji Laboratuvarinda yapilacak rutin
uygulamalarda kullanmak igin istatistiksel bir bilgi elde etmek amaciyla yapilan
bu g¢alismada, Hp*1 gen frekansi 0.29, Hp*2 gen frekans! ise 0.71 olarak
bulunmustur. Calismamizda elde ettidimiz sonuglan cizelge 5'teki dider
populasyonlara ait sonuglarla karsilagtirdigimizda ise Asyalilara yakin
sonuglarnn ortaya ¢iktig1 géralmektedir.

Birgok populasyonda fenotipleri ve subtipleri saptanan haptoglobine olan
ilgi, polimorfik 6zelli§i, lekelerde stabil kalmasi, fenotiplerinin kolaylikia
gosterilmesi nedeniyle artmaktadir. Yapilan bitin bu ¢aligmalar paternite
aragtirmalaninda, adli amacgh kimliklendirmede ve populasyon galismalarinda
oldukga sik kullaniidi§: belirtilen haptoglobinin 6nemli bir genetik belirteg
oldugunu gdstermistir.
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6. SONUCLAR VE ONERILER

1- Bu cgaligmada Qukurova ydresinde haptoglobin gen frekanstarini
saptamak amaciyla nisasta jel elektroforezi ile haptoglobin tiplendirmesi
yapilmigtir.

2- 100 kisiden alinan kan émekleri ile yapilan bu galismada 11 kigide
Hp1-1, 36 kiside Hp2-1, 53 kiside Hp2-2 fenotipleri saptanmigtir.

3- Calismada elde edilen veriler ile HWE kullanilarak gen frekanslari
hesaplanmistir (Cizelge 6). Gen frekanslar Hp*1= 0.29, Hp*2= 0.71 olarak
bulunmustur. Elde ettigimiz sonuglar HWE ile uyumlu bulunmustur.

Gizelge 6. 100 kiside saptanan haptoglobin fenotip ve gen frekans dadilimi.

Goézlenen Beklenen Gen Frekansi
Hp1-1 11 8.41 Hp*1=0.29
Hp2-1 36 41.18 Hp*2=0.71
Hp2-2 53 50.41 v2=1.58

4- |statistiksel olarak anlamli bulunan bu sonuglar C.U.Tip Fakuiltesi Adli
Tip Anabilim Dali Seroloji laboratuvarinda kimliklendirme ve paternite tayini igin
kullanilmak Gzere veri tabani olusturacaktir.
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