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HBF VEYA HBA> ANORMALLIGIi OLAN BIREYLERDE KRUPPEL-LIKE
FACTOR 1 VE HEMOGLOBIN SUBUNIT DELTA GENLERINDEKI
MUTASYONLARIN GENOTIP-FENOTIP iLiSKiSININ INCELENMESI
OZET

GIiRIS ve AMAG: Hemoglobinopatiler; hemoglobin proteininin biyokimyasal
yapisini olusturan globin zincirlerinden herhangi birisinin yapisinin ya da
sentezinin  bozuldugu, tek gen hastaliklarinin en sik gorulenidir.

Hemoglobinopatilerden birisi olan B-talasemi; B-globin zincir sentezinin yetersiz

ya da olmamasi ile karakterize, Turkiye'nin de igerisinde bulundugu Akdeniz
ulkelerinde sik gorulen 6nemli bir halk sagligi sorunudur. Dolayisiyla talasemi
prevalansinin yuksek oldugu bolgelerde talasemi Onleme programiarinin
yurutulmesi oldukga onemlidir. Talasemi taramasinda gunumuzde ilk basamak
yaklagim; olgularin tam kan sayimi analizlerinin yapilmasi, hematolojik
parametrelerinde anormallik saptananlarin (6rnegin; hipokromi, mikrositik anemi,
eritrositoz gibi) ise takiben otomatize HPLC ya da kapiller elektroforez cihazi ile

hemoglobin fraksiyonlarinin analiz edilmesinden olusur.

Talasemi tasiyiciligi tespitinde hemoglobin elektroforezinin yeri ok 6nemili
olmakla birlikte pek c¢ok Klinik durumda ol¢ilen HbF ve HbA:2 seviyelerinin
degisiklik gosterdigi ve mevcut klinik durumla bu hemoglobin fraksiyon
seviyelerinin uyumsuz oldugu rapor edilmistir. HbAz seviyesini distren bu klinik
sebeplerden bir tanesi de 6-globin (HBD) gen dedisiklikleridir. HBD genindeki
mutasyonlarin herhangi bir klinik sikayet ya da hematolojik bulgu olusturdugu

bildirilmemistir; ancak HbA:z seviyesini diglrerek B-talasemi tasiyicilarinda yanls
tanilara sebep olabilmektedir. Ayrica demir eksikligi anemisi ya da a-talasemi

tasiyicihgr gibi dusuk HbA:2 seviyesine neden olan durumlarin yaninda HBD

genindeki mutasyonlarin da sorumlu oldugu bilinmektedir.

HbF ve HbA: seviyeleri Uzerine etkisi olan genlerden bir digeri de Kruppel-
like factor 1 (KLF1) genidir. KLF1 genindeki mutasyonlarin persiste HbF



yUksekligi ya da B-talasemi mindr fenotipinden sorumlu oldugunu bildiren
calismalar mevcuttur. Ozellikle borderline seviyede HbA: yiiksekligi olan
bireylerde HBB geni intakt ise mutlaka KLF1 geninin analiz edilmesi

onerilmektedir.

Mevcut arastirmada, HPLC sonrasi HbF yuksekligi ya da HbA2 seviyesi
anormalligi bulunan olgularda KLF1 ya da HBD genlerinin olasi bir rolinin olup

olmadiginin ortaya konmasi amaglanmistir.

GEREG ve YONTEM: Arastirma Mart 2013-Adustos 2018 yillari arasi Canakkale
Onsekiz Mart Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Genetik Tani ve Tedavi
Merkezine HBB geni analizi i¢in basvurmus toplam 100 kisi ile yurGtGimastar.
Olgu grubu 20'ser kisiden olugan dort alt gruba ayriimigtir; HPLC ile yapilan
hemoglobin elektroforezinde yalnizca HbF ylksekligi saptananlar Grup A,
yalnizca borderline HbA:2 ylksekligi saptananlar Grup B, yalnizca borderline
seviyesi Uzerinde HbA:2 yuksekligi saptananlar Grup C ve yalnizca HbA:2
dusuklagu saptananlar Grup D olarak tanimlanmigtir Arastirmada kontol grubu
olarak kendisinde ve/veya birinci derece akrabalarinda talasemi dykisu olmayan
saglikli toplam 20 kigiye ait laboratuarimizda mevcut olan DNA ornekleri
kullaniimistir. Arastirmaya dabhil edilen olgu ve kontrol bireylerine ait toplam 100
adet DNA 6rnegi kullanilarak hedef KLF1 ve HBD genleri analiz edilmis ve
kargilastiriimistir. Bunun igin, hedef her bir gen icin spesifik primer cifti
kullanilarak PCR drtnleri gcagaltiimis ve bu urlnler sanger dizi analizi ydntemiyle
dizilenerek mutasyon analizleri yapilmigtir. Genlere ait elde edilen baz profilleri

yardimci software programlar yardimiyla degerlendirilmistir.

BULGULAR: Aragtirma sonunda elde edilen veriler KLF1 geni agisindan
degerlendirildiginde; ¢aligilan olgu grubu bireylerin 43’Gnde (%53,75; n=80) KLF1
geninde mutasyon saptanirken (4 olguda KLF1 geninde iki mutasyon birlikte
saptanmigtir), 37’sinin (%46,25) normal yapida olduklari ortaya konmustur. Olgu
grubunda saptanan bes farkli nokta mutasyon sirasiyla 41 kiside S102P
mutasyonu (36'si heterozigot, 5'i homozigot), bir olguda M39L heterozigot



mutasyonu, bir olguda P109S heterozigot mutasyonu, U¢ olguda F182L
heterozigot mutasyonu ve bir olguda R268L heterozigot mutasyonudur. Kontrol
grubunda alti kiside S102P heterozigot mutasyonu (%30; n=20) ve bir kiside
P109S heterozigot mutasyonu (%5) saptanmistir. Arastirma sonunda elde edilen
veriler HBD geni acisindan degerlendirildiginde; Olgu grubunda 19 olguda
(%23,75; n=80) dort farkli varyasyon tespit edilmig; bunlarin Ggl daha 6nce
literatrde tanimlanmistir [(12 olguda (%15; n=80) HbA2-Yialousa, bes olguda
(%6,25) HbA2-Bornova ve bir olguda (%1,25) HbA2-Yokoshima)]. Arastirmamiz
kapsaminda galigilan olgulardan sadece birisinde saptanan "Delta 10(A7) Ala--
>Val; HBD:c.32C>T" nokta mutasyonu ilk kez bu arastirmada tanimlanmistir.

HBD geninde mutasyon sadece Grup D olgu grubunda saptanmistir.

TARTISMA ve SONUGC: B-talasemi tasiyiciligi nedeniyle tanisal yiukselmesi
beklenen HbA:z seviyesi; 6-talasemi nedeniyle normal sinirlara inebilmekte ve bu
bireylerin B-talasemi tasiyicisi oldugu bilenen baska bir bireyle evliligi sonrasi B-
talasemi majorlu ¢ocuklari dogabilmektedir. Normal HbA2 piki nedeniyle géz ardi
edilen; ileri degerlendirmeye yonlendiriimeyen bireylerin 6B-talasemi olabilecegi
unutulmamalidir. Hb elektroforez sonucu normal sinirlarda olsa bile B-talasemi
tasiyicihigi saptanmis bireylerin partnerleri mutlaka DNA analiz yontemleri ile B-
talasemi tasiyiciligi agisindan degerlendiriimelidir ve eslik edebilecek &6-talasemi

acisindan mutlaka HBD geni genotiplendirmesi akilda tutulmalidir. Nitekim sinirli
sayida olgunun dahil edildi§i mevcut arastirma sonucuna goére elektroforez
profilleri anormal olan sipheli olgularda ¢aligilan iki gen agisindan kayda deger
oranda nokta mutasyonlarin eslik ettigi ortaya konmustur. Mevcut arastirmada
olgularin %53,75'inde KLF1 geninde ve %23,75’'inde HBD genininde mutasyon
saptanmigtir. Bulgularimiz literatlrdeki diger arastirma sonuglari ile benzerlik

gOstermektedir.
Borderline seviyede HbA:2 seviyesine sahip olan kisiler de mutlaka ayrintili

olarak degerlendirilmelidir.  Nutrisyonel eksikliklerin, sessiz B-talasemi

mutasyonlarinin, B-talasemi tasiyicihdi ile 6-talasemi birlikteliginin, a-gen
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triplikasyonu/kuadriplikasyonunun yaninda KLF1 gen mutasyonlarinin da
borderline seviyede HbA2 seviyesine neden olabilecegi unutulmamalidir. MCV ve
MCH degerleri normal ya da hafif dislk olgularda goérulebilen HbF yuksekligi ya
da borderline seviyede HbA2 vyuksekligi KLF1 genindeki mutasyondan
kaynaklaniyor olabilir; ya da fenotipik olarak tipik talasemi mindr ile uyumlu
bulgulari olan ancak HBB geninin intakt olarak saptandigi olgularda mutlaka

KLF1 genotiplendirmesi de akilda tutulmaldir.

Mevcut arastirma sonucunda saptanan HBD:c.32C>T mutasyonu yeni bir
hemoglobin HbA2 varyanti olarak degerlendiriimis ve HbA2-Canakkale ismiyle
literature kazandirilmistir. Varyantin "HbVar" veritabanina eklenmesi ve ilgili
mutasyonun goruldigu tek nukleotid polimorfizminin (referans SNP) "rs"
numarasi almasi hedeflenmistir. Arastirmamiz ayrica, bilindigi kadariyla, HbA2-
Bornova varyantina sahip olgulardan olusmus bir serinin (n=5) sunuldugu ilk
calismadir. Yine arastirmamiz KLF1 geni mutasyonlari ile HbA:z seviyesi
arasindaki iligkiyi degerlendiren Turkiye'deki ilk calisma olmasi 6zelligini de

tasimaktadir.

Turkiye'de KLF1 ve HBD genleri ile ilgili caligmalar, bilindigi kadariyla,
oldukga azdir. Genotipik cesitlilik agisindan essiz bir yelpazeye sahip olan
ulkemizde bu genlerle ilgili bilgi ve tecribelerimiz arttikga literatiire daha 6nce
girmemis varyantlarin ve fenotipik etkilerinin ortaya konulmasinin da 6nu bu
sekilde acilmis olacaktir. Sonug olarak, hemoglobin elektroforez anormalliklerinin
molekuler etyolojik sebepleri arastirilirken KLF1 ve HBD gibi globin proteini
ureten ya da uretimi Uzerinde etkisi bulunan diger alternatif genlerin olasi
varyasyonlar agisindan genotiplendiriimesinin kesin tani agisindan énemli oldugu

onerilmigtir.

ANAHTAR KELIMELER: Borderline HbA: yiiksekligi, 5-talasemi, HBD, HbA>
dusuklugu, Hemoglobin elektroforezi, HPLC, KLF1.
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INVESTIGATION OF THE GENOTYPE-FENOTYPE RELATIONSHIP
BETWEEN THE MUTATIONS OF KRUPPEL-LIKE FACTOR 1 AND
HEMOGLOBIN SUBUNIT DELTA GENES IN PATIENTS WITH HBF OR HBA2
ABNORMALITIES

ABSTRACT

INTRODUCTION and AIM: Hemoglobinopathies are the most common single-
gene disorders, which the structure or synthesis of the any globin chains that
design the biochemical structure of hemoglobin protein is impaired. B-
thalassemia, one of the hemoglobinopathies, is characterized by inadequate or
lack of globin chain synthesis and poses a significant public health burden in
Turkey as being one of the Mediterranean countries. Thus, it is very substantial
to conduct thalassemia prevention programs in regions where the prevalence of
thalassemia is high. The first step approach in the screening of thalassemia
comprimises complete blood count analysis of the cases and then followed by
analysis of hemoglobin fractions with an automated HPLC or capillary
electrophoresis device for those with abnormalities in hematologic parameters

(e.g. hypochromia, microcytic anemia, erythrocytosis).

The role of hemoglobin electrophoresis in the detection of thalassemia
trait is very important but HbF and HbA: levels measured in many clinical
conditions have been reported to vary and these hemoglobin fraction levels are
incompatible with the current clinical condition. One of the clinical manifestations
that decrease HbA: level is 6-globin gene (HBD) mutations. Mutations in the HBD
gene have not been reported as having any clinical consequences or
hematological findings; but, it may lead to misdiagnose the B-thalassemia carriers
by decreasing HbA:2 levels. It is also known that mutations in the HBD gene are
also responsible for low levels of HbAz2, such as also due to iron deficiency anemia

or a-thalassemia trait.
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Another gene that affects HbF and HbA: levels is the Kruppel-like factor 1

(KLF1) gene. There are studies implicating that mutations in the KLF1 gene are
responsible for hereditary persistence HbF or B-thalassemia minor phenotype.

Especially in individuals with borderline HbAz levels, it is recommended to

analyze the KLF1 gene if HBB gene is intact.

In the present study, it was aimed to determine whether KLF1 or HBD
genes have a possible role in patients with HbF elevation or HbA:z level

abnormalities performed by HPLC.

MATERIALS and METHODS: The study was conducted between March 2013-
August 2018 with 100 subjects who were referred for the HBB gene analysis in
Canakkale Onsekiz Mart University Medical Faculty Hospital Genetic Diagnosis
and Treatment Center. The case group was divided into four sub-groups of 20
individuals. In hemoglobin electrophoresis performed by HPLC, only those with
high HbF levels were identified as Group A, only those with borderline HbAz levels
were defined as Group B, only those with HbA: levels above the borderline level
were identified as Group C and only those with low HbA: levels were identified
as Group D. DNA samples present in our laboratory belonging to 20 healthy
individuals who have and/or first degree relatives have no history of thalassemia
are used as control group for the study. A total of 100 DNA samples from patient
and control subjects recruited in the study were analyzed for target KLF1 and
HBD genes and compared. For this purpose, PCR products were used by using
specific primer pair for each gene and these products were sequenced by sanger
sequence analysis and mutation analyzes were performed. The base profiles

obtained from genes were evaluated with the help of analysis softwares.

RESULTS: The data obtained at the end of the study were evaluated in terms of
the KLF1 gene; mutations in the KLF1 gene were detected in 43 subjects (two
mutations both were detected in four cases) (53,75%; n=80) and 37 subjects
(46,25%) were found to be normal. As KLF1 gene mutations in the case groups,

five different point mutations were detected; S102P mutation in 41 subjects (36



heterozygous, 5 homozygous), M39L heterozygous mutation in one case, P109S
heterozygous mutation in one case, F182L heterozygous mutation in three cases,
and R268L heterozygous mutation in one case were found respectively. In control
group, S102P heterozygous mutation in six individuals (%30; n=20) and P109S
heterozygous mutation in one individual (%5) were detected. As HBD gene
mutations; four different variations were detected in 19 cases (%23,75; n=80).
Three of these were previously described in the literature (HbA2-Yialousa in 12
cases (%15; n=80), HbA2-Bornova in five cases (%6,25), and HbA2-Yokoshima
in one case (%1,25)). "Delta 10(A7) Ala-->Val; HBD:c.32C>T" mutation described
in only one of the cases was determined in this study for the first time. Mutations
in the HBD gene was found only in Group D.

DISCUSSION and CONCLUSION: The level of HbA2, which is expected to be
elevated due to B-thalassemia trait, may fall into normal limits because of
coexistence of &-thalassemia, and children with B-thalassemia major may be born
after a marriage with another person who is known to be a carrier of B-
thalassemia. It should be kept in mind that individuals who are ignored and are
not directed to the further evaluation due to normal HbA:z levels may have 6f3-
thalassemia. Even if the hemoglobin electrophoresis result is within normal limits,
partners of individuals known to be B-thalassemia trait should be necessarily
evaluated in terms of the carrier of B-thalassemia by DNA analysis methods and

should be noted HBD gene genotyping in case of 6-thalassemia coexistence. As
a matter of fact, according to the results of the current study, where a limited
number of patients were included, it was revealed that significant numbers of
point mutations observed in the two target genes with suspected cases of
abnormal electrophoresis profiles. In the present study, 53,75% of the subjects
had a mutation in the KLF1 gene and of 23.75% had in HBD gene. Our findings

are similar to those of other studies in the literature.

Individuals with borderline HbA2 levels should also be considered in detail.

It should be kept in mind that nutritional deficiencies, silent B-thalassemia



mutations, coexistence of [B-thalassemia trait and 6-thalassemia, a-gene

triplication/quadruplication as well as KLF1 gene mutations may cause borderline
HbA: levels. In cases having normal or slightly low MCV and MCH values with
high HbF or borderline HbA:2 level or in cases with phenotypic findings consistent
with thalassemia minor but in which HBB gene is detected intact may be caused

by mutations in the KLF1 gene.

The "HBD:c.32C>T" mutation detected as a result of the present study
is evaluated as a new hemoglobin HbA: variant and is introduced to the literature
under the name of HbA2-Canakkale. It is also aimed to be deposited to the
"HbVar" database and to get a new "rs number" of that single nucleotide
polymorphism (SNP). Our study is also, to the best of our knowledge, the first
study in which a series of cases with HbA2-Bornova (n=5) is presented. Our study
also bears the distinction of being the first study in Turkey by evaluating the

relationship between KLF1 gene mutations and HbA: levels.

Studies with KLF1 and HBD genes in Turkey, as far as is known, is quite
limited. As our knowledge and experience on these genes increase in our
country, which has a unique spectrum in terms of genotypic diversity, it will be
opened in such a way to reveal the new variants of these genes that have not
entered the literature before and their phenotypic effects. In conclusion, the
molecular etiology of hemoglobin electrophoresis abnormalities has been
suggested to be important in terms of definitive diagnosis of genotyping of
variants, such as in KLF1 and HBD genes which are essential in producing globin

proteins or controlling the process of globin synthesis.

KEY WORDS: Borderline HbA:z level, &-thalassemia, HBD, Hemoglobin
electrophoresis, HPLC, Low HbA: level, KLF1.
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KISALTMALAR ve SIMGELER

ANOVA Varyans Analizi (Analysis of variance)

be¢ Baz cifti

BCL11A B hicreli I6semi/lenfoma 11A (B-Cell CLL/Lymphoma 11A)
co Santigrat (Celsius)

CBC Tam kan sayimi (Complete blood count)

comu Canakkale Onsekiz Mart Universitesi

DMSO Dimetil sulfoksit

DNA Deoksiribo nikleik asit

ddNTP Dideoksi nukleotit trifosfat

dNTP Deoksi nukleotit trifosfat

EKLF Eritroid kruppel-like factor

EDTA Etilen diamin tetraasetik asit

ExXAC The Exome Aggregation Consortium

GWAS Genom boyu iliskilendirme ¢alismalari (Genome-wide

association study)

gnomAD The Genome Aggregation Database

g Gravite

Hgb, Hb Hemoglobin

HGMD® The Human Gene Mutation Database

HPLC Yuksek performansli/basingli sivi kromatografisi (High-

performance/pressure liquid chromatography)

HBALl Hemoglobin alfa lokus-1
HBA2 Hemoglobin alfa lokus-2
HBB Hemoglobin subunit beta
HBD Hemoglobin subunit delta
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HBE1
HBG1
HBG2
HBZ

In(Lu)

KLF1

kb

LCR
Maks
MCV
MCH
MgCl2
Min

nm

p degeri
PCR

pH
Polyphen-2
RBC
RNA
TBE
SIFT
SNP
SPSS

Ss

Hemoglobin subunit epsilon-1
Hemoglobin subunit gama-1
Hemoglobin subunit gama-2

Hemoglobin zeta lokus

Lutheran kan grubu sisteminde "lutheran inhibitor kan grubu”
fenotipi (The Lutheran inhibitor blood group phenotype)
Kruppel-like factor 1

Kilobaz

Lokus kontrol bolgesi (Locus control region)

Maksimum

Ortalama eritrosit hacmi (Mean corpuscular volume)
Ortalama eritrosit hemoglobini (Mean corpuscular hemoglobin)

Magnezyum klorur

Minimum

Nanometre

Olasilik deg@eri (Probability value)

Polimeraz zincir reaksiyonu (Polymerase chain reaction)
Hidrojen potansiyeli (Potential of hydrogen)

Polymorphism phenotyping v2

Kirmizi kan hucresi (Red blood cell)

Ribo nukleik asit

Tris/Borat/EDTA

Sorting Intolerant From Tolerant

Tek nukleotid polimorfizmi (Single nucleotide polymorphism)
Statistical Package for the Social Sciences

Standart sapma
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TDBK
Tm

uiBC

UTR
Vv
ZBTB7A

ZPP

Total demir baglama kapasitesi

Erime sicakhdi (Melting temperature)

Doymamis demir baglama kapasitesi (Unsaturated Iron
Binding Capacity)

Translasyon olmayan bdlge (Untranslated region)
Voltage, Volt

Zinc Finger and BTB Domain-Containing Protein 7A

Cinko protoporfirin (Zinc protoporphyrin)
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1.GIRIS ve AMAG

Elektroforez; elektro+forez (migrasyon, gég) kelime kdoklerinden olusmus
"elektriksel ortamda hareket" yonteminin adidir. DNA, RNA, protein ve
karbonhidrat gibi yukli molekullerin; buyukluk, sekil ve topolojik 6zelliklerine gore

birbirlerinden elektriksel ortamda ayrilmalarini saglar.

Elektroforez; ¢6zinmus halde bulunan molekillerin, elektrik yUklerinin
molekuler agirliklarina oraniyla belirlenen hizlarda, elektriksel alanda go¢
etmeleri prensibine dayanmaktadir. Calisilacak 6rnek destek ortamlarina
konarak [sellloz, jel (agaroz, poliakrilamid)] belirli bir stre elektriksel ortamda
yurutulur. Destek ortamlari molekduller igin elek gorevi yapan porlu materyallerdir.
Molekuler agirhgi fazla olanlar az olanlara gére, hacimce blylk molekuller
porlardan hacimce kuguk molekulllere gore daha yavas gecgerler. Buna gore
hacimce buyuk-molekller agirhgr fazla olan molekuller kuyucuklara yakin
yerlerde kalirken; kuglUkler daha uzakta yerlesir. Elektriksel hareket katottan
(negatif elektrot) anoda (pozitif elektrot) dogru oldugu icin yine pozitif yuklG

olanlar, negatif yuklU olanlara gore daha geride kalmaktadirlar.

Hemoglobin; amfoterik yapida bir proteindir. iginde bulundugu c¢dzeltinin
pH'sina bagli olarak pozitif ya da negatif yuklenebilir. Hemoglobinopatilerin
tespitinde kullanilan yéntemlerden birisi de "hemoglobin elektroforezi"dir. Sellloz
asetat ile Hb elektroforezi (pH:8,2-8,6), sitrat agar veya asidik agaroz jel ile Hb
elektroforezi  (pH:6,0-6,2), izoelektrik odaklama (elektrofokus), yuksek
basincli/yuksek performansli sivi kromatografisi (HPLC, high-performance liquid
chromatography), kapiller zon elektroforezi gibi hemoglobin elektroforez
yontemleri mevcuttur. insanda normal hemoglobin elektroforez degerleri Tablo

1.1’de verilmistir.



Tablo 1.1. Hemoglobin fraksiyonlarinin seviyeleri. A) Yetiskinlerde hemoglobin

normal seviyeleri. B) HbF'nin normal seviyeleri.

A . -
) Hemoglobin Fraksiyonlari
HbA : %95-98,
HbA2 : %2-3,
HbF : <%?2 (1-3).
B)

HbF Normal Seviyeleri
Yenidogan : %50-80,
1-6ayarasi : %8,
6 aydan buyukler : %1-2.

HBD (Hemoglobin subunit delta) geni; 11. kromozomun kisa kolunda
(11p15.4) yerlesmis bes B-globin aile Uyesi genden birisidir. HbA2 yapisini
olusturan 6-globin zincirinin sentezinden sorumludur. B-globin genleri kiimesi;
kromozom  Uzerinde ontogenik ekspresyon paternlerine goére 5'-
epsilon(g)(HBE1)-Ggamma(®y)(HBG2)-Agamma(*y)(HBG1)-delta(6)(HBD)-
beta(B)(HBB)-3' seklinde konumlanmistir (HBE1: Hemoglobin subunit epsilon-1,

HBG2: Hemoglobin subunit gama-2, HBG1: Hemoglobin subunit gama-1, HBB:
Hemoglobin subunit beta) (Sekil 1.1) (4).

G
LCR € Y Ny ou o P B-globin locus
/—Em—— e o——— ' (11
HBE1 ~ HBG2 HBG1 HBD  HBB
Embryonic  Fetal Adult

Sekil 1.1. Ontogenik ekspresyon paternine gére 11. kromozomda yerlesmis B-

globin genleri kiimesi-Wienert ve ark. (5)'ndan alinmigtir.



HBD geni U¢ ekzondan olusmaktadir (Sekil 1.2). Gendeki mutasyonlarin
tek baslarina herhangi bir klinik sikayet ya da hematolojik bulgu olusturdugu
bildiriimemistir (6-14); ancak talasemi tasiyicilarinda HbA:2 seviyelerinde
degisiklie sebep olarak bireylerin normal olarak degerlendiriimeleri ya da
herhangi bir klinik sikayeti olmayanlarin yanhs tani almalari gibi bireylerin
istenmeyen klinik yaklagimlara maruz kalmalarina neden olabilmektedir (15)

HBD geninde bugline kadar 120'nin Gzerinde varyant tanimlanmistir (16)
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Sekil 1.2. Insan &-globin geninin tim nakleotit sekansi-Spritz ve ark. (17)'ndan

alinmistir. Kirmizi kutucuklar HBD geninin kodlanan bdlgesini gostermektedir

Yetiskin kaninda HbF ekspresyonu; kandaki total hicrelerin %2'sinden
azini olusturan ve "F" hucreleri denilen kan hucrelerince saglanmaktadir. Bunun

yaninda HbA:z sentezi ise panselilerdir. Dolayisiyla y-globin geni ¢odu eritroid

hicrede inaktif kromatin konfiglirasyonunda bulunurken; 6-globin geni aktif



kromatin yapisindadir ve dusik seviyelerde sentezlense bile tim eritroid

hicrelerde transkribe olabilmektedir (1).

HbA:2 sentezinin HbA'ya kiyasla daha az seviyede olmasinin;

e [-globin geninin promoter bolgesinde bulunan ve 'KLF1'
transkripsiyon faktorunun baglanma alani olan "CCACACCCT"
yapisinin (motifinin) 6-globin geninde mutasyona ugramasi (Sekil
1.3),

e [-globin geninin promoter bodlgesinde bulunan ve 'CPI
molekllinin baglanma noktasi olan "CCAAT" motifinin &-globin
geninde "CCAAC" seklinde olmasi (Sekil 1.3),

e B-globin geninin IVS-lIl ve 3' downstream bolgesinde bulunan
enhancer aktivitelerin 6-globin geninde bulunmamasi ve

e 06-globin mRNA'larinin anstabil olmalari gibi faktérlerin sorumlu

oldugu séylenmektedir (2,13,18-24).
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Sekil 1.3. B- ve 6-globin genlerinin promoter bdlgelerinin karsilastirilmasi-Tang
ve ark. (18)'ndan alinmistir. Yesil kutucuklar her iki genin baslangi¢ kodonunu,
mRNA'larinin 5" baglik eklenme alanini, TATA kutucugu varyantini, KLF1
transkripsiyon faktérinin B-globin genindeki baglanma alanini, &-globin geni
proksimal GATA-1 baglanma alanini ve CCAAT/CCAAC motiflerini

gOstermektedir.



HbA:2 proteininin ayni HbF gibi deoksi-HbS polimerizasyonunu oraklagma
karsiti ajan (anti-sickling agent) gibi davranarak Onledigi gosterilmistir (25).
Dolayisiyla teorik olarak HBD geninin in-vivo aktivasyonunun saglanmasi

talasemik vakalar igin yeni terapdtik yaklasimlar arasinda sayilmaktadir (1).

Kruppel-like faktorler; 17 Uyesi olan, DNA’ya baglanan transkripsiyonel
regulatuarlardir (Sekil 1.4). Temel hucre faaliyetlerinin kontrolinde (proliferasyon,
diferansiasyon ve migrasyon) goérev yapmaktadirlar. Son zamanlarda kok
hicrelerin kendini yenilemesi ve pluripotent ozelliklerinin devamliidinda da
g6revlerinin oldugu saptanmistir (26,27). ilk KLF(Kruppel-like faktor) 1993 yilinda
kesfedilmis ve KLF1/EKLF(Erythroid kruppel-like factor) olarak isimlendirilmistir.

KLF1

KLF2

KLF4

KLF5
KLF6
KLF7

KLF3 (B
KLF8 B
KLF12 CB

KLF9 s 4
KLF10 —&B
KLF11 — B
KLF13 8
KLF14 B
KLF16 g

KLF15

KLF17

R

Sekil 1.4. KLF protein ailesi-McConnell ve ark. (28)'ndan alinmistir.

KLF1/EKLF eritropoezde 3 ¢ok 6nemli agsamada rol almaktadir;
e Megakaryosit-eritroid progenitor agsamasinda surecin eritroid seri
olarak devamini saglamak (Sekil 1.5) (29),

e “Globin switching” de rol oynamak,



e Kirmizi hucrelerin terminal matlrasyonunda hucre siklusundan
kontrollu ¢ikiglarini saglamak (Sekil 1.6) (30-32).

@ ®
MKP —> Jee
L ]
®
EKLF\' early meg late meg platelets
TT1
\ EKLF

BFU-E CFU-E  Proerythroblast Polychromatic  Reticulocytes erythrocytes

erythroblast
R1 R2 R3 R4 R5
Expansion ‘ Terminal differentiation
(renewal divisions) EKLF (differentiation divisions)

Sekil 1.5. EKLF'nin megakaryosit-eritroid progenitér asamasinda eritroid seri

olarak surecin devamini saglamasi-Siatecka ve ark. (30)'ndan alinmistir.

DEFINITIVE ERYTHROPOIESIS IN EKLF-/- FETAL LIVERS

Early erythropoiesis Terminal differentiation
: > ( ) '
0-0+@ ~§~ 8-2 }+ 0
i ’
BFU-E CFU-E Enucleation

Proerythroblast Basophilic Polychromatic Orthochromatic Reticulocyte
erythroblast erythroblast  erythroblast

Premsture cyche exit Impalred call cycle exit EXLE 4
leads to accumulation and increased cycling 3 t.‘.
of progenitor cells leads to a complote phenotype
block in enucleation

Sekil 1.6. Kirmizi hicre terminal matirasyonunda KLF1'in rolu-
Gnanapragasam ve ark. (31)ndan alinmistir. EKLF yoklugunda kirmizi

hacrelerin enukleasyonunda duraklama ve progenitor hucrelerde birikme gibi

fenotipik etkiler sekilde gosteriimektedir.



EKLF’nin gelisimsel suregte

Son zamanlarda vyapilan c¢aligmalar
gerceklesen fetal hemoglobinden yetigkin hemoglobinine gec¢is asamasinda ¢ok

kritik gorevi oldugunu ortaya koymustur. EKLF bu surecte;
Direkt B-globin geni aktivasyonu yaparken (promoter boélgedeki

"CCACACCCT" yapisi uzerinden) (33-37),
BCL11A (B-Cell CLL/Lymphoma 11A) regulasyonu ile indirekt

olarak y-globin geni ekspresyonunu represe etmektedir (Sekil 1.7)

(30,38).

EKLF expression
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Sekil 1.7. KLF1'in "globin switch"deki roli-Siatecka ve ark. (30)'ndan alinmigtir.

BCL11A; 2007-2008 yillarinda yapilan GWAS (Genome-wide association

study) caligmalari sonrasinda kesfedilmis major fetal globin repressérudir (39-
41). 2016 yilinda ise ZBTB7A (Zinc Finger and BTB Domain-Containing Protein

7A) adi verilen ikinci bir fetal globin repressoru oldugu kesfedilmigtir (42). KLF1;

her iki fetal globin represséri expresyonunun regulasyonunda rol alan



transkripsiyon faktord oldugundan ontogenik gelisimde c¢ok oOnemli rol
ustlenmektedir (43,44).

KLF1 geni 19. kromozom kisa kolunda (19p13.13) lokalizedir ve ug¢
ekzondan olusmaktadir (Sekil 1.8). 362 aminoasitlik hematopoietik-spesifik
transkripsiyon faktoru rolu Ustlenen bir ¢inko parmak proteini sentezlemektedir
(45).

KLF1/EKLF proteini yapisinda iki fonksiyonel domain ile G¢ adet ¢inko
parmak barindirmaktadir (Sekil 1.8). Domainlerden birisi prolince-zengin
aminoterminal transaktivasyon domainini olugturur (diger transkripsiyon
faktorlerinin kendi Uzerine baglanabilecekleri bir alan yaratirlar) iken; digeri,
eritroid genlerin regulatuar bélgelerinde kendisinin baglanabilecegdi motifleri ayirt
edebilen karboksi terminal domainini olusturur (¢inko parmaklar bu domain
blnyesindedir) (46).

KLF1 gen
19p13

KLF1 protéln ’

Sekil 1.8. KLF1 geni ve eksprese ettigi KLF1 proteininin fonksiyonel kisimlari-
Cao (47)'dan alinmistir.

KLF1 genindeki mutasyonlar; konjenital diseritropoetik anemi, In(Lu)
fenotipi kan hastaligi, HbF herediter persistansi gibi birtakim farkh fenotiplerle
iligkilendirilmigtir (Tablo 1.2) (30). Ayrica son zamanlardaki ¢alismalarda gendeki
bazi mutasyonlarin borderline HbA2 seviyeleri olusturdugu ve talasemi minoére

sebep oldugundan da bahsedilmektedir (48-58). Bu zamana kadar KLF1 geninde



65'in Uzerinde varyasyon tanimlanmistir (59).

Tablo 1.2. EKLF geni mutasyonlari ile iligkili hematolojik bozukluklar-Siatecka ve

ark. (30)'ndan alinmigtir.

Hematolojik Bozukiu k EKLF genindeki monoallelik mutasyonlar Fenotip

-Hemc itk anemi

-HDF viiks=kIigi

-Kemik Uigindeki erirobizstiann
Konjenital Diseritropoietik E325K (KLF1 proteininin ZnF2 balimaini morfakajik anormallgi
Anemi kodlayan korunmus yerdeki olusan degisiklik) | -Periferk kanda cekirdekli

ortokromatik eritroblastlar
-2u kanallanndan AQF1, C044'nin
ek goresy onlarinin ortadan kakmaa

L127X
K292X

Prematiir stop kodon

H299Y ZnFLYin kodlznd & yerdeki dedisikik

R328L
R328H INFZin kodandd yerdek dediskik

- R331G -Lutheran grubu eritrost v dzey
In{Lu) fenotipi Kan Grubu artijenterinin eksikiigi

Bozuklugu 190 aradaki Prolini kodiayan kodonda 12k | _F sayiy esi bahsediimenis
bz delesyonu (P190Lis*47) i

318 aradaki Arjinini kedlayan kodonda tek
ba nsersyonu (R3I19GFs*34)

GATA-1 baglanma alanin ortadan kaldiran
promater [-124 T>C) mutasyonu

M39L nitral degisiklik (7 -HBF v (iksekligi [3-20%)
K28BX premair stop kodon -Mikrosioz

Herediter Fetal Hemoglobin 513"1“} prematir stop kodon

Persistansi | K3320Q|  zoFz'ninkodiand §yerde ki dediskih | pr iikeekligi (22-30.5%)

{bialiefk trans pozisy onda mutasy on-bilesik Linko protoporfirn yiksskigi
heterozigot)

Talasemi hastalarinda "Glncel gen manipllasyon yontemleri ile KLF1
geninde in-vivo olusturulabilecek bir mutasyon; hastada HbF seviyesinin
yukselmesini saglayarak klinigi hafifletebilir mi?" hipotezi zerinde de ¢alismalar
surmektedir (43,60-67).

Tarkiye'de 1993 yilinda talasemi ve anormal hemoglobinleri dnleme adina
3960 sayili Kaltsal Kan Hastaliklari ile Mucadele Kanunu yayinlanmisg,
sonrasinda Antakya, Mersin, Antalya, izmir ve Mugla'da merkezler kurulmus;
evlilik oncesi ciftlere talasemi ve hemoglobinopati taramasi zorunlu hale

getirilmigtir. 2000 yilinda kurulan Ulusal Hemoglobinopati Konseyi (UHK) ile



calismalar hiz kazanmisg; Saglik Bakanhgi ve UHK tarafindan belirlenen 33 ilde
Hemoglobinopati Onleme Programi baslatiimistir. Saglik Bakanh@i verilerine
gore, 2003 yilinda evlilik dncesi ciftlerin %30’u taranmig iken, 2008 yilinda %81’i
taranmig; 2003 yilinda yeni hasta gocuk dogum sayisi yaklagik 400 civarinda
iken, 2008 yilinda 31’e dugmustur (68).

"HbF veya HbA2 anormalligi olan bireylerde Kruppel-like factor 1 ve
Hemoglobin subunit delta genlerindeki mutasyonlarin genotip-fenotip
iliskisinin incelenmesi” arastirmasiyla HPLC elektroforetik yontemi ile
hemoglobin elektroforezinde HbF yuksekligi (>%2) veya normalin digindaki bir
seviyede HbA: de@eri saptanan bireylerin KLF1 ve HBD genlerindeki
mutasyonlarinin ve klinige etkilerinin olup olmadigi arastiriimis; bu genlerin olasi

bir rolinin olup olmadiginin ortaya konmasi amacglanmistir.

Rutin pratikte; evlilik dncesi bagvuruda bulunup klinik sikayeti olmayan ve
yapilan tetkiklerde herhangi bir hematolojik bulgu (anemi, mikrositozis, hipokromi,
kirmizi kan hicre sayisinda artis gibi) saptanmayan ancak Hb elektroforezinde
HbF ylksekligi ve/veya HbA2 dusikligu ya da yuksekligi olmasi sebebiyle ileri
degerlendirme gereken pek ¢ok olgu ile karsilagiimaktadir. Dolayisiyla hedef
genler olan KLF1 ve HBD genlerindeki olasi mutasyonlarin tespiti ile HbF ve/veya
HbA:2 seviyelerindeki degisikliklerin belki de etyolojik sebebi aciklanabileceginden
kisilere genetik danigmanlik dogru bir sekilde verilebilecektir. Talasemi tagiyicisi
oldugu halde bunu HbA2 ve HbF dederleri normal aralikta saptandigi igin
bilmeyen, dolayisiyla yanlis klinik degerlendirmelere maruz kalanlara dogru
genetik tani konabilecek; talasemi hastaligi gibi, etkilenen bireylerde tedavisi zor
ve maliyeti yuksek, taslyicilarin saptanmasi ve dogum oOncesi tani
konulabilmesiyle engellenebilen onemli bir halk saghgi sorunu da daha etkin bir
sekilde kontrol altinda tutulabilecektir (69-71).

Tuarkiye'de, bilindigi kadariyla, arastirmamizin hedef genleri olan KLF1 ve

HBD Uzerinde sinirh sayida arastirma bulunmaktadir (72,74-78).
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2.GENEL BILGILER

2.1.Hemoglobin tanim, tarih¢e ve biyokimyasal yapisi

Hemoglobin; hem+globin subunitlerinden olusmus, insandaki "hem"
biyomolekulini igceren major iki proteinden birisidir (digeri myoglobin).
Hemoglobin ve myoglobin yapilarindaki hem yapisi sayesinde "kirmizi proteinler"
olarak da anilmaktadirlar (79). Hemoglobinin 3 boyutlu yapisi ilk kez, 1959 yilinda
Max Perutz ve arkadaslari tarafindan X-ray kristalografi kullanilarak gésterilmistir
(80).

Hemoproteinlerin yapisini olusturan hem molekulu; porfirin+ferrdz demir
iyonu (Fe*?) kompleksinden ibarettir. Porfirin halkasi; siksinil-COA ile glisin
aminoasidinin ilk basamakta enzimatik reaksiyonu sonrasi birbirini takip eden 6
biyokimyasal basamak nihayetinde olusur. Son asamada Fe*? iyonu porfirin
halkasinin santralinde bulunan nitrojen (N) atomlarina baglanarak "hem" yapisini
olusturur (79). Demir iyonu toplamda alti adet iyonik bag yapabilir. Dérdinu
bahsedilen nitrojen iyonlari ile yaparken geriye kalan ikisinin birini globin
polipeptidinin "proksimal histidin [His92(F8)]" adi verilen histidin aminoasidi ile
direkt; digerini ise oksijen (O2) molekulu ile yapmaktadir. Yine globin zincirinde
bulunan "distal histidin [His63(E7)]" O: ile ferrdz demir iyonunun (Fe*?)
stabilizasyonunu saglamaktadir (81). Globin yapisinin 42. sirasinda bulunan
“fenilalanin" aminoasidi ise (Phe42) hem biyomolekulinun "cep"ini olusturup

sinirlarini belirlemektedir (Sekil 2.1).
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Sekil 2.1. Hemoglobin proteinin molekiler yapisi-Nussbaum ve ark. (82)'ndan

alinmistir.

Hemoglobin molekulindn protein kismi iki dimerik polipeptid zincirinin non-
kovalent bag ile birlesmesiyle (tetramerik form) olusmaktadir. Dimer yapisinda;
a-globin ya da a-benzeri-globin ({=zeta) yapidaki zincir ile B-globin ya da -
benzeri-globin (e=epsilon, y=gama ve 6=delta) yapidaki zincir bulunmaktadir. Her
bir protein zinciri hem molekllind prostetik grup olarak bunyesinde
barindirmaktadir; dolayisiyla tetramerik bir protein olan hemoglobinin yapisinda
dort adet hem molekall vardir. a-globin zincirinde yedi adet alfa-helikal yapi
mevcut iken (kisa D-heliksi bulunmaz), B-globin zinciri sekiz alfa-helikal yapidan
olusmaktadir. a-globin polipeptidi 141 aminoasit; B-globin polipeptidi ise 146
aminoasit yapidadir. Her ne kadar a ile B subunitlerinin aminoasit dizilimleri
birbirlerinden oldukga farkli olsa da, G¢ boyutlu uzaysal yapilari birbirine oldukca
benzemektedir (83,84). a- ve B-globin zincirlerinin primer aminoasit yapilari Sekil

2.2’dedir.
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Sekil 2.2. a- ve B-globin zincirlerinin karsilastiriimasi
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Hemoglobin protein ailesinin tanimlanmig bazi alt tipleri mevcuttur.
Bunlarin igindeki Hemoglobin A (HbA); yetiskinlerdeki major hemoglobin tarudur
(yetigkinlerdeki total hemoglobin fraksiyonunun yaklasik  %95-%98'ini
olusturmaktadir). Yapisinda "aB-polipeptid zincirinin” dimerini bulundurmaktadir.
Diger hemoglobin turlerinden Hemoglobin F (HbF); fetls ve yenidoganlarin (total
hemoglobinin %80'lik kismini olusturabilir) major hemoglobin turiduar, yetigkin
hemoglobini (HbA) senteziyle zamanla seviyesi diusmektedir (yetiskinlerdeki total
hemoglobin fraksiyonunun en fazla %2'sini olusturur). Yapisini "ay-dimeri"
olusturmaktadir. Hemoglobin Az (HbA2) total hemoglobin fraksiyonunun kiguk bir

bélimand olusturur (%2-3) ve yapisinda "ad dimeri" bulunmaktadir.

Embriyo, fetls, ¢cocukluk ve yetiskin donemlerde gorulen genel olarak alti

tip hemoglobin vardir (Tablo 2.1).

Tablo 2.1. Gelisimsel suregte saptanan hemoglobin tipleri.

Hb tipi Yapisi Ozelligi

Gower-1 (o2 ilk Gretilen hemoglobin. Major embriyonik Hb'sidir.
Gower-2 0l2€2 Embriyonel dénem hemoglobinidir.

Portland Qv2 Embriyonel donem hemoglobinidir.

Fetal (F) azy2  Fetus ve yenidoganlarda major hemoglobin tarudur.
Hb A azB2  Maijor erigkin hemoglobin fraksiyonudur.

Hb Az a262  Postnatal olarak saptanabilir.

2.2.Globin genlerinin organizasyonu

a- ya da a-benzeri-globin ile B- ya da B-benzeri-globin subunitlerini
kodlayan genler, iki birbirinden bagimsiz gen ailesi (kimesi) tarafindan farkli iki

kromozom Uzerinde kodlanmaktadir. a-globin zincirlerini a-gen kimesi; 16.
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kromozom Uzerindeki iki gen (ai(HBAl) ve a2(HBA2) genleri) araciligiyla
sentezlemektedir (HBAl:Hemoglobin Alfa Lokus-1; HBA2: Hemoglobin Alfa
Lokus-2). Dolayisiyla a-globin polipeptidlerini her iki allelde kodlayan toplamda
dort kopya gen bulunmaktadir. a-gen kumesi; bu iki genin yaninda embriyonik
dénemdeki hemoglobinin (Hemoglobin Gower-1 ve Hemoglobin Gower-2) a-
benzeri-globin zincirlerini sentezleyen zeta (¢) geni(HBZ) ile eksprese olmayan,
psddogen olarak bulunan birtakim globin benzeri genleri de yapisinda
bulundurmaktadir. Her ne kadar ai- ve az-globin genleri birbirlerinin neredeyse
homologu olsalar da (farkllik az oranda bu genlerin 5’ ve intronik bélgelerinden,
daha ¢ok ise 3’ bolgelerindeki sekans dizisinden kaynaklanmaktadir (14)) yapilan
ekspresyon calismalarinda; az-globin geninin aa-globin genine goére hem fetal
hem de yetigkin hicrelerde 2,6 kat daha fazla eksprese oldugu gosterilmistir (85).
Dolayisiyla az-globin geninde ortaya ¢ikan bir mutasyonun fenotipik etkisi aa-

globindekine gore daha belirgin olmaktadir (86).

B-globin zincir sentezi 11 nolu kromozomda bulunan tek bir gen tarafindan
kodlanmaktadir (HBB geni). Bunun haricinde B-gen kiimesinin Uyesi olan dort
farkli B-benzeri gen daha mevcuttur; epsilon (g) geni(HBE1), iki adet gamma (®y
ve Ay) geni(HBG1 ve HBG2) ve delta (6) geni(HBD). B-gen ailesinin ortak bir
atasal genden "gen duplikasyonu ve non-allelik gen konversiyonu" yoluyla,
sekans homolojilerini koruyarak farkhlastigi distnulmektedir (87-89). B- ile 6-

globin yapilarinin 146 aminoasitten sadece 10 aminoasidinin farkli olmasi bu

evrimsel sureci dogrulamaktadir (Sekil 2.3).

Amino Acid Substitutions between the Human §- and f#-Globin Genes

Position 9 12 22 50 86 87 116 117 125 126
] Amino Acid Thr Asgn Ala Ser Ser Gin Arg Asn Gin Met

Codon ACT AAT GCA TCT TCT CAG CGC AAC CAA ATG
B Amino Acid Ser Thr Glu Thr Ala Thr His His Pro Val

Codon TCT ACT GAA ACT GCC ACA CAT CAC CCA GTG

Sekil 2.3. B- ile 6-globin genlerinin birbirlerinden farkl kodladigi aminoasitler-

Spritz ve ark. (17)'ndan alinmistir.
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2.3.Globin genlerinin geligimsel siiregte ekspresyon o6zellikleri ve
"globin switching"

a- ve B-gen kimelerini olusturan genlerin gelisimsel slrece uygun bir

sirada, benzer transkripsiyonel oryantasyonda bulundugu gozlenmektedir. Farkli
bir globin polipeptidi zincir sentezi; o donemdeki etkin eritropoez merkezinin
degismesi ile baslamaktadir. ilk hemoglobin yapilari olan "embriyonik
hemoglobinler" (Hb Gower-1, Hb Gower-2, Hb Portland) konsepsiyon ve sonrasi
ilk 8 haftada, yolk sak tarafindan Uretiimektedir. Embriyonik donemin besginci
haftasi ile birlikte hematopoezin fetal karacigere gegmeye baslamasiyla Hb F
sentezi artmaya basglar ve fetal ddnemde major olarak HbF Uretimi devam eder.
Hematopoezin asil yeri olan kemik iliginin son olarak devreye girmesiyle,
gebeligin 8.ayi ile birlikte HbA sentezi baglar ve zamanla HbF'in yerini alir.
Bahsedilen globin genlerinin  ekspresyonunun gelisimsel slurece gore
degismelerine "globin switching" sureci de denilmektedir (90) [(Sekil 2.4), (Sekil
2.5)].

SITE OF
ERYTHROPOIESIS BONE MARROW
(7}
50
40
% OF
TOTAL
GLOBIN
SYNTHESIS 30—
f
20—, &
B ¥
10— ¢ \ -
o NS I N : |
6 12 18 24 30 36 6 12 18 24 30 36 42 48
POSTCONCEPTUAL AGE (WEEKS) POSTNATAL AGE (WEEKS)

Sekil 2.4. Gelisimsel asamada hemoglobin sentezi
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Sekil 2.5. "Globin switching" streci

B-globin sentez eksikligine neden olan mutasyonlar nedeniyle pB-talasemi
hastaligi vb. gibi durumlarda, kemik iligi sentezleyemedigi B-zincirinin yerine B-
benzeri-globinleri (6zellikle y-globin; sonucunda HbF olusur) sentezleme
strajesini uygulayarak bu hastaliklarin Kklinik etkilerini azaltmaya ve kompanse
etmeye c¢aligir. Cunkl HbF molekull; HbA eksikliginde ya da yoklugunda efektif
bir oksijen molekulu tagiyicisidir. HbF'nin oksijene afinitesi HbA'dan yuksektir.
Guncel tedavi yaklasimlarinda, B-globin sentez defektinde kullanilan

farmasoétiklerin  bir kisminin amaci da iste bu yuzden HbF seviyesinin

yukselmesini saglamaya calismaktir (6rnegin hidroksiure).

2.4.Geligimsel siiregte B-Gen ailesi genleri ekspresyonunun

regulasyonu- Lokus kontrol bolgesi

B-gen kimesinin yaklasik 6-kb upstream bdlgesinde; ortalama 20-kb'lik

uzanim gosteren "lokus kontrol bdlgesi" (LCR, Locus Control Region) adi verilen

bir alan bulunmaktadir (Sekil 2.6). Lokus kontrol bdlgesi; eritroid hicrelerde beg
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adet kromatin konfigirasyonuna agik hipersensitif bolge igermektedir (84,91). Bu
konfigirasyon sayesinde transkripsiyon faktorlerinin - B-globin  genlerinin

ekspresyonuna aracillk eden regulatuar elemanlarina baglanmalan

saglanmaktadir. Lokus kontrol bolgesi ve beraberindeki DNA'ya baglanan
proteinler, B-gen ailesi genleri ile kompleks yaparak "aktif kromatin merkezi"
yapisini olustururlar. Aktif kromatin merkezi ile hangi B-gen ailesi geni iligki
icindeyse o genin ekspresyonu gergeklesmektedir. Gelisimsel suregte aktif
kromatin merkezi ilk zamanlarda proksimalde yer alan €-globin geni ile kompleks
halinde iken; buyume ve gelisme devam ettikge kompleks yapi daha distaldeki

globin genleriyle (6- ve B-globin genleri) olmaktadir.

Lokus kontrol bélgesinin kaybi (delesyonu), B-gen kiimesinin bitlin genleri
intakt durumda olsalar bile, B- ya da B-benzeri-globin subunitlerinin

sentezlenememesine yol acar; bu duruma “"eydB-talasemi hastaligi"

denilmektedir.

10 kb
54 3 21
I T R T Gy Ay wp B

b
Normal ——— LCR fHt {l —4

Sekil 2.6. Lokus kontrol bdlgesi lokalizasyonu-Nussbaum ve ark. (84)'ndan

alinmigtir.

2.5.Hemoglobinopatiler

Hemoglobin bozukluklari (hemoglobinopatiler olarak da
adlandirilmaktadir) tek gen hastaliklarinin en sik goérulenidir. Dinya Saglik
Orgiitti (DSO); diinya niifusunun %5'inden fazlasinin klinik olarak 6nem arz eden
hemoglobinopatilerin genetik olarak tasiyicisi oldugunu éngérmektedir. Herediter

hemoglobin bozukluklari ti¢ ana alt dalda siniflandirilir ancak bazi klinik durumlar
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her iki alt dalin 6zelligini birlikte gosterebilmektedir;

1. Yapisal varyantlar: Globin polipeptid zincirindeki aminoasit
dizisinin degistigi, dolayisiyla hemoglobinin fonksiyonunda (oksijen transportu,
stabilitesinde azalma vb.) degisikliklere neden olan varyantlardir. Ornegin; "Orak

="

hdcre hastaligi"nda gergeklesen mutasyondan dolay! eritrositlerin hem kandaki
¢ozunarlUkleri azalir, hem de bikonkav yapilari oraklagmaya baslayarak vicudun

farkh bolgelerinde birikime neden olur (agrili krizler olusur).

2. Talasemiler: Globin zincir sentezinin azalmasiyla iligkili
hastaliklardir (a-talasemi, B-talasemi gibi). Klinik; dimer yapisini olusturan iki

farkh globininin birbirine oraninin ne kadar saptigi ile iligkilidir.

3. Herediter Fetal Hemoglobin (HbF) Persistansi: Perinatal
dénemdeki y-globin'den B-globin sentezine gegis asamasinda ortaya c¢ikan,

olusan molekiller dizeydeki bir defekt sebebiyle HbF Gretiminin ylksek
seviyelerde devam etmesiyle karakterize, genellikle benign Kklinik tablolarla

karsimiza gikan bir hastalik grubudur.

2.5.1.Hemoglobin yapisal varyantlar

Varyant hemoglobinlerin ¢ogu, polipeptid yapisini kodlayan globin
genlerinin birindeki nokta mutasyonlar sonucunda olusmaktadir. Gunumuzde
1000'in Uzerinde "anormal hemoglobin" tanimlanmistir (92). Hemoglobin yapisal

varyantlari klinik fenotiplerine gére 3 sinifa ayrilabilir;

1) Hemolitik anemi tablosu yaratan varyantlar

Hemoglobin S (HbS), Hemoglobin C (HbC), Hemoglobin Hammersmith

(Hb Hammersmith) gibi (hemoglobin tetramer yapisinin stabilitesi azalir).
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2) Oksijen transportunu degistiren varyantlar

Methemoglobinler (Hemoglobin Hyde Park (Hb Hyde Park); B-zincir
methemoglobin  6rnegidir), Hemoglobin Kempsey (Hb Kempsey) gibi
(hemoglobinin oksijene afinitesi artar ya da azalir, methemoglobin olusur,
reversibl oksijenizasyon 6zelligi kaybolur).

3) Globin _sentezinde azalmaya neden olan kodlayici

bolgelerdeki mutasyonlar

Hemoglobin E (HbE) gibi (bu mutasyonlarin gogu, mRNA ya da kodlanan
proteinin seviyesini etkileyen diger biyomolekillerin sentezlenme hizlarini

etkiler).

2.5.2.Anormal hemoglobin oérnekleri

HbS: B-globin zincirinin altinci kodonunda bulunan adenin bazinin nokta

mutasyonu sonrasi timin olmasi; glutamik asit yerine valinin kodlanmasi sonucu
olusur (GAG — GTG: Glu6Val). Bu mutasyonun her iki allelde de bulunmasi
(homozigotluk) durumuna "orak hicre hastaligi" adi verilmektedir. Orak hicre
hastaligi; dusuk oksijen basinci olusan kosullarda kirmizi kan hucrelerinin
sekillerinin oraklagsmaya baglamasi ile karakterize, ciddi klinik sonuglari olabilen
otozomal resesif kalitilan bir hastaliktir. Mutasyonu tek allellerinde tasiyan
(heterozigotluk) bireylere "orak hicre tasiyicisi" denilmektedir. Tasiyicilar klinik
olarak genellikle normaldirler. Ancak in-vitro yapilan c¢alismalarda oksijen
basincinin oldukga dusuk oldugu ortamlarda tasiyicilarin kirmizi kan hicrelerinin
de oraklasmaya basladi§i gosterilmistir. Tasiyici bireylerin bu durumda olmasi in-
vivo pek beklenmez ancak ucgak yolculugu yaparken tirbllans sonrasi kabin
basincinin dustigu yuksek irtifa uguslarinda ya da atletizm yarismalarinda
kendilerini asiri eforla zorlayan orak hucre tasiyicisi bireyler splenik enfarkt

acisindan risk altindadirlar.

Yenidoganlarin  %25'inde orak hiicre allelinin (BS) heterozigotlugu

gorulebilmektedir.
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HbC: Ayni HbS'de oldugu gibi B-globin zincirinin altinci kodonunda nokta
mutasyon sonrasi glutamat aminoasidinin degisimi sonucu olugur. Ancak burdaki
degisiklik bu sefer lizin aminoasidi olugsmasina neden olur. Homozigot olarak
HbC'yi yapilarinda bulunduran bireylere "Hemoglobin C hastasi" denilmektedir.
Bu kisilerde, klinik olarak orak hicre hastaligindan daha hafif seyirli olan, kronik
hemolitik anemi gozlenir. Hastalarin genelde enfarkt ataklari gecirmeleri

beklenmez ve dolayisiyla tedaviye ihtiyaglari da olusmaz.

Bazi B-globin zincirlerinin orak hicre mutasyonunu, geriye kalan B-globin
zincirlerinin ise HbC mutasyonunu tasidigi (bilesik heterozigotluk) "Hemoglobin
SC hastahgi" olarak isimlendirilen ayri bir klinik durum mevcuttur. Hastalarin,
orak hucre hastalarina oranla hemoglobin seviyeleri daha yuksektir. Tani; orak
hicre hastaliginda oldugu gibi cocukluk ¢aginda agrili kriz genellikle gérilmedigi
icin gecikir. Hastalar genellikle herhangi bir ameliyat ya da dogum eylemi

sonrasinda gelisen ve dlumcul olabilen enfarktif krizler ile tani alabilmektedir.

HbE: Ozellikle Giineydogu Asya'da ylksek oranda goriilen (1 milyon
kisinin homozigot, 30 milyon kisinin heterozigot olarak HbE tasidigi
ongoriulmektedir) B-globin zincirinin 26. sirasindaki glutamatin nokta mutasyon
sonrasi (GAG—>AAGQG) lizin aminoasidi seklinde kodlanmasi ile olugan varyant
hemoglobinlerden birisidir. HbE; "alternatif splicing bolgesi" aktivasyonu yaparak
normal splicing bdlgesi ile yarismali inhibisyona sebep olur. Alternatif splicing
yolaginin kullanimi ile her ne kadar RNA'nin yine de c¢ogunlugu normal
bdlgesinde splicing'e ugrasa da (%60 normal yolak, %40 alternatif yolak

kullanilir), B-globin zinciri Gretimi azalir.

HbE vyapisini homozigot olarak tasiyanlar bile hafif anemik ya da
asemptomatiktirler; ancak bu yaplyr baska bir B-talasemi olusturabilecek
mutasyon ile birlikte tasiyanlarda (bilesik heterozigotluk durumu), tasinan
mutasyonun pB-talasemi olusturma agirhigina goére anormal klinik fenotipler

gOrulebilmektedir.
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Hb Hammersmith: Mutasyon sonucu B-globin zincirinin 42. sirasinda

bulunan fenilalaninin yerine serin aminoasidinin kodlanmasi ile olusur. 'Hem’
biyomolekulinin "cep" yapisini olusturup, sinirlarini belirleyen fenilalaninin
(Phe42) serin aminoasidi ile yer degistirmesi sonucu serin aminoasidinin daha
kUguk yan zincir rezidulerinin olmasi nedeniyle yapisal bir bosluk olusur ve hem
molekull bu cebi terkeder. Bunun sonucunda Hb Hammersmith hem stabilitesini
kaybeder hem de oksijene afinitesi azalir; dolayisiyla heterozigot bireyler siyanoz

tablosu ile prezente olurlar.

HbD: HbS ve HbC'den sonra en sik gorulen hemoglobin varyantlarindan
birisidir. HbD-Punjab (ya da diger adiyla HbD-Los Angeles); toplumda HbD
yapisinin en fazla gorildugu alt tiptir. B-globin geninin 121. sirasinda glutamik
asidi kodlayan kodonun nokta mutasyonu sonucu glutamin aminoasidini
kodlamasidir (HBB:c.364G>C, p.Glul121GIn). Bunun haricinde HbD yapisi
olusturan yedi farkh alt tip daha mevcuttur; HbD-Agri (HBB:c.29C>A), HbD-
Bushman (HBB:c.49G>C), HbD-Ouled Rabah (HBB:c.60C>A ya da c.60C>G),
HbD-lran (HBB:c.67G>C), HbD-Granada (HBB:c.68A>T), HbD-Ibadan
(HBB:c.263C>A), HbD-Neath (HBB:c.365A>C).

HbO-Arab: HbD vyapisindan farkli olarak B-globin zincirinin 121.
sirasindaki glutamatin lizin aminoasidi seklinde kodlanmasi sonucu olusan
varyant hemoglobindir (HBB:c.364G>A, p.Glul21Lys). Heterozigot olarak HbO-
Arab vyapisi tasiyanlarda (HbO-Arab tasiyicilar) herhangi bir klinik bulgu
g6zlenmez. Homozigot olanlar ise literaturde pek bildiriimemistir ancak hafif
hemolitik anemi ve splenomegali gorulebilmektedir. HbO-Arab tasiyicilarinda,
HbE'yi heterozigot tasiyanlarda da oldugu gibi, klinik prezentasyon ciddi hemoliz
bulgulari, ciddi mikrositozis bulgularini gosteriyor ise bu olgularda mutlaka diger

allel bagka bir mutasyon varligi agisindan degerlendiriimelidir.

Methemoglobinler: Hemoglobinin oksijen transport fonksiyonunu

degistiren mutasyonlar sonucu olugmaktadir. Hemoglobin yapisinda bulunan
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hem biyomolekiilii ferr6z demir(Fe*?) ile kompleks yapmistir. Bu yapi sayesinde
hemoglobinler reversibl oksijenasyon yapabilmektedir. Ferréz demir iyonu
spontan olarak oksidasyona ugrama egilimindedir; bunun sonucunda ferrik form
(Fe*3) olusur. Yapisinda ferrik formda demir iyonu bulunduran hemoglobinlere
methemoglobinler denir. Methemoglobinler reversibl oksijenasyon yapamazlar.
Kandaki seviyeleri yukseldikge siyanoz tablosu ortaya c¢ikmaktadir. Ferrik
formdaki demir iyonunun (Fe*®) tekrar ferr6z forma indirgenmesini
"methemoglobin reduktaz" enzimi saglamaktadir. Hem biyomolekulunu igerisinde
barindiran "cep" yapisindaki degisikliklere neden olan a- ya da B-mutant globin
varliginda hem-globin bagi etkilenir ve sonucunda demir iyonu methemoglobin
rediktaz enzimine direngli hale gelir. Methemoglobin olusturacak mutasyonu
heterozigot olarak tagiyanlar siyanotik goruniumde olsalar da genellikle
asemptomatiktirler. Fakat mutasyonu homozigot olarak tasiyanlarda klinik tablo
Olumcuildur. B-zincir methemoglobin érneklerinden birisi "Hb Hyde Park"tir. Bu
hemoglobin yapisinda hem biyomolekuline baglanan histidin (His92) yerine

tirozin aminoasidi bulunmaktadir.

Hb Kempsey: B-globin zincirinin 99. sirasindaki aspartik asidin asparajin

aminoasidi seklinde kodlanmasi sonucu olusan; hemoglobinin oksijene
afinitesinin artmasina neden olan varyant hemoglobindir. Oksijen afinitesi artmig
olan hemoglobin ise oksijen molekulinu yapisindan kolaylikla birakmaz,
dokulara daha az oksijen sunar; bunun sonucunda polisitemi tablosu

kaginilmazdir.

Hb Constant Spring: oz-globin geninde stop kodon olusturan bir
mutasyon sonucu olugsan anormal hemoglobinlerden birisidir. Daha ¢ok
Glneydogu Asya ve Cin'de gorulmektedir. a-talaseminin nondelesyonel

mutasyonlari arasinda en sik gortlen formudur.

HbG-Philedelphia: az-globin geninin 68. sirasindaki lizin aminoasidinin

nokta mutasyon sonrasi asparajin seklinde kodlanmasi ile olusan a-globin
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varyantlarindan birisidir. HbG-Philedelphia yapisi bazi bireylerde delesyonel a-
talasemi mutasyonu ile birliktelik gosterebilmektedir. Dolayisiyla HbG-
Philedelphia saptanan bireyler klinik olarak degerlendiriimeli, dort kopya halinde
bulunan a-globin genlerinin delesyon agisindan da analiz edilmeleri

gerekmektedir (93).

Hb Lepore: a-globin zincir yapisi normal olmasina ragmen diger globin
zincirinin 6- ve B-globin genlerinin homolog olmayan eglesmesi ve dengesiz
crossing-over'i sonrasi olusmus bilesik 6-B geninin hibrit globin zinciri eksprese
ettigi yapisal hemoglobin varyantidir. Sentezlenen proteinin N-terminalini &-
globin geni eksprese ederken, C-terminalini B-globin geni eksprese eder. 5' ve 3'

uctaki 6- ve B-globin genlerinin kirikk noktalarina gére pek cok Hb Lepore

tanimlanmistir.
En cok bilinen tGg¢ Hb Lepore;

Hb Lepore-Hollandia — 5'-622/ 50-3'
Hb Lepore-Baltimore — 5'-650/ 386-3'
Hb Lepore-Baston — 5'-687/ 3116-3' dir (Sekil 2.7).

Examples Crossover region
between residues

g P o S— i
Gy Ay a8 [ Hgb Lepore (Hollandia) 522 & § 50
(=740 - F— 1 Hgb Lepore (Baltimore) § 50 & 86

Hgb Lepore (Boston) §87 & § 116

Sekil 2.7. Hb Lepore yapisi 6rnekleri-Kaushansky ve ark. (94)'ndan alinmistir.
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2.5.3.Alfa talasemiler

a-globin zinciri sentezini azaltan ya da engelleyen defektler "o-talasemi”
denilen klinik tabloya neden olurlar. a-globin genleri 16. kromozom tUzerinde dort
kopya halinde bulundugu igin a-globin zincir eksikliklerinin farkli seviyeleri
mevcuttur. Dort genden bir tanesi defektif ise bu duruma " a-talaseminin sessiz
tasiyicihgr" denmektedir; ginku bireylerde herhangi bir klinik prezentasyon ya da
hastalik gozlenmez. Eger dort genden ikisinde defekt var ise bu durum "a-
talasemi tasiyiciligi (trait)" olarak isimlendirilmektedir. Ug defektif a-globin genine

sahip olanlarda "Hemoglobin H" hastaligi olusmaktadir. Bu hastalikta siddeti
hafiften ciddi seviyelere kadar varabilen spektrumda hemolitik anemi
g6zlemlenmektedir. Tum a-globin genleri defekte ugradiginda ise bu durum
"hidrops fetalis"e neden olur (Sekil 2.8). Gelisimsel asamada, a-globine ragmen
diger tarafta ilk olarak y- sonra ise B-globin zincirlerinin Gretimi devam eder ve a-
globin ile bu globinler tetramer yapisi olusturamadik¢a kendileri tetramer yapisi
yaparlar; sonugta Hb Barts(y4) veya HbH(B4) tetramerleri olusur. Her ne kadar bu
tetramerler ¢okelmeyip suda ¢ozundr durumda olsalar da hem-hem etkilesimi
gOstermezler, olusan tetramerlerin oksijen afiniteleri oldukga yuksektir; bu durum
da oksijen kullanimini oldukca azaltir. HbF fetal dénemin major hemoglobin

yapisi oldugundan dort a-globin geninin de defektif olmasi yasamla bagdasmaz

ve fetal kayip "hidrops fetalis" seklinde olmaktadir.

BB
" B Bp BB
Hb A & BP
BB
B BGB Hb H
B
BPB 8
Y. BB vy ﬁ%ﬁ
Y . -Chai
50 Hb Bart's lErecipi?;?e

Sekil 2.8. a-talasemi genotipik prezentasyonu
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2.5.4.Beta talasemiler

a-globin zinciri sentezi normal iken B-globin zincir sentezi azalmis ya da
yoktur. a-globin zincirleri B-globin zincirleri gibi kendi kendilerine tetramer yapisi

olusturamazlar; dolayisiyla a-globin tetramerleri kanda presipitat formda kalirlar.
Bu durum olgun kirmizi kan hucresi Uretilemeden hucrelerin erken hucre
O0lumune yonlendiriimelerine sebep olur. 11. kromozomlarin her biri Uzerinde

yalnizca tek bir B-globin geni bulundugundan a-talasemilerden farkh olarak -

talasemide iki klinik form olusur;

e Eger B-globin genlerinden yalnizca bir tanesi defektif ise bu duruma
"B-talasemi tasiyiciligi (trait, minér)" denilmektedir.

e Her iki alleldeki B-globin geni defektinde ise " B-talasemi hastalig
(major)" klinigi olusur. B-talasemi majorde Klinik bulgular genellikle
dogumdan sonra altinci ay ile birlikte bagslamaktadir. Clnkd B-

globin genleri ge¢ donem fetal gestasyona kadar eksprese

olmazlar. B-talasemi majorlu hastalar kan transflizyonuna ihtiyag

duyarlar. Kan transflizyonu aslinda B-talasemili hastalarda hayat

kurtaricidir ancak yan etkisi olan "hemosiderozis" nedeniyle

hastalar ileriki yaslarda hayatlarini kaybetmektedirler.

B-talasemide bazi mutasyonlar B-globin sentezini azaltirken (B*), bazi

mutasyonlar sentezini tamamen durdururlar (B°). Sentezin az da olsa olmasi (B*)

prognozun diger forma gore (B°) daha iyi olacagini gostermektedir.

t~thalassemia [}-thalassemia

Normal Normal § E
a-thalassemia trait B-thalassemia trait % ;E
Hb H disease p-thalassemia intermedia E é

Hb Bart's hydrops fetalis f-thalassemia major § §

Sekil 2.9. a- ve B-talasemi klinik formlari-Patrinos ve ark. (95)'ndan alinmigtir.
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a-talaseminin genetik etiyolosinde delesyonel mutasyonlar yaklagik
%80'lik kismi olusturur iken; B-talasemide genetik etyolojinin %90' nokta

mutasyonlarca olusmaktadir (96,97).

2.6.Hemoglobin elektroforezi

Hemoglobin elektroforezi basta talasemi hastaligi, tasiyicihgr ya da
anormal hemoglobin varyantlari (hemoglobinopati) olasiiginin arastiriimasi
amaciyla yapilan, hemoglobin turlerinin yuk, buyukluk ve topolojik 6zelliklerine

goOre ayrilmasina olanak veren bir kan testidir.

2.6.1.Seliiloz asetat ile Hb elektroforezi

Elektroforez sellloz asetat nedeniyle alkali ortamda gercgeklestirilir (pH:
8,2-8,6). Bu yontemle HbA, HbF, Hb S/G/D, Hb A2/C/E/O-Arab bantlari tespit
edilebilir. Hb S/G/D bandi ya da Hb A2/C/E/O-Arab bandi tespit edildiginde
ayrimlari yapilmalidir. Sitrat agar veya asidik agaroz jel gibi asit pH'da yuritme

bu bant yapilarini ayirmada kullanilan yontemler arasindadir.

2.6.2.Sitrat agar veya asidik agaroz jel ile Hb elektroforezi

Asidik ortamda (pH:6,0-6,2) Hb elektroforezi ile HbS; HbG ve HbD'den
ayrilabilir. Yine HbC; HbO-Arab ve HbE'den ayrilabilir. HbF tespitinde asidik
ortamdaki elektroforezler alkali ortamdakilere gore daha sensitiftirler (98). Bu
metod genellikle sellloz asetat elektroforezi sonrasinda saptanan hemoglobin
varyantlarinin konfirmasyonu ve nihai neticelendiriimesi amaciyla yapilmaktadir
(98,99); ancak yine de HbD-Punjab'i HbG'den ayirt edememektedir (Sekil 2.10)
(98).

27



o
o T
o .i: ®
A 28 ® § B
— ;37 ¢
>
w8 2
[e)] @©
g L
S 6 e Hb F
E B
©
I ey O
el
o o
< 2
Tome 3 ¥<oouwz?
000000
- rrrr s e TTIIIIT
3
£ 9
o o
w00 §
o000 -
e =y Sample application
— HbD F = Hb O variants
< o
o <
-l o
I I—I »
]
-8 —— Hb S
L0 0 0
——sITT
‘ 2
| 55
asE
—LIO> ﬂHbC
o Alkaline pH e Acidic pH

Sekil 2.10. Alkali ve asidik ortamda yapilan Hb elektroforezi bant paternleri-

Barrett ve ark. (98)'ndan alinmistir.

2.6.3.Yiiksek basingh ya da yuksek performansli sivi kromatografisi
(HPLC)

Ozellikli sollisyonda yiiksek basing altinda ¢éziinmus bilesenlerin kati bir
destek ortami (sabit faz) olan kiguk kolonlar igerisinde énceden programlanmig
zaman araliginda degisik etkilesimlere girmesi, sorbent partikillerden yapilmig
bu kolonlar icinde degisik hizlarla hareket etmeleri, farkli zamanlarda bilesenlerin
elusyonu ile (retansiyon zamani olarak da isimlendiriimektedir) kolonu terk
ederek birbirlerinden ayrilmasi temeline dayanir. Farkli hemoglobin yapilarinin
farkh retansiyon zamani oldugundan ayrimlari bu sekilde saglanabilmektedir.
HbA, HbF, HbS, HbC ve HbD'nin farkli retansiyon zamanlari oldugundan bu
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hemoglobinler HPLC yonteminde kendi isimleri ile pik verirler. HbA2 ile HbE'nin
retansiyon zamanlari aynidir; dolayisiyla HbA2-HbE ayrimi mamkuin olamayabilir.
Bu nedenle E/BP-talasemi ile homozigot HbE ayrimi gliclesir (98). E/B°-talasemi
ile homozigot HbE ayriminda; kapiller zon elektroforezi (HbE varliginda bile HbA2
seviyesini net olarak saptayabilir), HobF seviyesinin degerlendirilmesi (homozigot
HbE'de HbF seviyesi kismen daha dusuktur), HbA:2 ile HbF seviyelerinin hesaba
katildigi bir takim formiiller (EE skoru (7,3xHbA2+HbF; >60 ise E/B°-talasemi, <60
ise homozigot HbE ya da HbA2>6,0%, MCV<55fL, HbF 5%-15% ise E/B°-
talasemi, HbA2>6,0%, MCV<55fL, HbF <5% ise homozigot HbE ya da
(6xHbA2+HbF)/MCV; >0,9 ise E/B°-talasemi, <0,9 ise homozigot HbE )
kullaniimaktadir (100-105). Ancak yine de kesin tani genellikle DNA analizi

sonrasinda konulmaktadir.

HbA2 pikinin %6,5-%14 oldugu durumlarda Hb Lepore yapisinin; HbA:2
pikinin  %25-30 oldugu durumlarda da HbE tasiyiciiginin olabilecegi akilda
tutulmalidir. Dolayisiyla koelisyondan suphelenilen durumlarda diger varyant
yaplyl tespit edebilmek ve HbA2'den ayirabilmek igin farkh ikinci bir metod
kullaniimahidir (98). HPLC'de HbA: ile birlikte Hb Lepore ve Hb E haricinde
yuriyen hemoglobinler; Hb Kenya, HbG-Accra ve Hb Spanish Town'dur.

Solvent reservoir  Sample injection system
Aand B

chromatographic
== column

ooooooooooooooooooo

ooooooooooooooooooo

Detector

Integrator / Computer

(T} Waste

Solvent delivery system

Sekil 2.11. HPLC g¢alisma prensibi-Scherf-Clavel (106)'dan alinmistir.
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Sekil 2.12. HPLC yontemi ile yapilmig hemoglobin elektroforezi drnegi

2.6.4.1zoelektrik odaklama (Elektrofokus yéntemi)

Amfoterik molekulleri (6zellikle proteinleri) pH gradientine sahip jel
ortaminda izoelektrik noktalarina(pl) gore elektroforezle ayirma teknigidir.
Hemoglobin yapilari elektriksel alanda kendilerine 6zgu izoelektrik noktalariyla
uyumlu pH noktasina géc¢ eder (107,108). Diger yontemlerden farki ¢ok daha
farkh ve fazla sayida anormal Hb varyantinin ayirt edilebilmesine olanak
saglamasidir. HbF'nin HbA'dan ayrilmasinda ve HbS, HbC, HbE, HbD-Punjab ve
HbO-Arab varyantlarinin ayirt edilmesinde guizel sonuglar vermekle birlikte en
onemli dezavantajlarindan birisi HbA2 seviyesini net olarak saptayamamasidir
(98).
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pl 7.0
P e | Hb D-Ouled rabah
—_— Hb D_Puniab
— Hb Korle Bu
—_— Hb D-lran
Pl 7.0 e— | Meta-hemoglobin
Hb C

Sekil 2.13. izoelektrik odaklama ydnteminde hemoglobin yapilarinin bant

paternleri-Torres LdeS ve ark. (109)'ndan alinmistir.

2.6.5.Kapiller zon elektroforezi

Silika cam kapiller tupler igerisinde alkali pH elektrolit sayesinde bazik
kosullarda gercgeklestirilen elektroforez yontemidir. Yapisinda bulunan bir
dedektore olduk¢ca yuksek voltaj altinda (9800V civarinda) hemoglobin
molekullerinin kendilerine 6zgu yuk ve hareket 6zelliklerine gore farkh hizlarda
gO¢ etmeleri prensibine dayanir. Standart kullanilan elektroforez yontemlerinde
ortalama 310-350V kullanilir iken kapiller zon elektroforezinde bu sekilde oldukca
yuksek voltaj wuygulanmasi hemoglobin varyantlarinin  fraksiyonlarinin
ayrilmasinda daha net rezolisyon saglamaktadir (110). 415 nm'de absorpsiyon
fotometri kullanilarak hemoglobin molekulleri HbA ve HbA2'nin bantlarina goére

standardize edilmigtir.

Kapiller elektroforez; HbA, HbF ve HbA2z piklerini olduk¢a dogru

Olcebilmekte ve HPLC ydnteminin en 6nemli dezavantaji olan HbA2'yi HbE-Hb-
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Lepore'den ve HbS'den ayirabilmektedir (111-114). Kapiller zon elektroforezinin
onemli dezavantajlarindan birisi ise HbH tespitinin HPLC yontemine gore daha

zor olmasidir (115).

Yukarida bahsedilen dort temel hemoglobin elektroforez ydnteminin

avantaj ve dezavantajlari Tablo 2.2'de belirtilmigtir.

Tablo 2.2. Temel Hb elektroforez yontemlerinin avantaj ve dezavantajlari-

Barrett ve ark. (98)'ndan alinmistir.

The advantages and disadvantages of the four main methods for measurement of haemoglobin.

Method  Advantages Disadvantages
HPLC Automated — high throughput; Regular calibration needed;
Rapid results; Possibility of column defects;
Low sample input; Unable to separate HbE/Hb-Lepore/HbA,

Good separation for Hb-A, -A; -F, -S, -C, -D-Punjab, and HbS derivatives/HbA;
-G-Philadelphia;

Accurate HbA; quantification;

HbH and Hb-Barts can be detected,

but not quantified.

Can detect Hb-constant spring.

CE Semi-automated; Difficult to discriminate HbH;
Excellent separation; Need to add control material if HbA not present.
Rapid results;

Low sample input;

Quantifies Hb-A-F, -Ay;

Discriminates HbA,/E/S;

Provisionally identifies Hb-S, -C, -D-Punjab,
-G-Philadelphia, E;

Separates Hb-Lepore/[E[C/A,.

Can detect Hb-onstant spring

IEF Semi-automated — high throughput; Separates Hb into post-translational derivatives;
Separates more variants than CAE; Cannot separate HbA,/E/O-Punjab;
Sharp bands produced; Not reliable for quantification of HbA;

Useful for screening dried blood spots;
Good separation for Hb-A, -F, -S, -C,
-D-Punjab, -E, and —O-Arab;

Can identify Hb-Barts.

CAE Simple; Time-consuming procedure;
Low cost; Low throughput;
Can provide provisional High cost;
identification of Hb-A and —F. Cannot separate HbS/G/D, HbC/E/O-Arab, or HbC/E/A,.

Quantification of HbA; not accurate — bands must
be eluted, which is laborious, and
has potential for contamination.

CE: Kapiller Elektroforez

IEF: Izoelektrik Odaklama

CAE: Seliiloz Asetat ile Hb Elektroforezi
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2.7.Mutasyon tanimi, tipleri ve yorumlanmasi

DNA sekansinda olusan degisimlere “mutasyon” adi verilir. Bu degisim;
DNA replikasyonu sirasindaki bir hataya bagl olarak gerceklesebilecegi gibi
cevresel (UV, sigara, gunes 1s1gi, radyasyon) etkenler nedeniyle de

gerceklesebilir. DNA'da meydana gelebilecek ¢ok sayida farkli mutasyon vardir;

1. Kiiciik Olcekli Mutasyonlar (Small-Scale Mutations)

a) Nokta Mutasyon: DNA dizilimindeki tek bir bazin degisimi (sessiz (silent)

mutasyon, yanlis anlamli (missense) mutasyon, anlamsiz (nonsense) mutasyon).

Original sequence
' ‘- ' ' s ' A s oc '
Point mutation

L

g
~

\ N
IR IY

G'AGG'

b) Cerceve kaymasi (Frameshift) Mutasyonu: Okuma c¢ercevesinde
kaymaya neden (U¢ ve Ugun katlari olmayan degisimler sonucu kodonlarin
degismesi) olan ve genellikle beklenen yerin dncesinde stop kodon olusturarak
erken zincir sonlanmasi olusturan mutasyonlardir. insersiyon ya da delesyon

sonrasi olusabilir.

Original sequence

' A A ' ' G ' A G G ' Original sequence
' A A " G ' B G G '
Deletion

' - B l o '. E B ' Insertion
\ NN F RS R
‘w J
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2. Biiyiik Olcekli Mutasyonlar (Large-Scale Mutations)

a) Delesyon/Duplikasyon mutasyonlari (indels)
b) Ters donme (inversiyon) mutasyonu
c) Araya eklenme (insersiyon) mutasyonu

d) Translokasyon mutasyonu

Deletion Duplication Inversion

Insertion Translocation

i Jg@ ‘

2015 yilinda Richards ve arkadaslari saptanan herhangi bir mutasyonun

yorumlanmasi ile ilgili birtakim kriterler olusturmuslardir (Tablo 2.3, Tablo 2.4,
Tablo 2.5).
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Tablo 2.3. Patojenik varyant diyebilmek igin gerekli kriterler- Richards ve ark.
(203)'ndan alinmistir.

Evidence of pathogenicity Category
\ery strong Pv51 null variant (nonsense, frameshift, canonical £1 or 2 splice sites, initiation codon, single of multiexon
deletion) in a gene where LOF is a known mechanism of disease
Caveats:

* Beware of genes where LOF is not a known disease mechanism (e.q., GRAP, MYHT)
* Use caution interpreting LOF variants at the extrerne 3’ end of a gene

* Use caution with splice variants that are predicted to lead to exon skipping but leave the remainder of the
protein intact

= lse caution in the presence of multiple transcripts
Strang PS1 Same amino acid change as a previously established pathogenic variant regardless of nucleotide change
Exarmple: Wal—Leu caused by either G=C or G=Tin the same codon
Caveat Bewara of changes that impact splicing rather than at the amina acid/protein level
PS2 De novo (baoth maternity and paternity confirmed) in a patient with the disease and no family history

MNote: Confirmation of paternity only is insufficient. Egg donation, surragate matherhood, errors in embryo
transfer, and so an, can contribute to nonmaternity.

P53 Well-established invitro or in viva functional studies supportive of a damaging effect on the gene or gene
product

Note: Functional studies that have been validated and shown to be reproducible and robustin a clinical
diagnostic laboratory setting are considered the most well established.

PS4 The prevalence of the variant in affected individuals is significantly increased compared with the prevalence
in controls

MNote 1: Relative risk or OR, as obtained from case-conitrol studies, is »5.0, and the confidence interval around
the estimate of relative risk or OR does not include 1.0. See the article for detailed guidance.

MNote 2: In instances of very rare variants where case—control studies may not reach statistical significance, the
price abservation of the variant in multiple unrelated patients with the same phenotype, and its absence in
controls, may be used as moderate level of evidence.

Maoderate PM1 Located in a mutational hat spot andfor critical and well-established functional demain (e.g., active site of
an enzyme) without benign variation

PM2 Absent from controls (or at extremnely bow frequency if recessive) in Exarme Sequencing Project,
1000 Genomes Project, or Exome Aggregation Consortium

Caveat: Population data for insertions/deletions may be poorly called by next-generation sequencing.
PM3 For recessive disorders, detected in trans with a pathogenic variant
Mote: This requires testing of parents (or offspring) to determine phase.
P4 Protein length changes as a result of in-frame deletionsfinsertions in a nonrepeat region or stop-loss variants

PhAS Novel missense change at an amino acid residue where a different missense change determined to be
pathaogenic has been seen before

Example: Arg156His is pathogenic; mow you observe Arg156Cys
Caveat: Beware of changes that impact splicing rather than at the amine acidfprotein level.
PG Assumed de novo, but without confirmation of paternity and maternity

Supporting PP1 Cosegregation with disease in multiple affected family members in a gene definitively known to cause the
disease

Note: May be used as stronger evidence with increasing segregation data

PP2 Migsense variant in a gene that has a low rate of benign missense variation and in which missense variants
arg a comman mechanism of disease

PR3 Multiple lines of computational evidence support a deleterious effect on the gene or gene product
(conservation, evolutionary, splicing impact, etc.)

Caveat: Because mary in silico algorithms use the same or very similar input for their predictions, each

algarithim should not be counted as an independent criterion. PP3 can be used only once in any evaluation of
avariant.

PP4 Patient's phenotype or family history is highly specific for a disease with a single genetic etiology

PPS Reputable source recently reports vaniant as pathogenic, but the evidence is not available to the laboratory
to perform an independent evaluation

LOF, loss of function; OR, odds ratio.
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Tablo 2.4. Benign varyant diyebilmek icin gerekli kriterler- Richards ve ark.

(203)'ndan alinmigtir.

Evidence of benign

impact Category
Stand-alane BAT Allele frequency is 5% in Exome Sequencing Project, 1000 Genomes Project, or Exame Aggregation Consortium
Strong BS1 Allele frequency is greater than expected for disorder

BS2 Observed in a healthy adult individual for a recessive (homaozygous), dominant (heterozygous), or X-linked
(hemizygous) disarder, with full penetrance expected at an early age

BS3 Well-established in vitro ar in vivo functional studies show no damaging effect on protein function or splicing
BS54 Lack of segregation in affected members of a family

Caveat: The presence of phenocopes for comman phenotypes (i.e., cancer, epilepsy) can mimic lack of segregation
among affected individuals. Also, families may have more than one pathegenic vanant contributing to an autosomal
dominant disorder, further confounding an apparent lack of segregation.

Supparting BP1 Missense variant in a gene for which primarily truncating vanants are known 1o cause disease

BF2 Observed in frans with a pathogenic variant for a fully penetrant dominant genefdisorder or observed in cis with a
pathogenic variant in any inheritance pattern

BF3 In-frame deletions/insertions in a repetitive region without a known function

BP4 Multiple lines of computational evidence suggest no impact on gene or gene product (conservation, evalutionary,
splicing impact, etc.)

Caveat: Because many in silico algorithms use the same or very similar input for their predictions, each algorithm
cannot be counted as an independent criterion. BP4 can be used only once in any evaluation of a variant.

BPS Variant found in a case with an alternate molecular basis for disease

BP& Reputable source recently reports variant as benign, but the evidence is not available to the laboratory to perform an
independent evaluation

BFT A symonymous (silent) variant for which splicing prediction algorithms predict no impact to the splice consensus
sequence nor the creation of a new splice site AND the nucleatide is not highly conserved

Tablo 2.5. Mutasyonlarin yorumlanmasi- Richards ve ark. (203)'ndan alinmistir.

Pathogenic (i) 1Very strong (PVS1) AND
(a) 21 Strong (PS1-PS4) OR
(b) =2 Moderate (PM1-PM6) OR

(¢) 1 Moderate (PM1-PM6) and 1 supporting
(PP1-PPS) OR

(d) 22 Supporting (PP1-PPS)
(ii) =2 Strong (PS1-PS4) OR
(iii) ¥ Strong (PS1-PS4) AND

(a)=3 Moderate (PM1-PM6) OR

(b)2 Moderate (PM1-PM6&) AND 22
Supporting (PP1-PP5) OR

(€)1 Moderate (PM1-PME) AND 24
supporting (PP1-PPS)

Likely pathogenic (i) 1 Very strong (PVS1) AND 1 moderate (PM1-
PM6) OR

(ii) 1Strong (PS1-PS4) AND 1-2 moderate
(PM1-PME) OR

(iii) 1 Strong (PS1-PS4) AND 22 supporting
(PP1-PP5) OR

(iv) 23 Moderate (PM1-PM6) OR

(v) 2 Moderate (PM1-PM6) AND 22 supporting
(PP1-PPS) OR

(vi) 1 Moderate (PM1-PM6) AND 24 supporting
(PP1-PPS)

Benign (i) 1Stand-alone (BA1) OR
(ii) 22 Strong (B51-8S4)
Likely benign (i) 1 Strong (BS1-BS4) and 1 supporting (BP1-
BP7)OR
(i) 22 Supporting (BP1-BP7)

Uncertain (i) Other criteria shown above are not met OR

significance (ii) the criteria for benign and pathegenic are

contradictory
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3.GEREG ve YONTEM

Aragtirma; Mart 2013, bu tarih laboratuvarimizca HBB geninin sanger
sekans yontemi ile dizilenmeye bagladigi tarihtir, -Agustos 2018 yillari arasi
Canakkale Onsekiz Mart Universitesi Tip Fakiltesi Genetik Tani ve Tedavi
Merkezi'ne bagvurmus toplam 566 kisiden; arastirmaya dahil edilme kriterlerini
kargilayan 80 olgu ve 20 saglikli kontrol birey olmak tzere toplam 100 kisiye ait
retrospektif veriler kullanilarak yuratildu. Bu bireylere ait hedef KLF1 ve HBD
genlerinin genotiplenmesi icin yine Canakkale Onsekiz Mart Universitesi Tip
Fakultesi Genetik Tani ve Tedavi Merkezine ait alt yapi olanaklarindan

yararlaniimigtir.
3.1.Kisilerin bilgilendirilmesi, aydinlatiimig onam ve etik kurul onayi

Aragtirmaya dahil edilen olgu ve kontrol grubundaki bireyler laboratuvar
kayitlarimizdaki iletisim bilgileri kullanilarak poliklinigimize davet edildi. Bu
arastirma hakkinda kendilerine bilgi verildi. Katilma onami veren bireylerin daha
onceden HBB geni analizleri icin vermis olduklari biyolojik materyallerin yeterliligi
kontrol edildi; yeterli olanlardan yeniden periferik kan 6rnegi istenmedi. Yetersiz
oldugu tespit edilenlerden ise onam formu imzalatilarak tekrardan EDTA'lI 5ml

periferik kan 6rnegi alinmasi planlandi.

Arastirmanin etik acidan uygunlugu "Canakkale Onsekiz Mart Universitesi
Klinik Arastirmalar Etik Kurulu" tarafindan 17.10.2018 tarih ve 2018-18 nolu
karari ile onaylandi. Arastirmanin finansmani kendi imkanlarimizla saglandi;
birtakim idari aksakliklar nedeniyle COMU Bilimsel Arastirma Projeleri

Koordinasyon Birimi'ne (BAP) basvuru yapilamadi.

37



3.2.0lgu gruplarinin segimi

Hemoglobin elektroforezinde HbF yuksekligi (>2%) veya HbA:2 seviyesi
anormalligi saptanip ileri degerlendirme, tani i¢in ydnlendirilmis ya da dogrudan
basvurmus ve genetik etyoloji icin HBB geni sanger sekans dizilemesi yapiimis
olgulara ait dosyalar retrospektif olarak tarand. iletisim kurulabilen, arastirmaya
katilma onami veren ve hemoglobin elektroforez analizi HPLC yontemi ile yapilip

sonuglarina ulasilabilenler aragtirmaya dahil edildi.

Elektroforez sonuglarina gére "HbF yuksekligi" diyebilmek igin sinir deger
2%, "HbA2 dusukligu" diyebilmek i¢in sinir deger 2%, "borderline seviyede HbA2
yuksekligi" diyebilmek icin sinir araigi 3,3%-4,1% (48,116-120), "borderline
seviye uzerinde HbAz yuksekligi"
edildi. >2% HbF seviyesi "HbF ylksekligi", <2% HbA: seviyesi "HbA2 dusukliga",
3,3%-4,1% HbA:2 seviyesi "borderline seviyede HbA: ylksekligi" ve >4,1% HbA:2

oy

seviyesi "borderline seviye uzerinde HbA2 yuksekligi

diyebilmek i¢in sinir deger 4,1% olarak kabul

olarak degerlendirildi.

Hemoglobin fraksiyon farkliliklarina gére dért farkh olgu grubu (A grubu, B
grubu, C grubu ve D grubu) olusturuldu ve her grupta toplamda 20 olgu olacak
sekilde gruplar dizayn edildi. Arastirmaya dahil edilme kriterleri ve olgu gruplari

su sekilde duzenlendi;

A Grubu: Elektroforez sonuglarina gére sadece HbF yiuksekligi (>2%)
saptanan; HbA ve HbA: dizeyleri normal seviyelerde olanlar bu grupta
degerlendirildi. Retrospektif taranarak bu 6zellige sahip toplamda 20 olgunun

tamami A grubunda arastirmaya dahil edildi.

B Grubu: Elektroforez sonuglarina gore sadece borderline seviyede HbA:2
yuksekligi (3,3%-4,1%) saptanan; HbA ve HbF dizeyleri normal seviyelerde
olanlar bu grupta degerlendirildi. Retrospektif taranarak bu o6zellige sahip
toplamda 21 olgu igerisinden 20 olgu B grubunda arastirmaya dahil edildi.

Borderline seviyede HbA: yuksekligi olan ve arastirma disinda kalan tek olgunun
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kiz kardesi arastirmaya dahil edilmisti. Boylelikle allel frekansini etkilememesi igin

ayni soy bagindan gelen kigilerden sadece birisi arastirmaya dahil edilmis oldu.

C Grubu: Elektroforez sonuglarina goére sadece borderline seviyesi
uzerinde HbA:z yuksekligi(>4,1%) saptanan; HbA ve HbF dlzeyleri normal
seviyelerde olanlar bu grupta degerlendirildi. Retrospektif taranarak bu 6zellige
sahip toplamda 47 olgu arasindan "basit rastgele ornekleme" yontemi ile secilen

20 olgu C grubunda arastirmaya dabhil edildi.

D grubu: Elektroforez sonuglarina goére sadece HbA2 diusukligui(<2%)
saptanan; HbA ve HbF dlzeyleri normal seviyelerde olanlar bu grupta
degerlendirildi. Retrospektif taranarak bu o6zellige sahip toplamda 41 olgu
arasindan mutasyon saptama ihtimalini artirmak amaciyla HbA:2 seviyesinin
<1,7% oldugu 28 olgunun arasindan 20 olgu "basit rastgele 6érnekleme" yontemi

ile aragtirmaya dahil edildi.

Tdm olgularin yas (6rnegi verdikleri andaki), cinsiyet, tam kan sayimi
(CBC) verilerinden RBC(x10%/mm?3) sayisi, Hb(g/dL), MCV(fL) ve MCH(pg)
degerleri ve varsa demir profilini yansitan parametreleri (ferritin(ng/mL), serum

demir(ug/dL)/total demir baglama kapasitesi(ug/dL)) kaydedildi.

3.3.Kontrol grubunun segimi

lletisim kurulabilen, arastirmaya katilma onami veren ve hemoglobin
elektroforez analizi HPLC yontemi ile yapilip sonuclarina ulasilabilenler

arastirmaya dahil edildi.

Tam kan sayimi deg@erleri (RBC sayisi, Hb, MCV ve MCH degerleri) ve
elektroforez sonugclari (HbF, HbA ve HbA: degerleri agisindan) normal aralikta
olup, eslerinde/partnerlerinde elektoroforez anormalligi olmasi nedeniyle dogru
genetik danisma verebilmek icin kendilerine de HBB geni sanger sekans
dizilemesi yapilmis ya da bagka bir sebepten 6tira genetik galismaya alinmig

toplamda 63 kisi arasindan "basit rastgele drnekleme" yontemi ile secilen 20 Kigi
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kontrol grubunda arastirmaya dahil edildi.

Kisilerin orneg@i verdikleri andaki yas, cinsiyet, tam kan sayimi (CBC)
verilerinden RBC(x103/mm3) sayisi, Hb(g/dL), MCV(fL) ve MCH(pg) degerleri ve
varsa demir profilini yansitan parametreleri (ferritin(ng/mL), serum

demir(ug/dL)/total demir baglama kapasitesi(ug/dL)) kaydedildi.

lletisim bilgileri Gzerinden irtibat saglanamayan, arastirmaya katiima
onami vermeyen, HbF ile HbA: birlikte yuksekligi saptanan, Hb elektroforez
analizi yapilmamis ya da bagka yontemlerle yapilmis olan, HPLC sonucuna
ulagilamayan, ayni soy bagindan gelen kigilerden sadece birisi haricindeki diger

kisiler arastirma digi birakilmigtir.

Arastirmanin dizayni sekil 3.1'de gosterilmistir.

Arastirma

KONTROL GRUBU OLGU GRUBU
(20 Kisi) (80 Kisi)

20 olgu 20 olgu 20 olgu 20 olgu
Sadece HbF Sadece borderline HbA,| |Sadece borderline seviyesi Sadece HbA
yiiksekligi olanlar yiiksekligi olanlar | | Uzerinde HbA, yikseKligi | ekt olanlar
A GRUBU B GRUBU C GRUBU D GRUBU

Sekil 3.1. Arastirmamizin dizayni.
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3.4.Yontem

80 olgu ile 20 kontrol grubu bireyin EDTA'l periferik kan materyallerinden
izole edilmis DNA ornekleri kullanildi. Orneklerle ilgili tim islemler Genetik Tani
ve Tedavi Merkezimiz blnyesinde ¢alisildi. Arastirmaya alinan kisilerin hepsinin
biyolojik materyalleri yeterliydi; dolayisiyla kisilerden yeniden periferik kan ornegi

istenmedi.

TUm orneklerin; tam kan sayimi (CBC) analizleri ve demir profillerini
gosteren tetkikleri Canakkale il Halk Saghgi Laboratuvari binyesinde bulunan
Pentra DF Nexus-Horiba®, UniCel DxI 800-Beckman Coulter® ve AU5800-
Beckman Coulter® cihazlarinda caligilmisti.  Orneklerin  hemoglobin
fraksiyonlarinin kantitasyon élciimleri ve hemoglobin analizleri yine Canakkale il
Halk Saghgi Laboratuvari biinyesinde bulunan otomatize HPLC cihazinda (HLC-
723G8; Tosoh®, Tokyo, Japonya) beta-talasemi analiz modu kullanilarak
yapilmisti. Bu verilerin kullanim izni Canakkale il Saglik MudurlGgi'nin
30.10.2018 tarih ve 18231034-604.02.99-E.780 sayili yazisi ile alindi.

3.4.1.Genetik analiz
3.4.1.1.PCR ile amplifikasyon ve DNA dizi analizi

Sirasiyla asagidaki basamaklar uygulandi:

- Daha 6nceden izole edilmis DNA'larin kalitatif ve kantitatif agidan
degerlendiriimesi.

- KLF1 ve HBD genlerinin kodlayici tim ekzonlarinin ve ekzon-intron
kavsak bdlgelerinin, 5'UTR-3'UTR bdlgelerinin ve promoter bolgelerinin belirli bir
kisminin uygun primerler ile amplifikasyonu (Birinci PCR (polimeraz zincir
reaksiyonu) agsamasi)

- %2'lik agaroz jel elektroforezinde amplikonlarin kontrolu

- PCR drunlerini temizleme asamasi

- isaretleme reaksiyonu (ikinci PCR asamasi)
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- ikinci PCR urtinlerini saflastirma asamasi
- Orneklerin kapiller elektroforez cihazina yiklenmesi ve ham datalarin

uygun yardimci programlar araciligiyla analiz edilmesi.

3.4.1.1.1 Kullanilan cihazlar

Tablo 3.1'deki cihazlarla arastirma yuaratuldu.

Tablo 3.1. Kullanilan cihazlar.

Cihazlar

Marka

Otomatik Kapiller
Elektroforez
Cihazi

ABI PRISM® 3130 Genetic Analyzer (Applied
Biosystems™)

Termal dongu

cihazlari

e GeneAmp® 9700 (Applied Biosystems™)
o Veriti® (Applied Biosystems™)
¢ SimpliAmp® (Applied Biosystems™)
¢ T100® (Bio-Rad™)

MikrosantrifUj

¢iCEN-24 (AllSheng™)
e Mikro 200 (Hettich Zentrifugen™)

Otomatik pipet e Research Plus (Eppendorf™)
seti e FinnPipette® (Thermo Fisher Scientific™)
Spektrofotometre P 330 (Implen™)
Vorteks Genius 3 (IKA™)

Hassas terazi

aeADAM™

Mikrodalga firin

ALMD 17 B (Altus™)

Yatay

elektroforez tanki

Nanopac-300 (Fisher Scientific™)

Jel goruntileme

UVP Transilluminator (Analytik Jenam™)

cihazi
Minispin Espresso®(Thermo Fisher Scientific™)
Combi-Spin FVL-2400N (Biosan™)
Mikroplak

karigtirici-spin

Universal centrifuge vortex (CV-U) (Biosan™)
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3.4.1.1.2.Kullanilan sarf malzemeler ve kimyasallar

Tablo 3.2'deki sarf malzemeler ve kimyasallar kullanildi.

Tablo 3.2. Kullanilan sarf malzemeler ve kimyasallar.

icerik Marka
v dNTP Mix GML®
v MgCl2 GML®
PCRigin gerekli | v pCR Buffer GML®
kimyasallar v Enhancing Buffer GML®
v Taq Polimeraz GML®

v DMSO Cas. No:67-68-5

(teknik kimyasallar)
v’ BigDye® Terminator v3.1
Ready Reaction Mix
BigDye™ (dideoksiribon(ikleozit

Terminator v3.1
Cycle
Sequencing kit

trifosfatlari (ddNTP) ve
AmpliTaq DNA
polimerazi icerir.)

v’ 5X BigDye® Sequencing
Buffer

Applied
Biosystems™

v Exonuclease |

ExoSAP™
PCR Product v’ Shrimp Alkaline L
Cleanup kiti Phosphatase(SAP)
v’ Buffer
v’ Performans Optimize Applied

POP-7™ Polimer

Edici Polimer Biosystems™
v' Kolonlu tiip GML®
= S
Sephadeks® Capraz bagli dekstran GML®

jel

Steril ependorf tipleri (2ml)

GenFollower®

Steril PCR tupleri (0,2ml)

* GenFollower®

* Axygen®
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Steril, filtreli 10 pl,100 pl,ve 1000 ul pipet uclar Molgen®

e Plate Septa 96-well
(Applied
Biosystems™)
Mikroplak ve septalari e MicroAmp® optical
96-well reaction
plate(Applied
Biosystems™)
e Tenty® nit R403
(Multikan™)

e Tenty® grip
(Multikan™)

Tek kullanimlik pudrali/pudrasiz nitril eldiven

3.4.1.1.3.Spektrofotometre ile DNA konsantrasyon ve kalitesinin

degerlendirilmesi

Spektrofotometre ile 1sik absorbsiyonu yapabilen maddelerin sivi
solUsyonlar igindeki miktari ve kaliteleri degerlendirilir. Farkl spektrumlarda 1sin
gonderilerek ne kadar i1sinin absorbe (A) edildigi hesaplanir. DNA ve RNA gibi
nakleik asitler 15131 260 nm'de, proteinler ise 280 nm'de maksimum absorbe
ederler. Dolayisiyla A260/A280 orani nukleik asitlerin safliginin(kalitesinin)
degerlendirmesinde kullanilan bir orandir. DNA safligi i¢in uygun olan A260/A280
orani 1,8-2 degerleridir. Bu araliktan daha az olan degerler protein
kontaminasyonunu gdsterirken Uzerindeki degerler RNA miktarinin fazla

oldugunu gosterir.

Daha oOnceden izole edilmis DNA ornekleri konsantrasyon ve saflik
agisindan spektrofotometre ile degerlendirildi. DNA o6rneklerinin 20-60 ng/uL

konsantrasyon araliginda olmasi saglandi.
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3.4.1.1.4.KLF1 ve HBD genlerinin PCR ile amplifikasyonu

KLF1 ve HBD genlerinin kodlayici tim ekzonlari, ekzon-intron kavsak
bolgeleri, 5'UTR-3'UTR bodlgeleri ve promoter bolgelerinin belirli bir kismi uygun

primerler kullanilarak PCR ile ¢ogaltildi.

PCR icin dizileri daha onceden yayinlarda belirtiimis olan (46,121,122)
primer ciftleri kullanildi (Tablo 3.3). KLF1 geninin ikinci ekzonu blyUlk oldugundan
bu ekzonun dizilenmesi iki primer ¢ifti ile saglandi (46). Primerlerin dizayninda
KLF1 geni igin "NM_006563" nolu transkripti, HBD geni i¢cin "NM_000519" nolu

transkripti referans dizi olarak kabul edildi.

Tablo 3.3. Arastirmada kullanilan primer dizileri.

Gen Ekzon Primer Cifti

1.Ekzon F-5'-GAACCTCAAACCCCTAGACCACC-3
R-5-TTACCCAGCACCTGGACCCT-3

F1-5-CCGGGTCCCAAACAACTCA-3'

KLFL 2 Ekzon R1-5-GTGTCCAGCCCGCGATGT-3'
F2-5-GCCCTCTGCAACCCTTCTTC-3'
(46) R2-5'-CCGAGACTCTGGGCGCATA-3'
3 Ekzon F-5-CTTGTCCCATCCCCAGTCACT-3
R-5-TGCGGCAAGAGCTACACCA-3'
1.Ekzon F-5-GAGCCTCTCTTATAACCTTG-3
BD R-5'-AGAACAGCCAATCTCAGGGC-3'
2.Ekzon F-5-AGAGAAAAGTGAAGCATCTC-3
(121,122) R-5-CAAGGTTATAAGAGAGGCTC-3
3.Ekzon F-5-TAATCAGGAAGTTGAGCTGAA-3'

R-5'-CTCTGTTAACCATATGCATGT-3'

3.4.1.1.4.1.Hedef bolgelerin amplifikasyonu (Birinci PCR) i¢in
reaksiyon karigimi ve birinci PCR kosullan

KLF1 ve HBD genleri amplifikasyonu igin toplam reaksiyon hacmi 25 pL
olacak sekilde Tablo 3.4'teki bilesenler belirtilen oranlarda 0,2 ml'lik steril PCR
tiplerine eklenerek karistirildi. Tablo 3.5'te belirtlien PCR siklus ve sureleri
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kullanilan bilesenler ve miktarlari.

uygulanarak ilgilenilen bolgelerin amplifikasyonu saglandi.

Tablo 3.4. Hedef bdlge amplifikasyonu (Birinci PCR) reaksiyonunda

Bilesenler Miktar(pL)
Distile Su 7,5 yL
GML® PCR Buffer 2,5uL
llgili bolgeye ait primer (F,R) 1pL +1pL
dNTP Mix 2 uL
MgCl2 0,5 yL
GML® Enhancing Buffer 7,5 uL
Taqg Polimeraz 0,75 yL
DMSO* 0,65**/1,3** uL
Genomik DNA (20-60 ng/uL) 2,5uL
Total 25 uL
*: KLF1 geni ekzonlarinin amplifikasyonu icin kullanildi.
**: KLF1 geni birinci ve ikinci ekzonu igin 2,5%'luk DMSO;
Ucuncu ekzonu igin 5%'lik DMSO kullanildi.

Tablo 3.5. Birinci PCR kosullari.

Aktivasyon 95°C 10 dakika
. . : 95°C 40 saniye
Amplifikasyon éncesi hazirlk . :
o 70°C 30 saniye
(Pre-PCR) (9 dongu) :
72°C 1 dakika
. 95°C 40 saniye
Amplifikasyon - :
L 60°C 1 dakika
(35 dongu) :
72°C 1 dakika
Final Uzama 72°C 10 dakika
Saklama 4°C 0
*: Her dongude 2°C dusurulerek.
** ¢ Primerlerin  Tm  derecelerine  gore farkhhk

gOsterebilmektedir.
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3.4.1.1.5.Jel elektroforezinde amplikonlarin kontrolii

Birinci PCR sonrasi amplifiye edilmig fragmanlar jel géruntileme cihazina
alinarak bant yapilari ve ilgilenilen bolgelerin dogru bir sekilde c¢ogaltildiginin
kontrolu saglandi. Tek, parlak ve istenilen uzunlukta olan bant yapilar ile
calismaya devam edilirken; bant yapisi olugturmayan ya da silik goziken,

parcali-pek ¢ok bant yapisi olusturmus PCR UrUnleri ise yeniden tekrarlandi.

Jel elektroforezi icin kullanilan kimyasallar Tablo 3.6'da belirtilmistir.

Tablo 3.6. Jel elektroforezi icin kullanilan kimyasallar.

Kimyasal Marka

Agaroz Prona Biomax Agarose
Thermo Fisher Scientific™

Cas N0:1239-45-8
6x DNA loading dye solution

Fc Biotek®
GeneRuler® 1kb DNA ladder

Etidyum bromur

Bromfenol mavisi

DNA marker
Thermo Fisher Scientific™
10x Tris borat EDTA Multicell®
(TBE) tampon solusyonu Wisent Bio Products™

Sirasiyla asagidaki basamaklar uygulandi,

1. 100 ml'lik erlenmayer icine 1 gr agaroz ve 50 ml 10x TBE solusyonu konulup
mikrodalga firinda eriyip berraklagana kadar isitild1.

2. 3 ul etidyum bromur ilave edildi ve karistirilarak jelin donmasi beklendi.

3. 2 yl Bromfenol mavisi ile 5 yl PCR UrlnU parafilm Uzerinde karistirilarak jel
uzerinde olugturulan kuyucuklara yuklendi.

4. Amplikon kontrolu igin 6rnek marker yuklendi.

5. Ornekler agaroz jelde (120 V) akimda yaklasik 20-30 dk yur(tiilerek beklenen
baz cifti uzunluguna gére ayrilmalari saglandi. Amplifiye edilen fragmanlarin

uzunluklari Tablo 3.7'de belirtilmistir.
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Tablo 3.7. Kullanilan primer ciftleri sonrasi amplifiye edilen

fragmanlarin uzunluklari.

Gen Ekzon Uzunluk(bg)
1.Ekzon 567 bg
KLE1 2.Ekzon 1.primer cifti 713 bg
2.Ekzon 2.primer gifti 662 bg
3.Ekzon 537 bg
1.Ekzon 330 bg
HBD 2.Ekzon 373 bg
3.Ekzon 310 bg

6. Sure bitiminde amplifiye olmug fragmanlar jel gérintileme cihaziyla incelendi

ve bant yapilarinin géruntuleri alindi.

3.4.1.1.6.PCR iiriinlerinin enzimatik temizlenmesi

PCR drunleri; uygun sekilde amplifiye olmamis Urdnler, tepkimeye
girmemis dNTP'ler, tek zincirli DNA iplikleri ve hibridize olmamis primerlerden
ExoSAP® PCR Product Cleanup kiti (GML®) kullanilarak temizlendi. Kit
icerisindeki Exonuclease | enzimi primerleri ve DNA ipliklerini uzaklastirirken;
Shrimp Alkaline Phosphatase (SAP) enzimi ise ortamdaki dNTP'leri uzaklastirir.

Dolayisiyla istenmeyen Urunler bu sekilde ortamdan uzaklastiriimig olur.

Belirtilen standartlara gore su basamaklar sirasiyla gergeklestirildi:
1. Her reaksiyon igin yeni 0,2 ml'lik steril PCR tupu i¢ine 7 pyl PCR Uruana ile 2,7
Ml ExoSAPereaktifi koyuldu, pipetaj ile karistirildi.
2. Karisim termal dongu cihazina yerlestirilerek Ureticinin belirttigi kosullarda

tepkime gercgeklestirildi (Tablo 3.8).

Tablo 3.8. PCR urunlerinin enzimatik temizlenmesi.

Basamak Sicakh Sure
Enzim inkiibasyonu | 37°C 30
Enzim inaktivasyonu | 80°C 15

Saklama 4°C )
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3.4.1.1.7.isaretleme reaksiyonu (ikinci PCR reaksiyonu)
bilesenleri ve ikinci PCR kosullan

ikinci PCR reaksiyonunda BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing kit
kullanildi. Her bir PCR arina; isaretleme reaksiyonu igin iki yeni steril PCR tlp
("F" ve "R") olarak hazirlandi (reaksiyon tek yonlu ilerledigi icin). 2 pl'lik PCR

arinua 8 pl'lik reaksiyon karisimi Uzerine eklenerek (Tablo 3.9); Ureticinin belirttigi

kosullarda ikinci PCR reaksiyonu gercgeklestirildi (Tablo 3.10).

Tablo 3.9. isaretleme reaksiyonu (ikinci PCR reaksiyonu)

bilesenleri.

Bilesenler Miktar(uL

Distile Su 3 UL
Forward ya da Reverse 2 uL
5X BigDye® Sequencing 2 uL
BigDye® Terminator Mix 1L

PCR drind 2 L

Total 10 uL

Tablo 3.10. ikinci PCR tepkime kosullari.

Basamak Sicaklik Siire

Aktivasyon 96°C 1 dakika

96°C 10 saniye
Amplifikasyon 500C

e 5 saniye
(25 dongu) :
60°C 4 dakika
Saklama 4°C 0

3.4.1.1.8.ikinci PCR iiriinlerinin saflastiriimasi

istenmeyen arka plan kirlilikleri, PCR asamasinda baglanmayan floresan
boyalari, hibridize olmayan ddNTP'leri ve diger PCR bilesenlerini ortamdan
uzaklastirmak igin bu agsama gereklidir. Sirasiyla Ureticinin belirttigi su agsamalar

uyguland;
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1. 700 pl Sephadex (1 gr Sephadex + 14 ml distile su olacak sekilde hazirlanmig)
2 ml’lik kolonlu tup icine eklendi.

2. 3 dakika 2000 g'de santrifuj yapildi.

3. Tupte kolon olusumu saglandiktan sonra alttaki koleksiyon tipleri atildi, kolon
yeni koleksiyon tupleri Gzerine oturtuldu ve her bir PCR urunu kolonlar Gzerine
aktarildi.

4. PCR drunu 3 dakika 2000 g'de santriflj yapildiktan sonra Ustteki kolon atildi
ve altta kalan drdnler analize hazir halde cihaza yuklenmek Uzere
mikroplaklara yuklendi. Kapiller elektroforez cihazina ylkleme hemen
olmayacak ise urlnler kisa slre icin +4 °C'de, uzun sure igin ise -20 °C'de

muhafaza edildi.

3.4.1.1.9.0rneklerin kapiller elektroforez cihazina yiiklenmesi

Ornekler, 96 kuyucugu bulunan ticari mikroplaklara her bir kuyuya bir
ornek gelecek sekilde uygun olan sirayla yuklenerek kapiller elektroforez cihazi
(Applied Biosystems® 3130 Genetic Analyzer) igerisine yerlestirildi ve POP-7®

polimeri kullanilarak ilgili analiz metodunda yurataldu.

3.4.1.1.10.Elektroforez sonuglarinin degerlendirilmesi

Ham datalarin analizi Seqscape® v2.6 ve Sequencing Analysis® 5.3.1
programlarindan faydalanilarak yapildi. Kapiller elektroforez cihazinin urettigi
elektroferogramda; siyah renk guanini, yesil renk adenini, kirmizi renk timini ve
mavi renk sitozin bazini temsil etmekte idi. Sonuglar, ilgili genin Genbank®taki
referans dizisi ile karsilastirma yapilarak degerlendirildi ve saptanan
varyasyonlar; KLF1 geniigin "NM_006563" nolu transkript referans dizisine, HBD
geni igin "NM_000519" nolu transkript referans dizisine goére isimlendirildi.
Olgularda saptanan varyasyonlarin fenotipik etkilerinin olup olmadig: ilgili
veritabanlari (HGMD® Public version, VarSome®, Clinvar® vb.) ve literatiir
taramasi yapilarak arastirildi. Daha once literatirde tanimlanmamig degisimlerin
patojenite yaratip yaratmadidi; Polymorphism phenotyping v2 (PolyPhen-2°),
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Mutation Taster®, SIFT®, Human Splicing Finder vb. gibi in-silico bioinformatik

programlari ile degerlendirildi.

3.5.istatistiksel analiz

Bulgular; SPSS® versiyon 22.0 surimi ile analiz edildi. Bulgularin
sunumunda; ortalama, standart sapma, yuzde, medyan, minimum ve maksimum
degerler gibi tanimlayici istatistiksel metotlar kullanildi. Gruplarin istatistiksel
olarak karsilastirimasinda Ki-kare ve ANOVA testi; ANOVA testinin
varsayimlarinin karsilanmadidi durumlarda Kruskal-Wallis non-parametrik testi
kullanildi. "p<0,05" olan degerler istatistiksel olarak anlamli kabul edildi. ANOVA
testi sonucunda istatistiksel anlamlilik saptandiginda farkin kaynagini bulmak igin

Post Hoc ¢oklu karsilastirma testlerinden faydalanildi.

4. BULGULAR

Arastirma; Mart 2013-Agustos 2018 tarihleri arasi Canakkale Onsekiz Mart
Universitesi Tip Fakiltesi Genetik Tani ve Tedavi Merkezi'ne basvurmus;
arastirmaya dahil edilme kriterlerini kargilayan 80 olgu ve 20 saglikli kontrol birey

olmak Uzere toplam 100 kisiye ait retrospektif veriler kullanilarak yarataldu.

Kisilere ait demografik veriler, tam kan sayimi (CBC) sonuglarindan RBC
sayisi (x103/mm3), (Hb (g/dL), MCV (fL) ve MCH(pg) degerleri, HPLC yontemi ile
yapilan Hb elektroforez sonuglari ve demir profilini yansitan verileri (serum demir
(ug/dL), UIBC (ug/dL), ferritin (ng/mL)) Tablo 4.5, Tablo 4.6, Tablo 4.7, Tablo 4.8

ve Tablo 4.9'da sunulmustur.
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4.1.Demografik veriler

Arastirmaya dahil edilen 100 kiginin 58'i kadin, 42'si erkek idi (%58 kadin,
%42 erkek; n=100) (Sekil 4.1).

Genel Cinsiyet Dagilimi

MW Erkek
H Kadin

Sekil 4.1. Arastirmaya dabhil edilen kisilerin genel cinsiyet dagilimi.

Gruplar arasi degerlendirildiginde; Grup A ve Grup B 13 kadin- 7 erkek
(%65 kadin, %35 erkek; n=20), Grup C 12 kadin- 8 erkek (%60 kadin, %40 erkek;
n=20), Grup D ve Kontrol Grubu ise 10 kadin- 10 erkek (%50 kadin, %50 erkek)
ten olusmakta idi (Sekil 4.2).

Gruplar Arasi Cinsiyet Dagilimi
14

m Erkek

12

m Kadin

10

Grup A Grup B Grup C Grup D Kontrol Grubu

Sekil 4.2. Gruplar arasi cinsiyet dagihmi.
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Gruplar arasi kadin-erkek dagilimi agisindan istatistiksel olarak anlamli
farklilk saptanmadi (p>0,05) (Sekil 4.3).

Chi-Square Tests

Asymp. Sig.
Value df (2-sided)
Pearson Chi-Square 1.888° 4 756
Likelihood Ratio 1.890 4 .756‘\
ear-by-Line
llilsnsoacri;txilohm " 1.646 1 -200
N of Valid Cases 100

a. 0 cells (.0%) have expected count less than 5. The minimum
expected countis 8.40.

Sekil 4.3. Ki-kare testi; gruplar arasi kadin-erkek dagilimi agisindan istatistiksel

degerlendirme. Ok isareti "p" degerini gostermektedir.

100 kisinin yas ortalamasi 25,71+12,37 idi. Grup igi degerlendirildiginde;
Grup A yas ortalamasi 17,85+13,46, Grup B yas ortalamasi 20,40+9,96, Grup C
yas ortalamasi 31,95£12,01, Grup D yas ortalamasi 30,40+10,69 ve Kontrol
Grubu yas ortalamasi 27,95+9,71 idi (Tablo 4.1).

Tablo 4.1. Arastirmaya dahil edilen kisilerin genel ve grup igi yas

ortalamalarizSs, minimum-maksimum ve medyan degerleri.

‘ Yas ortalamasi+Ss | Min-Maks

(Medyan)

Grup A 17,851£13,46 1-38 (19)
Grup B 20,40+9,96 6-36 (21,5)
Grup C 31,95+12,01 16-63 (31,5)
Grup D 30,40+10,69 10-57 (27,5)
Kontrol Grubu 27,95+9,77 8-45 (27)
Toplam 25,71+12,37 1-63 (27)

Yas dagilimlari agisindan gruplar arasi varyans homojenligi vardi (p>0,05)
(Sekil 4.4), ancak Grup D'deki asiri degerden (Olgu D14) (Sekil 4.6) dolayi
gruplar arasi normal dagihm yoktu (p<0,05) (Sekil 4.5).
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Test of Homogeneity of Variances

YAS

Levene Statistic df1 df2 Sig.

1.299 4 95 (.276)

Sekil 4.4. Levene's testi; yas dagilimlari agisindan gruplar arasi varyans

homojenliginin degerlendiriimesi. Ok isareti "p" degerini géstermektedir.

Tests of Normality

Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk

GRUPLAR Statistic df Sig. Statistic df Sig.

YAS GRUP A 161 20 .189 .894 20 .032
GRUPB 144 20 200 .906 20 .054
GRUP C 182 20 .080 .905 20 .051
GRUP D .265 20 .001 .871 20 .012
KONTROL GRUBU 148 20 .200 .963 20 .611

7 7

*. This is a lower bound of the true significance.

a. Lilliefors Significance Correction
Sekil 4.5. Normallik testleri (Kolmogorov-Smirnov ve Shapiro-Wilk); yas
dagihimlan agisindan gruplar arasi normal dagilimin degerlendiriimesi. Ok

isaretleri "p" degerini gostermektedir.

ANOVA testi varsayimlari kargsilanmadigindan non-parametrik test (One
way non-parametrik ANOVA) olan "Kruskal-Wallis" testi kullanildi. Gruplar

arasinda yas agisindan istatistiksel olarak fark mevcuttu (p<0,05) (Sekil 4.7).
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oOlgu C1
60
0 Olgu C7 *Olgu D14

© Olgu D20

YAS
—
o

0 Olgu D10

1

I | | 1 |
GRUP A GRUP B GRUP C GRUP D KONTROL GRUBU

0

Sekil 4.6. Yas dagihmi agisindan gruplar. Kirmizi ok normalligi bozan asiri degeri

(Olgu D14) g6stermektedir.

Kruskal-Wallis Test

Test Statistics™"®
YAS
Chi-Square 17.128
df 4
Asymp. Sig. .002

a. Kruskal Wallis Test \

h. Grouping Variahle:
GRUPLAR

Sekil 4.7. Kruskal-Wallis testi; gruplar arasi yas acisindan istatistiksel

degerlendirme. Ok isareti "p" degerini gostermektedir.

55



ANOVA

testi

kullanilamasa da

farkin

hangi

grup

tarafindan

kaynaklandigini bulmak amaciyla Post Hoc coklu karsilastirma testlerinden

"Tukey HSD" testi kullanildi. Yas acisindan farkhligin daha ¢ok Grup A; daha az

oranda Grup B'den kaynakli oldugu saptandi (Sekil 4.8).

Post Hoc Tests

Multiple Comparisons

Dependent Variable: YAS
Tukey HSD
95% ...
Mean

(I) GRUPLAR (J) GRUPLAR Difference (I-J) | Std. Error Sig. Lower Bound

GRUP A GRUP B -2.550 3.560 952 -12.45
GRUP C -14.100° 3.560 .001 -24.00
GRUP D -12.550" 3.560 .006 -22.45
KONTROL GRUBU -10.100° 3.560 043 -20.00

GRUP B GRUP A 2550 3.560 952 -7.35
GRUP C 11550 3.560 014 -2145
GRUP D -10.000° 3.560 047 -19.90
KONTROL GRUBU -7.550 3.560 220 -17.45

GRUP C GRUP A 14.100" 3.560 .001 420
GRUP B 11.550" 3.560 014 1.65
GRUP D 1.550 3.560 992 -8.35
KONTROL GRUBU 4.000 3.560 794 -5.90

GRUP D GRUP A 12.550° 3.560 006 265
GRUP B 10.000" 3.560 .047 10
GRUP C -1.550 3.560 992 -11.45
KONTROL GRUBU 2450 3.560 959 -7.45

KONTROL GRUBU GRUP A 10.100" 3.560 043 .20
GRUP B 7.550 3.560 220 -2.35
GRUP C -4.000 3.560 794 -13.90
GRUP D -2.450 3.560 959 -12.35

Sekil 4.8. Post Hoc ¢oklu karsilastirma testlerinden "Tukey HSD" testi; yas

acisindan farkliigin hangi grup tarafindan kaynaklandigini degerlendirme. Ok

isaretleri farklihdin daha ¢ok Grup A; daha az oranda Grup B'den kaynaklandigini

gOstermektedir.
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4.2.Hematolojik veriler

Sonuglarina ulasilabilen toplamda 89 kisinin Hb ortalamasi 12,89+1,76 ve
RBC sayisi ortalamasi 4,69+0,69 iken; MCV degeri ortalamasi 84,04+10,94 ve
MCH degeri ortalamasi 27,92+3,89 idi. Gruplar arasi ve toplam ortalamalar Tablo

4.2'de gosterilmigtir.

Tablo 4.2. Sonuglarina ulasilabilen kigilerin hematolojik verilerinin (RBC sayisi,
Hb, MCH ve MCV degerleri) toplam ve gruplar arasi ortalamalari. Kirmizi oklar

ortalama ve standart sapmayi gostermektedir.

N M&an Std. D!viation

RBC GRUP A 13 42331 54087
GRUP B 20 44175 57421

GRUP C 18 5.5489 69256

GRUP D 18 4 5750 39643

KONTROL GRUBU 20 46115 47826

Total 89 46948 69726

HEMOGLOBINDEGERLERI GRUP A 13 12.6977 1.62695
GRUP B 20 12.9460 1.90372

GRUP C 18 11.7867 1.86938

GRUP D 18 13.3694 1.11873

KONTROL GRUBU 20 13.5430 1.73241

Total 89 12.8951 1.76278

MCV GRUP A 13 91.46 7.019
GRUP B 20 88.05 5717

GRUP C 18 65.94 5795

GRUP D 18 87.83 6.767

KONTROL GRUBU 20 88.10 4898

Total 89 84.04 10.943

MCH GRUP A 13 | 30.0892 2.42456
GRUP B 20 | 29.3075 2.14082

GRUP C 18 | 21.8400 3.33369

GRUP D 18 | 29.3039 2.15093

KONTROL GRUBU 20 | 29.3495 1.86911

Total 89 | 27.9201 3.89053
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Hematolojik verilerin gruplar arasi varyans homojenligi vardi (p>0,05)
(Sekil 4.9), ancak MCV ve MCH degerleri agisindan Grup C normal dagilimi
bozuyordu (p<0,05) (Sekil 4.10).

Test of Homogeneity of Variances

Levene Statistic df1 df2 Sig.
RBC 1.121 4 84 (352
HEMOGLOBINDEGERLERI — " ” -
MCV 516 4 84 /" 724
MCH 754 4 84 | 558 |

Sekil 4.9. Levene's testi; hematolojik veriler agisindan gruplar arasi varyans

homojenliginin degerlendiriimesi. Ok isareti "p" degerini géstermektedir.

Tests of Normality
Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
GRUPLAR Statistic df Sig. Statistic df Sig.
RBC GRUP A 095 13 200 994 13 1.000
GRUP B 120 20 200" 966 20 663
GRUP C 156 18 200 929 18 188
GRUPD A72 18 169 884 18 030
KONTROL GRUBU 151 20 200 961 20 568
HEMOGLOBINDEGERLE  GRUP A 127 13 200 966 13 836
RI GRUP B 133 20 2007 971 20 77
GRUP C 142 18 200 970 18 804
GRUP D 130 18 200 978 18 933
KONTROL GRUBU 153 20 200 931 20 164
MCV GRUP A 187 13 200 961 13 774
GRUP B 123 20 200 979 20 920
218 18 833 18 |.005]|
GRUP D 124 18 /.200' 963 18 653
KONTROL GRUBU 127 20 200 956 20 460
MCH GRUP A 155 13 200 926 13 301
GRUP B 125 20 200 967 20 683
284 18 [ 000 ] 757 18
GRUPD 181 18 125 900 18 / 058
KONTROL GRUBU 172 20 124 951 20 384

Sekil 4.10. Normallik testleri (Kolmogorov-Smirnov ve Shapiro-Wilk);
hematolojik veriler agisindan gruplar arasi normal dagilimin degerlendirilmesi.

Ok igaretleri normal dagilimin Grup C kaynakli bozuldugunu géstermektedir.
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ANOVA testi varsayimlari yine kargilanamadigindan non-parametrik test
(One way non-parametrik ANOVA) olan "Kruskal-Wallis" testi kullanildi. RBC
sayisi, MCV ve MCH degerleri agisindan gruplar arasi istatistiksel olarak farklilik
mevcuttu (p<0,05) (Sekil 4.11).

Test Statistics™°
HEMOGLOBI
NDEGERLER
RBC [ McV MCH
Chi-Square 30.286 9204 | 43713 | 34379

df 4 4 4
Asymp. Sig. GE;\ oss | (Cooo)l  (ooo)
a. Kruskal Wallis Test \“ ‘

Sekil 4.11. Kruskal-Wallis testi; gruplar arasi hematolojik veriler agisindan

N\

istatistiksel degerlendirme. Ok igareti "p" degerini gostermektedir.

ANOVA testi kullanilamasa da farkin hangi grup tarafindan
kaynaklandigini bulmak amaciyla Post Hoc coklu karsilastirma testlerinden
"Bonferroni" testi kullanildi. Tim degerler acisindan farkin Grup C kaynakli
oldugu saptandi (p<0,05) (Sekil 4.12). Bu sonug ¢ok sasirtici degildi gunkl Grup
C olgulari tipik olarak talasemi mindr fenotipini yansitmaktalardi (hipokromi,
mikrositozis, RBC sayisi artisi).

Post Hoc Tests

Multiple Comparisons

Bonferroni
_Mean 95% Confidence Interval
Difference (I-
Dependent Variable () GRUPLAR (J) GRUPLAR J) Std. Error Sig. Lower Bound | Upper Bound
RBC GRUP A GRUP B -18442 19415 1.000 7442 3753
GRUP C -1.31581" 19835 -1.8877 -.7439
GRUP D -34192 19835 9138 2299
KONTROL GRUBU -.37842 19415 -.9382 1813
GRUP B GRUP A 18442 19415 -3753 7442
GRUP C 4113139 17705 -1.6418 -6209
GRUP D -15750 17705 -.6680 3530
KONTROL GRUBU -19400 17233 -6908 3028
@ GRUP A 1.31581 19835 7439 1.8877
GRUP B 113139 17705 6209 1.6418
GRUP D 97389 18165 4502 1.4976
KONTROL GRUBU 93739 17705 4269 1.4478
GRUP D GRUP A 34192 19835 -.2299 9138
GRUP B 15750 17705 -.3530 6680
GRUP C 97389 18165 -1.4976 -.4502
KONTROL GRUBU -.03650 17705 -5470 4740
KONTROL GRUBU  GRUP A 37842 19415 -1813 9382
GRUP B 19400 17233 -3028 6908
GRUP C -.93739" A7705 -1.4478 -.4269
GRUP D 03650 17705 -.4740 5470
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HEMOGLOBINDEGERLE ~ GRUP A GRUP B -.24831 60010 1.000 -1.9784 1.4818
RI GRUP C 91103 | 61309 1.000 -.8566 2.6786
GRUP D -67175 61309 1.000 -2.4393 1.0958
KONTROL GRUBU -.84531 60010 1.000 -2.5754 8848
GRUP B GRUP A 24831 60010 1.000 -1.4818 1.9784
GRUP C 1.15933 54726 an -.4184 2.7371
GRUP D -.42344 54726 1.000 -2.0012 1.1543
KONTROL GRUBU -59700 53266 1.000 -21327 9387
@ GRUP A -91103 61309 1.000 -2.6786 8566
GRUP B -1.15933 54726 an -2.7371 4184
GRUP D -1.58278 56147 060 -3.2015 0360
KONTROL GRUBU -1.75633 54726 019 -3.3341 -1786
GRUP D GRUP A 67175 61309 fﬁm’ -1.0958 2.4393
GRUP B 42344 54726 1.000 -1.1543 2.0012
GRUP C 1.58278 56147 060 -.0360 3.2015
KONTROL GRUBU -17356 54726 1.000 -1.7513 1.4042
KONTROL GRUBU  GRUP A 84531 60010 1.000 -.8848 25754
GRUP B 59700 53266 1.000 -.9387 21327
GRUP C 1.75633 54726 019 1786 3.3341
GRUP D 17356 54726 1.000 -1.4042 1.7513
MCH GRUP A GRUP B 78173 86184 -1.7030 3.2665
GRUP C 8.24923 88050 57107 10.7878
GRUP D 78534 188050 -1.7532 3.3239
KONTROL GRUBU 73973 86184 -1.7450 3.2245
GRUP B GRUP A -78173 86184 -3.2665 1.7030
GRUP C 7.46750° 78595 52015 9.7335
GRUP D 00361 78595 -2.2624 2.2696
KONTROL GRUBU -.04200 76499 -2.2475 21635
@ GRUP A -8.24923 88050 -10.7878 -5.7107
GRUP B -7.46750° 78595 -9.7335 -5.2015
GRUP D -7.46389" 80637 -9.7887 -5.1391
KONTROL GRUBU -7.50050" 78595 -9.7755 -5.2435
GRUP D GRUP A -.78534 188050 -3.3239 1.7532
GRUP B -.00361 78595 -2.2696 2.2624
GRUP C 7.46389 80637 5.1391 9.7887
KONTROL GRUBU -.04561 78595 -2.3116 2.2204
KONTROL GRUBU  GRUP A -73973 86184 -3.2245 1.7450
GRUP B 04200 76499 21635 2.2475
GRUP C 7.50950° 78595 5.2435 9.7755
GRUP D 04561 78595 -2.2204 23116
Mcv GRUP A GRUP B 3.412 2135 274 957
GRUP C 25517 2.181 19.23 31.81
GRUP D 3628 2181 -2.66 9.92
KONTROL GRUBU 3.362 2135 -2.79 9.52
GRUP B GRUP A -3.412 2135 -9.57 2.74
GRUP C 22106 1.947 16.49 27.72
GRUP D 217 1.947 -5.40 583
KONTROL GRUBU -.050 1.895 -5.51 5.41
@ GRUP A 25517 2181 -31.81 -19.23
GRUP B -22.106" 1.947 -27.72 -16.49
GRUP D -21.889" 1.998 -27.65 -16.13
KONTROL GRUBU -22.156° 1.947 -27.77 -16.54
GRUP D GRUP A -3.628 2181 -9.92 2.66
GRUP B -217 1.947 -5.83 5.40
GRUP C 21.889" 1.998 16.13 27.65
KONTROL GRUBU -267 1.947 -5.88 5.35
KONTROL GRUBU  GRUP A -3.362 2135 -9.52 2.79
GRUP B 050 1.895 -5.41 551
GRUP C 22156 1.947 16.54 27.77
GRUP D 267 1.947 -5.35 588
Sekil 4.12. Post Hoc c¢oklu kargilastirma testlerinden "Bonferroni" testi;

hematolojik veriler agisindan farkhligin hangi grup tarafindan kaynaklandigini

degerlendirme. Ok isaretleri farkhligin Grup C kaynakh oldugunu gostermektedir.
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4.3.Saptanan mutasyonlar

4.3.1.KLF1 geninde saptanan mutasyonlar

Arastirmaya dahil edilen 100 kisinin 47'sinde (41’i olgu grubunda, 6’si
kontrol grubunda) KLF1 geni S102P mutasyonu (%47) saptandi; bunlarin 42'si
heterozigot iken, 5 olguda S102P mutasyonu homozigot idi.

A)agacctgcgctetggecgeccagecgaggcctecggggcgecaatatccgecgecgece
Q T C A L A P 3 E A 3 G A Q ¥ P P P P
AGACCTGCC(CTCTGGCGCCCAGCGAGGCC| CCGGGGCGCAATATCCGCCGCCGCECC
CCTGCCCTCTGGCGCCCAGCGAGGCCWECGGGGCGC TATCCGCCGCCGCCC

o

B) agacctgcgctcoctggcgcccagecgaggcoctoccggggecgcaatatccgoccgcecgeccc
Q T [ A L A P 3 E A 3 G A Q ¥ P P P P

AGACCTGCGCTCTGGCGCCCAGCGAGGCC) CCGGGGCGCAATATCCGCCGCCGCCC
GACCTGCGCTCTGGCGCCCAGCGAGGCCLECGGGGEGE TATCCGCCGCCGCCC

(e Ao zummwm AN

Sekil 4.13. KLF1 geni ekzon 2 S102P mutasyonu sanger dizi analiz profilleri.
A) Olgu D13'e ait saptanan heterozigot S102P (KLF1:¢.304T>C) mutasyonu (0k).
B) Olgu D17'e ait saptanan homozigot S102P (KLF1:c.304T>C) mutasyonu (ok).

S102P mutasyonu haricinde; KLF1 geninde bir olguda M39L heterozigot
mutasyonu (Olgu B3), iki olguda P109S heterozigot mutasyonu (Olgu C19,
Kontrol K18), U¢ olguda F182L heterozigot mutasyonu (Olgu B4, Olgu B17, Olgu
D18) ve bir olguda R268L heterozigot mutasyonu (Olgu B1) saptandi. Saptanan
tum mutasyonlar KLF1 geninin prolince zengin N-terminal transaktivasyon
domainini kodlayan boélumundeki mutasyonlardi. Analiz edilen kisilerin higbirinde

KLF1 geni Uguncu ekzonunda mutasyon yoktu.
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Ayrica yine onemli bulgulardan birisi; KLF1 geninde mutasyon saptamayi

bekledigimiz Grup A olgularinda KLF1 geninde herhangi bir patojenik/muhtemel

patojenik mutasyon saptanmadi.

tggtggcgcrccgaagaggcgcaggac
W W R 3 E E A Q D

i

ggcccgggtecotecctgaccccacggagecgece

G P G P P D P T E P I

TGGTGGIGCTCCGAAGAGGCGCAGGAC
TIGGTGGIGCTCCGAAGAGGCGCAGGAC

ihGGGCCCGGGTCCTCCTGACCCCACGGAGECGCCE
IFTGGGCCCGGGTCCTCCTGACCCCACGGAGCCGEOCC

:&MMM&MWW\ gl

Sekil 4.14. KLF1 geni ekzon 2 M39L mutasyonu sanger dizi analiz profili. Olgu
B3'e ait saptanan heterozigot M39L (KLF1:c.115A>C) mutasyonu (ok).

cgcccagcgaggcctccggggcgcaatateceg
A 3 3 E A 5 G A Q ¥ P

ccyg ccec
P 3 P

gagactctgggcgecatatgectggcggcccy
E T L G A ¥ A4 G G

CGCCCAGCGAGGCCTCCGGGGCGCAATATCCGCCG)
CECCCAGCGAGGCCTCCEGEGGCGECAATATCCECCGY

CGCCCGAGACTCTGGGCGCATATGCTGGCGGCCC
GCCCGAGACTCTGGGCGECATATGCTGGCGGECCC!Y

a0 o A A A A e

t

Sekil 4.15. KLF1 geni ekzon 2 P109S mutasyonu sanger dizi analiz profili. Olgu
C19'a ait saptanan heterozigot P109S (KLF1:c.325C>T) mutasyonu (0ok).

acccggggccecggcgccggctectegggtggctrac
Y P G P G A G 5 5 G G ¥

FI:_:F:

ccgcggaccgggctttcagtgecctgecggegteyg
P R T &6 L % ¥ P A A 3

ACCCGGGGCCCGGCGCCGGCTCCTCGGGTGGCTAC Y
ICCCGGGGCCCGGCGCCGGCTCCTCGGGTGGCT.;J

B oo e

TCCCGCGGACCGGGCTTTCAGTGCCTGCGGCGTCG
TCCCGCGGACCGGGCTTTCAGTGCCTGCGGCGTCG

e

t

Sekil 4.16. KLF1 geni ekzon 2 F182L mutasyonu sanger dizi analiz profili. Olgu
B4'e ait saptanan heterozigot F182L (KLF1:c.544T>C) mutasyonu (ok).

jgcgacngccgagaccgcgccabccnagcgaggcghbcgtucgtgggcgcgcaagaggca;gcugcgcac;
G v I A E T A P 5 K R G R R 3 W A R K R { A A H

TGTGATAGCCGAGACCGCGCCATCCAAGCGAGGCC

ACGTTCGTGGGCGCGCAAGAGGCACGCAGCGCAC?
TGETGATAGCCGAGACCECGCCATCCAAGCGEAGGCCOR

ICETTCGETGGGCGOGCAAGAGGCACGCAGCGCAC

e A

W A Al !W\T

Sekil 4.17. KLF1 geni ekzon 2 R268L mutasyonu sanger dizi analiz profili. Olgu
B1l'e ait saptanan heterozigot R268L (KLF1:c.803G>T) mutasyonu (0ok).
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S102P mutasyonun saptanmasi agisindan gruplar arasi istatistiksel olarak
anlamli farkhhk yoktu (p>0.05) (Sekil 4.14).

Kruskal-Wallis Test

Test Statistics™®
KLF1GENIND
ES102PMUTA
SYONU
Chi-Square 5.954
df 4
Asymp. Sig. .203

Sekil 4.18. Kruskal-Wallis testi; gruplar arasi KLF1 geni S102P mutasyonu

saptanma sayisi agisindan istatistiksel degerlendirme. Ok isareti

gOstermektedir.

p" degerini

Tablo 4.3. Arastirmada KLF1 geninde saptanan mutasyon turleri, dagilimlari ve
bu mutasyona sahip kisilerin HbF ve HbA:2 seviyeleri. A) KLF1 geni S102P
mutasyonu saptananlar. B) KLF1 geni S102P disinda saptanan mutasyonlar.

A)
Grup Zigosite Kag kiside | Oran (%) | HbF degerleri (%) HbA: degerleri (%)
saptandigi | (n=20) (Min-Maks) (Min-Maks)

Grup A 8 %40 2,2-3,6 2,1-3,1
Grup B s102pP 9 %45 0,5-1,3 3,3-3,9
Grup C . 8 %40 0,6-1,5 4,2-6,6
Grup D Heterozigot 11 %55 0,2-1,7 0,8-1,7

Kontrol Grubu 6 %30 0,2-1,5 2,4-2,9
Grup A 1 %5
Grup B s1ozp 3 %15 0,5-0,8 3,33,
Grup C Homozigot - -
Grup D 1 %5

Kontrol Grubu - -
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B)

|KLF1 Geni Mutasyonu r Zigosite r Olgu/Kontrol r HbF Degeri (%) erAz Degeri (%)
| M39L | Heterozigot | OlguB3 | 0,6 | 3,8
P109S Heterozigot Olgu C19 0,8 6,3
Kontrol K18 0,3 2,9
Olgu B4 1,0 3,3
F182L Heterozigot Olgu B17 0,5 3,3
Olgu D18 0,7 0,8
R268L Heterozigot Olgu B1 0,6 3,4

4.3.2.HBD geninde saptanan mutasyonlar

HBD geninde mutasyon; gruplar arasinda sadece Grup D'de yani sadece
HbA:2 seviyesi digUk olan olgularda saptandi. Bu durum istatistiksel olarak da
anlamliydi (p<0.05) (Sekil 4.19).

Kruskal-Wallis Test

Test Statistics®®
HBDGENIND
EMUTASYON
Chi-Square 92.889
df 4
Asymp. Sig. .000

Sekil 4.19. Kruskal-Wallis testi; gruplar arasi HBD geninde mutasyon saptanmasi

acisindan istatistiksel degerlendirme. Ok igareti "p" degerini gostermektedir.

Toplam 20 olgudan olusan Grup D'de 19 olguda HBD geninde mutasyon
saptandi (%95, n=20).

4.3.2.1.HBD geninde saptanan bilinen mutasyonlar

Saptanan 19 mutasyonun 18 tanesi daha onceden bilinen ve literatire

kazandiriimig mutasyonlardi. Bunlarin 12 tanesi "HbA2-Yialousa" varyantini
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olusturan (delta 27(B9) Ala-->Ser; HBD:c.82G>T) heterozigot mutasyonu (Olgu
D2, D4, D5, D6, D7, D11, D12, D13, D14, D15, D19 ve D20); bes tanesi "HbA2-
Bornova" varyantini olusturan (delta 116(G18) Arg-->Pro; HBD:c.350G>C)
heterozigot mutasyonu (Olgu D1, D9, D16, D17, D18) ve bir tane "HbA2-
Yokoshima" varyantini olusturan (delta 25(B7) Gly-->Asp; HBD:c.77G>A)

heterozigot mutasyonu (Olgu D3) idi.

ccctgggcaggttggtatcaagys
A L G R L v 3 R
CCCTGGGCAGGTTGGTATCAAGGT
CCCTGGGCAGGTTGGTATCAAGGT

gggcasagtgaascgtggatgcagttggtggtgag
W G K \i N X D A v G G E
GGGCAAAGTGAACGTGGATGCAGTTGGTGGTGAGE
GGGCAAAGTGAACGTGGATGCAGTTGGTGGTGAGHK

R T e me Al

Sekil 4.20. HbA2-Yialousa. Olgu D2'ye ait saptanan heterozigot Delta 27(B9) Ala--
>Ser; HBD:c.82G>T) mutasyonu (ok).

tcrtgggcaatgrgorggrgtgtgrgorggeccgcaacttyggcaaggaartcaccccacaaatge

L L G N v L W C Vi N F G K E F T 3 Q M
TCTIGGGCAATGTGCTGGTGTGTGTGCTGGCCC) CAACTTTGGCAAGGAATTCACCCCACARATGC.
TCTIGGGECAATGTGCTIGGIGTIGTIGTGCTGGCCCS 1ICTTTGGECA 1\ TTCACCCCACA

sl saanafeAnddaaand NW\ N\ ANWM ﬂf

Sekil 4.21. HbA2-Bornova. Olgu D17'ye ait saptanan heterozigot Delta 116(G18) Arg-
->Pro; HBD:c.350G>C) mutasyonu (0k).

letecccgcaasagtgaacgtggatgcagttgge
I b G K V N v D A \i G

gaggccctgggcaggrrgyt
> E A L G R L

TCTCCCGCARAGTGAACGTGGATGCAGTTGGTGEH

TCT0C0CGCAAR

ﬂ fi

GTGAACGTGGATGCAGTTGGTG

TGAGGCCCTGGGCAGGTTGGT
[GAGGCCCTGGGOGCAGGTTGGT

A A
TATAA

>Asp; HBD:c.77G>A) mutasyonu (ok).

Sekil 4.22. HbA2-Yokoshima. Olgu D3'e ait saptanan heterozigot Delta 25(B7) Gly--
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4.3.2.2.HBD geninde ilk kez saptanan mutasyon

Arastirmamizda daha dnceden literatlirde bildiriimemis “novel” HBD geni
heterozigot mutasyonu tespit edildi (Olgu D8). Olgunun geldigi yer kdken alinarak
saptanan HbA:z varyantina "HbA2-Canakkale" adi verildi. Bu mutasyon HBD
geninin A heliksi yedinci sirada bulunan alanin aminoasidinin valin seklinde

kodlanmasina neden olan bir mutasyondu (delta 10(A7) Ala-->Val;
HBD:c.32C>T)

Baslangic¢ kodonu
sonrasl 10.kodon

Protein Sentezi

_ | Baslangig¢ Kodonu T
tggtgcatctgactcctgaggagaagactgetge caatg tgtggggcaaagtgaacy
M v H L T P E E K T N A L ) G K ki N
ATGGTGCATCTGACTCCTGAGGAGAAGACTG TGTCAATGCCCTGTGGGGCAAAGTGAACG
ATGGTGCATCTGACTCCTGAGGAGAAGACTGYIGICAATGCCCTGTGGGGCAAAGTGAACE
il A TN AN e G
AV R0 o00 L /i
TGGTGC TCTGACTCCTGAGGAGAAGACTGIGTCAATGCCCTGTGGGGCAALGTG

Al W A e A Ay

Sekil 4.23. ik kez saptanan HBD geni mutasyonu. Olgu D8'e ait saptanan bu
heterozigot "novel* mutasyon 'HbA2-Canakkale (delta 10(A7) Ala-->Val;
HBD:c.32C>T)' olarak isimlendirilmistir (olgunun geldigi yerin ismi verilmistir).
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Arastirmamizda HBD geni mutasyonlari arasinda en sik saptanan

mutasyon; HbA2-Yialousa mutasyonu (%63,15; n=19), sonrasinda HbA2-

Bornova mutasyonu idi (%26,31). Tum dérneklem icerisinde ise HbA2-Yialousa

mutasyonu %12 oraninda saptanmisti (Sekil 4.24).

HBD GENi MUTASYONLARI

HbA2-Canakkale*

HbA2-Yokoshima

HbA2-Bornova

HbA2-Yialousa

0 10 20 30 40 50 60 70
. HbA2- HbA2-
HbA2-Yialousa | HbA2-Bornova Yokoshima Canakkale*
B TUm 6rneklem igerisindeki
yuzde (%) 12 > 1 1
B Grup D igerisindeki ylzde (%) 63,15 26,31 5,26 5,26
*: arastirmamizda saptanan mutasyon

Sekil 4.24. Arastirmamizdaki HBD geni mutasyonlarinin saptanma sikliklari.

HbA2-Yialousa varyantini tagiyanlarin HbA:2 seviyeleri ortalamasi

1,54+0,10

iken HbA2-Bornova varyantini

ortalamasi 1,12+0,25 idi (Tablo 4.4).
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Tablo 4.4. Arastirmada HBD geninde saptanan mutasyonlar.

Olgu | HbA; Varyanti [HbA; Degeri (%) | HbA; ortalamasi(%)tSs | Min-Maks HbA; (%)
D2 HbA2-Yialousa 1,6
D4 HbA2-Yialousa 1,4
D5 HbA2-Yialousa 1,6
D6 HbA2-Yialousa 1,7
D7 HbA2-Yialousa 1,5
D11 HbA2-Yialousa 1,5
D12 | HbA2-Yialousa 1,4 e a7
D13 HbA2-Yialousa 1,5
D14 HbA2-Yialousa 1,4
D15 HbA2-Yialousa 1,6
D19 HbA2-Yialousa 1,7
D20 HbA2-Yialousa 1,6
D1 HbA2-Bornova 0,9
D9 HbA2-Bornova 1,4
D16 | HbA2-Bornova 1,3 1,12+40,25 0,8-1,4
D17 HbA2-Bornova 1,2
D18 HbA2-Bornova 0,8
D3 | HbA2-Yokoshima 0,9
D8 | HbA2-Canakkale 1,4
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Tablo 4.5. Grup A olgularinin demografik ve hematolojik verileri, hemoglobin elektroforez sonuglari.

GRUP A (Sadece HbF yiiksekligi saptananlar)

Yas* ‘ Hb RBC MCV MCH HbF Ferritin ’Serum Demir‘ TDBK
(g/dl) | (x10%/mm3)|  (fL) (pg) (ng/mL) | (ug/dI) (ug/dl)
Al E 4 12,93 4,86 77 26,61 78,4 2,8 4,7 21,0 45 395
A2 E 1 Veri yok Veri yok Veriyok | Veriyok 80,3 2,4 3,1 Veri yok Veri yok Veri yok
A3 K 28 12,29 3,79 103 32,41 83,0 2,7 2,2 Veri yok 163 292
A4 K 25 12,6 4,31 90 29,23 82,4 2,6 2,1 Veri yok 47 346
A5 E 36 14,79 4,72 95 31,29 82,4 2,5 2,9 57,7 113 382
A6 E 36 14,17 4,58 91 30,95 81,4 2,1 2,2 Veri yok 69 334
A7 K 20 Veri yok Veri yok Veriyok | Veriyok 81,4 2,9 2,7 Veri yok Veri yok Veri yok
A8 K 1 Veri yok Veri yok Veriyok | Veriyok 78,3 2,3 7,0 Veri yok Veri yok Veri yok
A9 K 18 11,21 3,24 99 34,58 82,3 2,7 2,6 Veri yok 63 453
Al0 K 1 Veri yok Veri yok Veriyok | Veriyok 81,7 2,9 3,0 Veri yok Veri yok Veri yok
All K 9 Veri yok Veri yok Veriyok | Veriyok 81,1 3,0 3,4 Veri yok 180 298
Al12 E 28 15,87 5,18 91 30,65 81,4 3,0 3,3 Veri yok 237 338
A13 K 38 13,35 4,45 93 29,97 82,5 2,9 2,4 Veri yok 167 323
Al4 K 17 12,98 4,35 90 29,85 82,6 2,6 3,6 Veriyok 57 368
Al15 E 36 12,74 4,05 95 31,44 81,5 2,8 2,8 Veri yok 69 272
Al6 K 6 Veri yok Veri yok Veriyok | Veriyok 80,6 3,0 3,5 Veri yok Veri yok Veri yok
A17 E 5 10,3 3,91 81 26,32 80,9 2,9 2,2 3,1 Veriyok Veri yok
Al18 K 26 11,18 3,58 97 31,26 81,1 2,7 2,7 Veri yok 48 448
Al19 K 21 10,66 4,01 87 26,6 80,6 2,2 2,4 Veri yok 28 493
A20 K 1 Veri yok Veri yok Veriyok | Veriyok 80,6 3,1 3,0 Veri yok Veri yok Veri yok

*: Ornegin verildigi zamandaki yas.
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Tablo 4.6. Grup B olgularinin demografik ve hematolojik verileri, hemoglobin elektroforez sonuglari.

GRUP B (Sadece borderline HbA; yiiksekligi saptananlar)

Hb RBC mcv HbF | Ferritin ’Serum Demir‘ TDBK
(g/dl) | (x103/mm3)|  (fL) (ng/mL) | (ug/dl) (ug/dl)
B1 K 23 11,47 4,09 87 28,02 83,4 3,4 0,6 14,8 41 300
B2 K 20 11,92 4,37 83 27,27 83,2 3,6 0,5 Veri yok Veri yok Veri yok
B3 K 36 8,82 3,04 89 29,03 82,2 3,8 0,6 4,9 45 436
B4 K 6 11,2 4,34 78 25,79 80,7 3,3 1,0 Veri yok Veri yok Veri yok
B5 K 31 12,39 4,13 92 29,98 83,5 3,6 0,8 77,2 101 302
B6 K 30 12,79 4,21 93 30,34 85,0 3,5 0,5 Veri yok Veri yok Veri yok
B7 E 21 16,54 5,00 97 33,06 84,2 3,5 0,5 Veri yok 142 282
B8 E 23 14,47 4,62 91 31,31 83,0 3,8 0,8 Veri yok 99 295
B9 E 30 15,4 5,05 89 30,47 83,0 3,9 0,6 47,2 203 317
B10 K 11 13,94 5,16 85 27,02 83,4 3,6 0,6 13,3 65 322
B11 K 19 11,14 3,64 92 30,58 84,5 3,4 0,5 27,3 117 302
B12 K 21 13,75 4,01 101 34,26 85,0 3,7 0,6 Veri yok 147 325
B13 E 33 16,13 5,43 86 29,68 84,8 3,4 0,2 Veri yok 153 301
B14 E 24 13,53 4,42 94 30,59 83,5 3,3 0,6 Veri yok 78 328
B15 E 31 14,85 5,17 85 28,74 83,6 3,3 0,6 Veri yok 134 323
B16 K 6 12,65 4,77 80 26,52 83,0 3,4 1,3 16,8 89 382
B17 K 22 11,66 3,96 87 29,46 85,1 3,3 0,5 Veri yok 89 450
B18 K 8 12,28 4,46 83 27,51 84,3 3,8 0,2 20,2 168 370
B19 K 6 11,3 4,11 83 27,5 86,6 3,5 0,6 80,5 73 314
B20 E 7 12,69 4,37 86 29,02 83,2 3,3 1,0 18,0 56 307
*: Ornegin verildigi zamandaki yas.
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Tablo 4.7. Grup C olgularinin demografik ve hematolojik verileri, hemoglobin elektroforez sonugclari.

GRUP C (Sadece borderline seviyesi lizerinde HbA; yiiksekligi

saptananlar)

Hb RBC Mcv ‘ HbA; ‘ HbF Ferritin ’Serum Demir‘ TDBK
(g/dl) | (x10%/mm3)|  (fL) (%) (ng/mL) | (ug/dI) (ug/dl)
Cc1 K 63 11,13 5,49 61 20,27 80,6 5,5 0,7 36,4 82 301
c2 E 32 11,51 5,94 66 19,37 81,5 5,2 0,8 Veri yok 43 289
c3 K 32 10,28 4,91 66 20,95 79,8 5,3 1,5 25,8 111 324
Ca E 38 10,74 5,4 62 19,88 80,2 6,0 0,9 Veri yok 59 314
Cc5 E 17 11,64 5,34 70 21,79 80,0 5,8 1,5 Veri yok Veri yok Veri yok
Cé6 K 18 10,14 5,26 61 19,26 81,9 5,0 0,7 Veri yok 74 263
Cc7 K 56 11,2 5,29 67 21,18 79,9 5,6 0,7 Veri yok Veri yok Veri yok
Cc8 E 29 14,94 6,37 70 23,47 79,7 4,8 0,7 Veri yok Veri yok Veri yok
c9 E 32 14,67 5,72 79 25,66 80,3 6,6 0,6 Veri yok 92 379
Cc10 K 25 8,95 4,77 62 18,75 79,3 5,2 1,7 Veri yok Veri yok Veri yok
C11 K 31 Veri yok Veri yok Veriyok | Veriyok 79,9 5,8 1,2 Veri yok Veri yok Veri yok
C12 K 45 12,92 6,32 62 20,45 79,5 6,1 0,9 Veri yok Veri yok Veri yok
C13 K 22 Veri yok Veri yok Veriyok | Veriyok 77,9 7,3 1,2 Veri yok Veri yok Veri yok
Cl14 K 28 10,98 5,34 63 20,56 79,6 5,3 1,2 Veri yok 95 317
C15 E 38 12,88 6,55 62 19,66 78,4 6,2 1,6 Veri yok Veri yok Veri yok
C16 K 34 8,15 3,75 66 21,72 78,7 5,2 1,6 18,5 174 378
C17 E 27 13,2 6,34 65 20,81 80,1 5,5 1,8 Veri yok 84 301
C18 K 23 14,16 5,23 80 27,06 82,1 4,2 0,9 Veri yok Veri yok Veri yok
C19 K 16 11,45 5,64 59 20,3 79,9 6,3 0,8 Veri yok 97 371
C20 E 33 13,22 6,22 66 31,98 80,1 5,0 0,6 37,1 160 326

*: Ornegin verildigi zamandaki yas.
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Tablo 4.8. Grup D olgularinin demografik ve hematolojik verileri, hemoglobin elektroforez sonuglari.

Hb RBC Mcv ‘ MCH HbF Ferritin ’Serum Demir‘ TDBK
(g/dl) | (x10%/mm3)|  (fL) (pg) (ng/mL) | (ug/dI) (ug/dl)
D1 K 29 12,06 4,43 85 27,23 84,6 0,9 0,7 Veri yok 66 470
- D2 E 26 12,68 4,49 86 28,26 80,9 1,6 0,2 Veri yok 43 322
E D3 K 29 13,25 4,23 99 31,3 80,7 0,9 0,9 Veri yok 45 373
§ D4 K 17 12,76 4,93 78 25,9 84,5 1,4 0,5 Veri yok 97 300
= D5 E 30 13,41 4,52 90 29,68 83,6 1,6 0,7 42,3 129 292
.g D6 E 38 14,36 4,74 93 30,28 83,4 1,7 1,2 Veri yok 100 432
,nso D7 E 27 13,2 5,45 74 24,23 83,6 1,5 0,6 Veri yok 95 410
E D8 K 29 8,93 Veri yok 61 Veri yok 84,3 14 0,5 Veri yok Veri yok Veri yok
:a., D9 E 26 14,54 4,72 94 30,79 84,3 1,4 0,5 Veri yok Veri yok Veri yok
% D10 K 10 Veri yok Veri yok Veriyok | Veriyok 85,0 1,1 0,9 Veri yok Veri yok Veri yok
<N D11 K 27 12,83 4,15 92 30,88 83,8 1,5 0,9 Veri yok 115 339
-§ D12 K 28 12,77 4,29 88 29,81 85,2 1,4 0,3 Veri yok 93 359
8 D13 E 43 15,78 5,47 84 28,83 85,1 1,5 0,5 Veri yok 82 272
% D14 E 57 14,28 4,72 90 30,27 81,4 1,4 0,8 Veri yok Veri yok Veri yok
8 D15 K 26 12,23 4,44 84 27,56 83,3 1,6 0,3 Veri yok 104 394
E D16 K 24 12,69 4,1 89 30,92 85,0 1,3 1,1 Veri yok 136 307
% D17 E 27 13,9 4,38 89 31,72 83,6 1,2 0,6 Veri yok 141 364
o D18 K 36 11,18 4,12 77 27,12 84,3 0,8 0,7 2,6 25 358
- D19 E 27 14,04 4,52 98 31,07 82,8 1,7 1,4 Veri yok 117 332
D20 E 52 14,69 4,65 91 31,62 82,8 1,6 1,7 Veri yok 70 341
*: Ornegin verildigi zamandaki yas.
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Tablo 4.9. Kontrol Grubu kigilerinin demografik ve hematolojik verileri, hemoglobin elektroforez sonuglari.

Kontrol Grubu

Hb RBC MCV ‘ HbF Ferritin TDBK

(g/dl) |(x103/mm3)| (fL) (ng/mL) (ug/dI)
K1 K 28 13,09 4,23 93 30,95 83,0 2,7 0,5 Veri yok Veri yok Veri yok
K2 E 37 11,78 3,88 89 30,35 81,3 2,5 0,8 40,9 45 351
K3 K 10 12,48 4,35 83 28,67 82,3 2,8 0,5 Veri yok Veri yok Veri yok
K4 K 31 12,19 3,95 92 30,86 83,6 2,8 0,6 Veri yok 69 236
K5 E 23 13,88 4,49 88 30,89 81,8 2,5 0,6 Veri yok 145 398
K6 K 28 12,89 4,52 86 28,54 84,8 2,7 0,4 10,2 136 348
K7 E 20 16,56 5,07 98 32,67 83,7 2,9 1,5 42,9 161 326
K8 E 8 12,01 4,44 85 27,06 80,1 2,9 0,3 Veri yok Veri yok Veri yok
K9 E 22 15,51 5,39 84 28,77 81,6 2,6 0,5 22,5 94 363
K10 E 20 14,56 511 82 28,5 82,1 2,9 0,5 Veri yok 68 351
K11 K 45 12,76 4,55 88 28,04 82,5 2,6 0,7 Veri yok Veri yok Veri yok
K12 E 27 16,58 4,94 98 33,57 85,3 2,5 0,4 Veri yok 173 372
K13 K 42 13,93 4,95 83 28,14 83,2 2,6 0,5 16,8 48 306
K14 K 28 11,3 3,99 88 28,34 83,9 2,8 0,3 5,8 38 368
K15 K 37 12,59 4,26 89 29,54 83,2 2,6 0,6 Veri yok 45 301
K16 K 26 12,48 4,47 85 27,93 83,2 2,8 0,6 9,2 62 367
K17 K 36 10,98 4,23 80 25,95 80,6 2,4 0,7 Veri yok Veri yok Veri yok
K18 E 40 14,01 5,01 88 27,96 81,1 2,9 0,3 31,3 102 375
K19 E 25 16,42 5,58 91 29,44 82,7 2,7 0,2 27,2 172 289
K20 E 26 14,86 4,82 92 30,82 81,7 2,8 0,8 Veri yok 158 378

*: Ornegin verildigi zamandaki yas.
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5.TARTISMA

Evlilik oncesi talasemi taramasinin zorunlu oldugu ulkeler arasinda
Tirkiye ile birlikte Birlesik Arap Emirlikleri, Suudi Arabistan, Urdiin, Kibris ve iran
gibi Ulkeler de bulunmaktadir (123). Bu sayede talasemi hastaligi gibi nemli bir
halk sagligi sorunu etkin bir sekilde kontrol altinda tutulabilmekte ve tedavi igin
sagliga ayrilan maliyetler ciddi oranda dusurulebilmektedir. Bir Ulkede;
populasyon taramasi yaparak tagiyicilarin saptanmasi, mutasyonlarin molekuler
karakterizasyonun ortaya konulmasi, genetik danigsmanlik ve prenatal tani

talasemi kontrol programinin yapitaslarini olusturmaktadir (117,124).

Talasemi taramasinda gunumuzde ilk basamak yaklasim; olgularin tam
kan sayimi (CBC) analizlerinin yapilmasi, hematolojik parametrelerinde
anormallik saptananlarin (hipokromi, mikrositik anemi, eritrositozis) ise takiben
otomatize HPLC ya da kapiller elektroforez cihazi ile hemoglobin fraksiyonlarinin
analiz edilmesinden olusur (125-128). Ciftlerden birinin klasik B-talasemi
tasiyicisi oldugunun bilindigi durumlarda digerinin normal ya da borderline
seviyede HbA: seviyesi olsa bile B-globin geni analizi yapiimalh ve &-globin

genotiplemesi de 6zellikle akilda tutulmahdir (105,117,129-131).

Talasemi prevalansinin yiiksek oldugu Ulkeler (Akdeniz Ulkeleri, iran,
Hong Kong, Tayland ve Cin gibi) de dahil olmak tzere pek ¢ok lUlkede MCV
degerinin 80 ve Uzeri seviyeleri (=280 fL) ile MCH degerinin 27 ve Uzeri seviyeleri
(=227 pg) normal kabul edilmektedir (126,132-138). Ancak talasemi taramasi igin
sadece bu indeksler tzerinden yorum ve degerlendirme yapmak pek ¢ok bireyin
talasemi agisindan atlanmasina neden olabilmektedir (139). a- ve B-talasemi
birlikteligi durumunda ya da HbS, HbE hemoglobinopatileri, sessiz B-talasemi
mutasyonlarini (Capsite +1 (A — C), IVS-II-844 C>G, PolyA (T — C) gibi)
tasiyanlarda MCV ve MCH indekslerinin normal aralikta oldugu ve talasemi

tarama programlarinda bu olgularin yanhghkla negatif bireyler olarak

degerlendirildikleri pek ¢ok ¢calismada gosterilmistir (133,140-148).

74



Hemoglobin fraksiyon seviyeleri

Uzerine de pek c¢ok faktor etki

edebilmektedir (Tablo5.1). Bu durum talaseminin laboratuvar tanisini koymada

klinisyenlere zorluk yasatmaktadir.

Tablo 5.1. Talaseminin laboratuvar tanisinda karsilagilan zorluklar-Aliyeva ve ark.

(149)'ndan alinmigtir.

Artmis HbA: seviyes ile iliskili faktdrler

B-talasemi tasnics olup
borderline Hbfz seviyesiile
iliskili faktd rler

HbF yiiksekligi ile iliskili faktdrier

KLFI geni mutasyonkar

o-gen triplkasyonu

Elektroforezde Hbd: fe birlkte
yariy en varyantiar

Antiretroviral tedavi alan HW'l
hastalar

Hipertiroidi

Megaloblastik anemi

Hiperrofik ostecarTopai

Peidoksantoma elastkum

"Lessiz" B-talasemi
mutasyonlar: -101 [C=T]
92 [C=T]

CAP =1 [A2C]

£33 [C3G]

+1480 [C>G]
V-6 [T>C]
VE-11-844 [C>G]

Polyd mutasyonkan
o-talasemi
S-taksemi

o-zincir varyantian
&-zincr varyantian
AEIr demir ek=ikIgi
Sidercbiasik anemi
Er traldkemi
Aplasik anemi
Kursun zehirlenmes

Herediter Fetal Hemoglobin
Persistana
fp-talasemi

BCLIIA geni mutasyonian

HES1L-MYE geni mutasy onlan
Kemik ilgitimdrleri

Aplagik anemi

Fankoni anemis

Ertropoietk stresyaratan
durumlar

Gebelk

HBF dretimini nddkleyen
tedaviler

Herhangi bir endikasyon sonrasi yapilan Hb elektroforez sonucunda HbA2

dUsukliglu saptanan bireylerde demir eksikligi anemisi- talasemi (érnegin 6-

talasemi) ayrimi yapilmalidir. Tam kan sayimi (CBC) degerleri Gzerinden

talasemiler ile demir eksikligi anemisi ayirici tanisini yapabilmek icin 40'tan fazla

formul gelistirilmistir (en ¢ok kullanilanlari Tablo 5.2'de gosterilmistir) ancak hig

bir formulin %100 spesifisitesi ya da sensitivitesi bulunmamaktadir (98). Demir

eksikligi anemisi disinda HBD genindeki mutasyonlar da HbA2 seviyelerindeki

dusuklUkten sorumlu olabilmektedir.
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Tablo 5.2. Talasemi-demir eksikligi anemisi ayirici tanisinda kullanilan formuller-

Barrett ve ark. (98)'ndan alinmigtir.

Algorithms for discrimination of IDA and thalassaemia, MCV — mean
corpuscular volume; RBC - number of red blood cells; MCH - mean corpuscular
haemoglobin; RDW - red blood cell distribution width.

Algorithm Formula Indicates IDA  Indicates Thalassaemia
England & Fraser(150) MCV - RBC - (5 x Hb)-34 =0.0 0.0
Green & King(151)  (MCV!xRDW -CV)(Hbx100)  =65.0 <65.0
Mentzer (152) MCV/RBC 213.0 <13.0
Shine & Lal(153) MCV? x MCH = 0.01 215300 <1530.0
Ricerca (154) RDW/REC =44 <44
Srivastara(155) MCH/RBC =38 <38
Ehsani (156) MCV - (10 x RBC) =15.0 <15.0
Sirdah (157) MCV-RBC-3xHb =270 <27.0
Bordbar (158) S0 - MCV]| x |27 - MCH] <44.76 244.76
RDW Index RDW x MCV/RBC 2220.0 <220

6-globin genindeki mutasyonlarin bazilari ayni B-globin geninde oldugu
gibi talasemik tablo olusturmayip, molekller karakteri farkli olan yapisal
varyantlar olusturur iken; bazi mutasyonlari 6-globin ekspresyonuna engel olarak
&+ veya &° talasemilere neden olmaktadir. HBD geninde bugline kadar saptanmis

olan mutasyonlarin yaklasik %?Z20'sinin talasemik mutasyonlar oldugu
bilinmektedir (159).

Herhangi bir hemoglobin varyantinin stabil olup olmadigi; spesifik stabilite
testi denilen "isopropanol test" ile degerlendirilebilir. Kullanilan ortamdaki tampon
isopropanol varliginda daha az polar olur; bu da hemoglobin hidrofobik

baglantilarinin zayiflamasina ve bdylece hemoglobin yapilarinin presipite
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olmalarina olanak saglar. Dolayisiyla stabil yapida olmayan bir hemoglobin
varyanti presipite olur iken, karsilastirma icin kullanilan kontrol soliisyonu berrak

olarak kaldigindan analiz edilen yapinin stabil olmadidi tespit edilmis olur (160).

HBD geni mutasyonlarinin en sik gorulenleri farkli populasyonlarda
degisiklik gosterebilmektedir. Ornegin; Cinlilerde HBD geni -77 mutasyonu
%0,4'luk toplam &-geni defektleri igerisinde %0,2'lik prevalansi ile en sik rastlanan
delta geni mutasyonudur (130). -77 mutasyonu; 6-globin geni ekspresyonu igin

onemli olan GATA-1 eritroid-spesifik faktorinin proksimal promoter baglanma

alani olan 5'-TTATCT-3' motifi icerisinde yer alir. Dolayisiyla mutasyon sonrasi
GATA-1 baglanma alani bozuldugundan &-globin geni ekspresyonu efektif bir

sekilde engellenmis olur.

Afrika ve bazi Asya populasyonunda, Afro Amerikalilarda en sik gorilen
delta globin zincir varyanti ise HbB2'dir (616 Gly>Arg) (HbA2' olarak da
isimlendirilmektedir) (161,162,163). HbB:2 yapisi klinik olarak tamamen sessiz bir

varyanttir ancak total elektriksel yuka HbA2'den farkh oldugu igin elektroforez
yontemlerinde ayri yerde pik vererek HbA2 seviyesinin yanlis hesaplanmasina

neden olur. Dolayisiyla HbA2 seviyesi hesaplanir iken HbA2' gibi stabil olan &-

globin varyantlarinin seviyesi de mutlaka toplam hesaba dahil edilmelidir (164).

HbA2-Yialousa (627 Ala>Ser); ispanya, Portekiz, italya, Yunanistan,
Kibris gibi Akdeniz bolgesi ulkeleri ile Umman ve Orta Dogu'da en sik gorulen 6-
globin varyantidir (119,122,165-174). Kountouris ve arkadaslari (175) 20 yilhk
surecte yaklasik olarak taradiklari 15000 kisinin igerisinde 428 kisinin &-globin

geni mutasyonu tasidigini; varyantlarin en sik goéruleninin ise %48,1'lik oranla
HbA2-Yialousa oldugunu saptamislardir. Paviou ve arkadaslar (168) 5030 kisilik
kohort icerisinden HbA:2 seviyesi %1,9 ve altinda olan 74 olgudan 54'Unde
(%72,9) 6-globin geni mutasyonu saptamis; varyantlar arasinda yine en sik

varyant olarak HbA2-Yialousa'yl (%60,7) bulmuslardir. Pirastu ve arkadaslari
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(176) Sardinya'da HbA2-Yialousa varyantinin genel toplumdaki insidansini %0,7;
Guiso ve arkadaslar (170) yine Sardinya'da rastgele segilmis 750 Kkisilik bir
orneklemde HbAZ2-Yialousa insidansini %1,2 olarak bulmuslardir. Trifillis ve
arkadaslari ise Yunan kdkenli Kibrislilarda genel HbA2-Yialousa insidansini %1,3
olarak belirtmektedirler (177). Kordafshari ve arkadaslarn (167) Iran'da 2007-
2013 yillar1 arasi toplam 43 olguyu HBD geni agisindan genotiplemis ve 21
olguda mutasyon saptamistir. Olgularda varyantlar arasinda en sik HbA2-
Yialousa (%71,4) gorulmustir. Alkindi ve arkadaslari (165) arastirmaya dahil
ettikleri 78 Ummanh olgunun 40'inda &-globin geni mutasyonu saptamis;
aralarinda en sik olarak da yine HbA2-Yialousa'yi (%66,6; n=26) saptamislardir.
Bizim arastirmamizda da en sik saptanan varyant %63,15'lik oran ile HbA2-
Yialousa varyantiydi. Bu sonug literatlirdeki arastirmalarla benzerlik gostermekte
idi. Ayrica arastirmamizda tim &rneklem igerisinde %12'lik HbA2-Yialousa
saptama frekansi mevcuttu. Bu oran genel insidans c¢alismasi yapan diger
arastirmalara gore oldukg¢a yuUksekti (170,177,176); ancak oranin bu kadar
yuksek c¢ikmasinin nedenleri olarak; arastirdigimiz 6rneklemin rastgele
secilememesi ve HBD geninde mutasyon saptama ihtimalini artirabilmek igin
distk HbA: seviyesinin <%2 yerine <%21,7 olarak segilmesine bagh oldugunu

dusunmekteyiz.

HbA2-Yialousa; &6* talasemiye neden olmaktadir. Ayni mutasyonun HBB
genindeki karsihdinda oldugu gibi (Hb Knossos (B27(B9) Ala>Ser,
HBB:c.82G>T); yeni bir kriptik donor splice alani aktivasyonuna neden olarak
alternatif splicinge sebebiyet verdigi dusunulmektedir (Sekil 5.1). Aktivasyon
sonrasi bu yeni splice alani HBD geninin B heliksinin bir pargasi olan 27-30.
kodonlarinin splicing'e ugrayamamasina yol acarak normal RNA splicing
mekanizmasini bozar ve stabil olmayan mRNA'larin sentezlenmesine neden olur.
Bu da normal olarak transkripsiyona ugrayan mRNA'nin miktar olarak azalmasina

sebep olmaktadir.
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EXON 1 IVS-1

B-GLOBIN GENE ----- GTTGGTGGTGAGGCCCTGGGCAGGttggtatcaaggtta- - -

23 24 25 26 27 28 29 30
ValGlyGlyGluAlaLeuGlyArg

»-GLOBIN GENE ----- GTTTGGGCAGGHgglaIcaaggHa
T

Mutasyon sonrasi olugsan yeni
5* | kriptik dondr splice site alani

Underlined sequences resemble the donor splice site
consensus sequences ;AGGTGAGT.

Sekil 5.1. Kriptik donor splice site alani-Moi ve ark. (171)'ndan alinmistir.

Tarkiye'de HBD genotipleme Uzerine yapiimig ¢alismalar olduk¢a azdir
(74-76,78). Oner ve arkadaslari B-talasemi tasiyicisi olup normal HbA:
seviyesine sahip olan toplam 6 olguyu 6-globin gen mutasyonu agisindan
incelemis ve 5 olguda HBD geninde mutasyon saptamistir (78). Saptadigi
mutasyonlar; IVS-1-2 (T>C), HbA2-Yialousa ve Codon 59 (-A) mutasyonlaridir.

Kdseler ve arkadaslari (75) B-talasemi tasiyicisi olup HbA2 de@eri disuk olan
toplam 12 Kkisinin yalnizca Uglnde 6&-globin geninde mutasyon saptayip

saptadiklari varyantlarin HbAZ2-Yialousa ve HbA2-Yokoshima oldugundan
bahsetmiglerdir. Kavasoglu ve arkadaslari (76) toplamda 50 olguda HBD geni
genotiplendirmesi yapmis ve 8 olguda toplam 7 farkl varyasyon saptamislardir.
Bu varyasyonlar -65(A->G) delta+ (HBD:c.-115A>G), Codon 4(ACT->ATT)
deltat (HBD:c.14C>T), HBD:c.294C>T, HBD:c.316-174 316-173delAT,
HBD:c.315+429 T>C, HBD:c.-172 A>T ve literatlre yeni olarak kazandirdiklari
HBD:c.350G>C (HbA2-Bornova varyanti) varyasyonlaridir; ancak 50 olgunun
higbirisinde HbAZ2-Yialousa gibi en sik saptanmasi beklenen HbA:z varyantini
saptayamamalari, Akdeniz Ulkelerinden birisi olan Turkiye igin oldukga sasirtic

bir sonuctur. Akar ve arkadaslari (74) ise 5 yillik sUregte saptadiklari anormal
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hemoglobin tirlerini yayinlamis ve &-globin mutasyonlarindan sadece HbA2-

Yialousa varyantini saptadiklarini belirtmislerdir.

Ulkemizin de dahil oldugu Akdeniz bdlgesi Ulkelerinde &-globin
varyantlari arasinda HbAZ2-Yialousa'nin bu kadar sik oranda saptanmasi tani
koymada maliyet-etkinlik agisindan bazi algoritmalarin olusmasini saglamistir
(Sekil 5.2). Bunun sonucunda 6-varyantindan stiphelenilen olgularda daha ucuz
tekniklerle oncelikle HbA2-Yialousa varyanti saptanmasina yonelik tarama
yapillmakta HbAZ2-Yialousa saptanmadiginda ise sonrasinda 6-globin geni

sekanslama ydntemine basvurulmaktadir (119).

Hb:A = 2% with normal hematologic parameters

ARMS-PCR for Hb=A-Yialousa

Hb:A-Yialousa:negative Hb:A-Yialousa: positive

v

Sequencing analysis of the 5-globin gene

No point mutation in the 5-globin gene Point mutation in the &-globin gene

v

GAP-PCR for &-Corfl deletion

Flow chart for the detection of the most common o glo-
bin gene defects

Sekil 5.2. 6&-globin varyantlari acisindan degerlendirme-Giambona ve ark.

(119)'ndan ahinmigtir.

Literatirde HbA2-Yialousa saptananlarda HbA2 seviyelerinin %1,5-%2,0
arasinda degistigi sdylenmektedir (119,177). Kordafshari ve arkadaslar (167)
yaptiklari c¢alismada HbA2-Yialousa varyantini tasiyan Kigilerin  HbA:2

seviyelerinin 1,43+0,41 oldugundan bahsetmiglerdir. Bizler de arastirmamizda
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HbA2-Yialousa varyantini tasiyanlarin HbA2 seviyeleri ortalamasini 1,54+0,10

olarak saptadik.

Pavlou ve arkadaslari HbA:z seviyesi <1,6% olan olgularin tamaminda 6-
globin geninde mutasyon saptandigini; 1,7%-1,8% seviyelerine yukseldikge
mutasyon saptanma oraninin dugsmeye basladigini (%90,9) ve HbA2 seviyesi
1,9% oldugunda ise bu oranin %53,5'lere kadar dustigunu belirtmektedirler
(168). Bizler de HbA2 seviyesi <%1,7 olarak sectigimiz 20 olgunun 19'unda (%95;
n=20) HBD geninde mutasyon saptadik.

HbA2-Yokoshima ilk kez Japonya'da bir ailede tanimlanmistir (178). Aile
koken olarak Yokoshima adi verilen kuguk bir adadan geldigi igin saptanan
varyanta bu isim verilmistir. Ohba ve arkadaslarinin sunduklari bu olgu
sunumunda; proband, probandin babasi, probandin amcasi, probandin dedesi
ve babaannesi HbA2-Yokoshima varyantini heterozigot olarak tasirken;
probandin baska bir amcasi bu varyanti homozigot olarak tasimaktadir.
Hemoglobin fraksiyon analizi icin izoelektrik fokuslama yonteminde HbA2-
Yokoshima varyantini homozigot olarak tagiyan bireyde herhangi bir normal

HbA2 bandi saptanmamigtir.

HbA2-Yokoshima varyantinda HBD geni baslangi¢c kodonundan sonraki
25. kodonda glisin aminoasidini kodlayan GGT sekansi mutasyon sonrasi
aspartati kodlayan GAT sekansina donusmektedir (Delta 25(B7) Gly-->Asp;
HBD:c.77G>A). Glisin; yan zinciri sadece hidrojen atomundan olusmus, optik
olarak aktif olmayan (optik izomeri bulunmamaktadir) aminoasitlerin en basiti
denilebilecek apolar bir aminoasittir. Yan zincirinin olmamasi iki polipeptit ana
zincirinin birbirlerine yakinlasabilecekleri bolumlerde bulunmalarini saglar. Ayrica
diger aminoasitlerden ¢ok daha fazla esnek olup; polipeptit ana zincirinin hareket
ettigi ve kinldigi bélimlerde bulunmaktadirlar. Yapisinin kig¢ik olmasindan
dolayl ¢ogu aminoasidin sigamadigi pek ¢ok yere sigabilmektedirler. Mutasyon
sonrasi glisin yerine gelen aspartat aminoasidi polar ve asidik yapida oldugundan
HbA2 proteinin net yukunu dedgistirir; ayrica glisin aminoasidinden daha buyuk
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yapida oldugundan ana kitlede 58 Unitelik artisa sebep olur. Ayni yerdeki
mutasyonun HBB genindeki karsihgi "Hb J-Auckland [B25(B7)Gly-->Asp;
HBB:c.77G>A]" varyantidir. Williamson ve arkadaslari (179) saptadiklari bu
hemoglobin varyantinin oksijene afinitesinin disuk oldugunu ve molekiler
yapisinin hafif anstabil oldugunu belirtmislerdir. Dolayisiyla HbA2-Yokoshima'nin

da 6" talasemiye neden oldugu disunulmektedir.

HbA2-Yokoshima yapisina, bilindigi kadariyla, Japonya haricinde Kibris
ve Ulkemizde de rastlanmistir (75,168,175). Kountouris ve arkadaslari (175)
toplam 428 &6-globin tasiyicisi icerisinde HbA2-Yokoshima varyantini tasiyanlarin
oranini %11,2 olarak bulmugken (n=51); Pavlou ve arkadaglar (168) toplam 54
0-globin varyanti saptanan kisi arasinda yalnizca bir kiside (%1,8) HbA2-
Yokoshima varyanti tespit etmislerdir. Koseler ve arkadaslarinin Turkiye'de

yaptiklari bir calismada (75); B-talasemi tasiyicisi olup HbA2 degeri disuk olan
toplam 12 kisinin yalnizca Ugtinde 6-globin geninde mutasyon saptamis; bunlarin

icerisinde bir kiside HbA2-Yokoshima yapisi saptamiglardir. Bizler de yapmis

oldugumuz bu arastirmamizda bir olguda HbA2-Yokoshima varyantini saptadik.

Literatirde HbA2-Yokoshima varyantina sahip olgularin HbA:z seviyeleri
hakkinda, bilindigi kadariyla, pek fazla bilgi mevcut degildir. Sadece Pavlou ve
arkadaslarinin (168) arastirmasinda HbA2-Yokoshima varyanti saptanan tek
olgunun HbA: seviyesinin 1,4% oldugu belirtiimistir. Bizim yaptigimiz calismada
ise HbA2-Yokoshima varyantini saptadigimiz olgunun (Olgu D3) HbA:z seviyesi
%0,9 olarak saptanmis ve HPLC gdrintistnde de farkl bir yerde pik oldugunu
digundurecek bulguya rastlanmamistir. Dolayisiyla bizler de HbA2-

Yokoshima'nin 6* talasemiye neden oldugu disinmekteyiz.

HbA2-Bornova varyanti; ilk kez Kavasoglu ve arkadaslarinin yapmis
olduklari ¢galismada tespit edilmis (76) ve olgularin kdken aldiklari yer Bornova
oldugu igin varyanta bu isim verilmigtir. Kavasoglu ve arkadaglari arastirmalarini
HbA2 degeri <%2, mikrositoz ve hipokromisi olan 40 olgu ile HPLC'de HbA:2
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fraksiyonunda ek pik saptanan 10 olgu Uzerinden yuratmasgler ve yaptiklari HBD

geni genotiplendirmesinde bir olguda HbA2-Bornova varyantini tespit etmiglerdir.

HbA2-Bornova; HBD geni G heliksi 18. sirada bulunan, baslangic
kodonundan sonra 116. siradaki arjinin aminoasidini kodlayan CGC dizisinin
mutasyon sonucu CCC dizisi haline donmesi ve prolin aminoasidini kodlamasiyla
olusan HbA:2 varyantidir (Delta 116(G18) Arg-->Pro; HBD:c.350G>C). Prolin;
sekonder protein yapilari olarak isimlendirilen a-heliks ve B-tabaka yapilarini

bozar, dolayisiyla bu sekilde helikal bolgeleri kodlayan DNA dizilerinde olusan
herhangi bir mutasyon sonrasi prolin aminoasidinin kodlanmasi; total protein
yapisinin stabilitesini kaybetmesine neden olur. Trifillis ve arkadaslari (177);
toplamda 24 adet herhangi bir aminoasitten prolin aminoasidine degisim
saptanan B-zincir varyanti oldugunu bunlarin 21 tanesinin stabil olmayan Hb

varyanti olusturdugunu belirtmislerdir. Arjinin aminoasidi polar ve bazik yapida bir
aminoasit iken; prolin aminoasidi apolar yapidadir, dolayisiyla bu degisiklik
protein net yukunu degdistirmektedir. Ayrica prolinin kodlanmasi ile toplam kutlede
59 dnitelik kayip yasanmaktadir. HBB ile HBD geni arasindaki farkli 10
aminoasitten birisi oldugu i¢in baglangi¢ kodonu sonrasi 116. siradaki aminoasit
degisikliginin HBB genindeki karsili§i olusacak varyantin fenotipik etkisi HbA2-
Bornova ile karsilastirilamamaktadir. Ancak; ayni noktadaki farklh mutasyonlarla
HbA2-Lepore (HBD:c.350G>T) ve HbA2-Coburg (HBD:c.350G>A) ile ayni
kodonda baska mutasyonla HbA2-Troodos (HBD:c.349C>T) varyantlarinin
olugsmasi bu kodonun mutasyona ugrama agisindan hot-spot bir nokta oldugunu

gOstermektedir.

Kavasoglu ve arkadaglarinin HbA2-Bornova varyantini saptadigi olgunun
HPLC elektroforez yonteminde HbA:2 dederi 1,0% olarak o6lgiimus ve ekstra
herhangi bir pik saptanmamistir. Bizim arastirmamizda da HbA2-Bornova
saptanan olgularin HbA:2 seviyeleri ortalamalari 1,12+0,25 olarak bulunmus ve
yine higbir olguda ek pik saptanmamistir. Dolayisiyla bizler HbA2-Bornova

varyantini olusturan mutasyonun &* talasemiye neden oldugu distinmekteyiz.
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Calismamiz, bilindigi kadariyla, HbA2-Bornova varyantina sahip
olgulardan olugsmus bir serinin (n=5) sunuldugu literattrdeki ilk calismadir. HbA2-
Bornova yapisinin bu zamana kadar sadece, bilindigi kadariyla, izmir ile
Canakkale illerinde saptanmasi; bu varyantin belki de 6zel bir cografik alandaki

populasyona ait bir varyant oldugunu disundurmektedir.

Calismamizda bir olguda literatlirde daha 6nce saptanmamis; HBD geni A
heliksi 7. sirada ve baslangi¢c kodonu sonrasi 10. kodonda GCT>GTT heterozigot
degisimi sonrasi alanin aminoasidinin valin geklinde kodlandigi yeni varyant
yapisi olabilecek bir mutasyon saptadik. Saptanan bu olasi varyant olgunun
koken aldigi yer Canakkale oldugu i¢in 'HbA2-Canakkale (delta 10(A7) Ala-->Val;
HBD:c.32C>T)"' olarak isimlendiriimigtir. Varyantin "HbVar" veritabanina
eklenmesi ve ilgili mutasyonun goruldigu tek nakleotid polimorfizminin (SNP) "rs

numarasli" almasi hedeflenmistir.

HbA2-Canakkale varyantini olusturan Ala-->Val mutasyonu her iki
proteinin de apolar yapida olmasindan 6tlrl protein net yikinde herhangi bir
degisiklik yaratmamaktadir. Ayni mutasyonun HBB genindeki kargihgr Hb Irag-
Halabja varyantidir (beta 10(A7) Ala>Val; HBB:c.32C>T). Deutsch ve arkadaslari
(180) saptadiklari bu Hb Irag-Halabja varyantinin yaptiklari 1si dayaniklilik ve
isopropanol testleri sonrasi stabil yapida oldugunu, oksijen afinitesinin normal -
zinciri ile ayni oldugunu saptamislardir. ilgili yayinda Hb Irag-Halabja, olgularda

tek saptanan mutasyon olmayip; beraberinde bazi olgularda a-talasemi/a-globin

triplikasyonu ve B°-talasemi mutasyonlari da saptanmistir. Yapilan karsilastirma
ve fonksiyonel galismalar sonrasi Hb Irag-Halabja varyantinin "sessiz" bir varyant

olduguna karar verilmistir (180).

HbA2-Canakkale varyantini olugturan mutasyon Polyphen-2® ve Mutation
Taster® gibi in-siliko bioinformatik programlarinda "polimorfizm, tolere edilebilir,
notral varyant" olarak degerlendiriimektedir. Dolayisiyla bizler bu mutasyonun
stabil yapida "sessiz" bir varyant olusturdugunu disunmekteyiz. Ancak varyantin
saptandigi olgunun (Olgu D8) HPLC analizinde ek pikin gérilmemesi yontem ya

da cihaz kaynakli olabilecegi gibi olusan varyantin diger piklerle ortak koelisyonu
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sonucu da olabilir.

Hemoglobin fraksiyon analizi sonrasi borderline seviyede HbA: seviyesi
saptanan bireyler de dikkatli degerlendiriimeli ve olasi sebepler olabildigince
ekarte edilmelidir. Demir profilini yansitan parametreler (ferritin, ¢inko
protoporfirin (ZPP), serum demir/total demir baglama kapasitesi/satirasyon
indeksi gibi) dikkatlice gdézden gegciriimelidir. Demir eksikligi; HbA2 seviyesini
dusurup talasemi tasiyicisi olan bir bireyin sonuglarini maskeleyebilmektedir
(73). Bunun yaninda vitamin B12/folat eksikligi; HbA2 yuksekligi yaparak
bireylerin yanhghkla beta talasemi tagiyicisi tanisi almalarina sebep
olabilmektedir. Nutrisyonel eksikliklerin HbA2 seviyesi Uzerine etkileri hem 3,5%-
3,9% gibi yuksek seviyeler ile hem de dusuk seviyelerle (1,6%-1,9%)
iligkilendirilmistir. Benzer sekilde sessiz B-talasemi mutasyonlari ya da B-talasemi
tasiyicihginin  6-talasemi ile birlikteligi, a-gen triplikasyonu/kuadriplikasyonu,

KLF1 gen mutasyonlari borderline seviyede HbA2 seviyesine neden
olabilmektedir (48,118,121,165,181-197).

Perseu ve arkadaslari (48) MCV ve MCH degerleri normal ya da hafif
dusuk, borderline seviyede HbA:2 seviyesine sahip, HBB geni ile a-globin genleri
mutasyonlart ve hemoglobin varyantlari agisindan herhangi (+) sonug¢
saptanmamis toplam 145 olgunun 52'sinde KLF1 geninde alti farkli mutasyon
saptamiglardir. Saptanan mutasyonlarin arasinda en sik goérilen S270X
mutasyonu(%80,8) iken; iki olguda T280_H283del mutasyonu, dort olguda
R319EfsX34 frameshift mutasyonu, bir olguda L326R mutasyonu, iki olguda
T327S mutasyonu ve bir olguda K332Q mutasyonunu saptamiglardir. Lou ve
arkadasglari (51) borderline seviyede HbA:z seviyesine sahip toplam 165 Cinli
olgunun 20'sinde (%12,1) KLF1 geninde sekiz farkli mutasyon saptamiglar;
saptanan mutasyonlar arasinda en sik G176Afsx179 mutasyonunu (%50)
saptamiglardir. Diger mutasyonlar ise; A298P, H299D, S270W, T334R, P338T,
C341Y ve R328AfsX31 mutasyonlaridir. Nitta ve arkadaslar (50) B-talasemi
tasiyicihigindan stuphelendikleri ancak HBB genini intakt bulduklari igin yeni nesil

dizileme yontemiyle tim ekzom sekanslanmasi sonrasi KLF1 geninde C316Y
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mutasyonunu saptadiklari bir olguyu paylagsmiglardir. 2018 yil itibariyle KLF1
geninin HbA2 seviyesi Uzerine etkisi konusundaki calismalar hiz kazanmis,
literatlire pek ¢ok yeni KLF1 mutasyonunun B-talasemi mindr tablosu yarattigini
bildiren c¢alismalar kazandirilmistir (52,198,199). Sardinya'da bu ylzden
borderline seviyede HbA2 seviyesine sahip olan bireylerde &-geni
genotiplemesinin yaninda KLF1 geni mutasyon analizi ve a-gen triplikasyonu

agisindan tarama da yapilmaktadir (183).

Bilindigi kadariyla Turkiye'de KLF1 genotipleme Uzerine yapilmis tek
calisma vardir (77). Aydin ve arkadaslarinin 53 olgu Uzerinde yaptiklari bu
calismada HbF yuksekligi ile KLF1 geni mutasyonlari arasinda iliski olup olmadigi
degerlendirilmis, ¢galisma sonunda KLF1 geni protein kodlayan boélgede bes farkli
varyasyon saptamiglardir. Bizim galismamiz bu haliyle KLF1 geni mutasyonlari
ile HbA:2 seviyesi arasindaki iligskiyi degerlendiren Turkiye'deki ilk calisma olmasi

Ozelligini de tagimaktadir.

2016 yilinda, bunyesinde pek cok farkl Ulkeden KLF1 geni Uzerinde
calisma yapmis arastirmacilarin bulundugu "KLF1 Uzlagi Calhisma Grubu"
olusturulmustur. Bu grup KLF1 geninde saptanan varyasyonlari dort ana

fonksiyonel sinifa ayirmiglardir;

e Fonksiyonel yapida minor etki ya da hi¢ etki etmesi beklenmeyen
varyasyonlar "Sinif 1 varyasyon"

e Fonksiyonda azalma olmakla birlikte hipomorfik varyasyonlari "Sinif
2 varyasyon"

e Guduk birakici heterozigotluk kaybina (truncating loss-of-function)
yol agan varyasyonlari "Sinif 3 varyasyon" ve

e Dominant etkisi olan varyasyonlari "Sinif 4 varyasyon" olarak

tanimlamiglardir (59).
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Tablo 5.3. KLF1 Uzlagi Calisma Grubu'na gére KLF1 genindeki varyasyonlarin

fonksiyonel siniflari-Perkins ve ark. (59)'ndan alinmigtir. Oklar arastirmamizda

saptanan KLF1 mutasyonlarini gostermektedir.

[Cocation | Residue [Protein vanant Class DA vanant F Of cases|ShP MAF |
-251C>G: NC_000019.10:g. 12887391G>C r$381ﬁ_2_1 0.325
5 -154C>T: NC_000019.10:9.12887204G>A 11 rs372651309 | 0.001
s 140dupC: NC_000010.10:9.12887288_12887289insG 5552824864
E 148G >A: NC_000010.10-g. 12887288C>T 22 59334031 0.016
e -124T>C: NC_D00019.10:9.12887274A>G 1
o -120T>G: NC_000010.10:9.128872424>C 1 rsb4854 3206 0.000
-114C>A: NC_000019.10:9.12887254G>A 1
5UTR c.-23 -21delC
2 |pA2GfsX14 3 c.4 5insCG 5150268373
3 |p T3HfsX24 3 ¢.6dupC |rs151251208
= 5 |JpESK 2 c.13G>A 1 rsd483352842 | 0.001
2 6 |pT65 1 c.16A>T 2
@ 7 IpATT T__|c19G>A 15201164683
2§ [1a [oLisp 1 [ca1>C 1
2 g 2 p.P21L 1 c.62C>T rs559879342 |  0.000
cCo 28 |IpL28F 1 c.82C>T |rs375248069
2 30 |p W30X 3 [c.89G>A 2
30 Jp W30X 3 c.90G>A 1 M
34 |pF34K o 1 c. 100G>A rs368908352 v
3 Ip [ 1 ]]ec115A>C 11 |rs112631212 [ 0.014
5 51 Ipl51R 1 ¢ 152T=G 1
:§ o 52 |Ip H52P 1 c.155A>C rsh41471724 0.000
.5 53 |pV53L 1 ¢ 157G>C |rs143927401 0.000
E £ 54 |Ip.Kh4PfsX9 3 £.150_189 delGAAGTCTGAGG 1
_8 58 |p.Q58X 3 c.172C>T 3
o 7™ Ipl79F 1 c.235C>T rs 150150802
- 83 |p.S83L \ 1 € 248C>T rs374473630 | W
102_[p.S102P) 1] ]e.304T>C $2072597 0.444
104 |p.A104V 1 c.311C>T 15182276666 | 0.001
104 |p A104Gfge@49 3 ¢.310dupG 1 g
109 |o.P1039S 1 ]]e.325C>T r$117351327 |[ 0.016
111 Jp E111YfsX239 3 ]330 344elinsAGCATAT
116 Jp.Y116X 3 c.348T7>G
127 Jp.L127X 3 c.380T>A 1
137_Jp.R137C 1 c.409C>T rs111888566
143 |p.R143W 1 c.427C>T rs576714319 | 0.000
157_|p.P157A 1 ]c469C>G 5555308232 | 0.000
158 |p.A158T 1 c.472G>A 2
173 |p.P173PfsX64 3 ¢.517-519delC 1
174 |p.G174C 1 c.520G>T 566095433 | 0.000
174 |p.G174RfsX179 3 ¢.519 520insC 1
176 1p.G176RfsX179 3 c.525 526insCGGCGCC 33 rs483352838
g 176 |p.G176AfsX179 3 ¢.526 527InsCGGCGCC 138
£ 181 _|pY18iNa”? N 1 [c541T>A 15547785696 | 0%01
S 182 [p F182L [ 1 ]]c544T>C 152072596 I 0.050
= 184 Jp R184W 1 c.550C>T $571697524 | 0.000
k- 184_|p.G184EfSX167 3 |c.551-556GGACCGoA 1
E 188 |p.S188R 1 Not reported 1
2 190 Jp.P190LfsX47 3 ¢.569delC 7
z 191 Ip.A191V 1 c.572C>T 15552126408 | 0.001
197 |p.Y197X 3 ¢.591C>G 1
210 |p.P210R 1 ¢.629C>G rs530729436 | 0.000
213 Jp.Q213X 3 c.637C>T 2
217_1p.Q217X 3 1c649C>T 1
222 1p.L222SfsX15 3 ¢.663delG 1
249 |p.G249R 1 c.745G>A rs201935177 | 0.000
256 |p.G256S 1 c.766G>A 5141784467
264 1p.S264T 1 c.790T>C 1
268 |0 R268XAC i 3 |c.802C>T 1 v
[ 268 |0 R268L] 1 ) 1c.803G>T 15199685739 |l_0.001
270 Jp.S270X 3 ¢.809C>A 45
270 |p.S270W 2 ¢.809C>G 2 rs558942739 | 0.000
272 |Ip.A272P 1 ¢.814G>C 1454 | 0.000
278 A278V 1 c.833C>T rs372605116
_279_‘5712790 2 |c837C>6
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280 [p T280 H2XB3del 2 e 838 B40deACGTGCGCGCAC 2
283 |p H283N 2 C.B4TG=T rs371057187
2B8 |p K288X 3 C.B62A=T 11 rs26/607202
288 |p K288E 2 c.B62A>G 1
- 292 |p K292X 3 . B74A>T 1 rs137852687
= 298 1p A298P 2 c.892G=C 26 5387907598
> 299 Jp H2%9D 2 c.B95C>G 13 rs137852688
i_'E_ 299 Jp H209Y 2 C.B95C=T 1 rs137852688
299 Jp L30DOP 2 c.899T=C 1
301 Jp.R301C 2 c.901C=T 1
301 |p R301H 2 ¢ 902G=A 3
301 Jp R301LfsX52 3 c.902insT 1
302 |p.T302AfsX52 3 ¢.900_903dupGCGC 1
oplice c.914-4 914-1del CTAG 1
site c 913+1G=A 1 rs483 352840
Linker 1 306 |p E306RfsX 3 ¢ 916delG rs35891202
310 [p.A310P 2 ¢ 928G=C rs145551738
313 IpW313C 2 939G=T 1
316 Ip.C316Y 2 Cc 947G=A 10
316 Jp.CI16X 3 C.94BC=A rs572756401 | 0.000
319 Jp R319EfsX34 3 c.954dupG 15 rs397514445
322 |pR3225 2 C.964C=A 1 rs376711350
323 Jp.S323W 2 C.96BC>G 1
. 325 |p E325K 4 c 973G=A 6 rs267607201
e 326 Jp.L326R 2 ca7iT=G 2 rs397514634
o 327 |p.13275 2 |cO7%A=T 1
iJE. 327 |p.T3275 2 ¢ 980C=G 1
328 |p.R3IZBAIsX31 3 c.982delC 1
328 |p R328L 2 Cc 983G=T 2
328 |p R328H 2 c 983G=A 4 rs140252918
329 Jp H320R 2 C.986A=G
33 IpR33G 2 ¢ 991C=G 1
331 Jp RIW 2 c.991C=T 3
332 [pK332Q 2 Cc.994A=C 5
334 Ip T33MK 2 c 1001C=A 1
334 Jp.TIHR 2 c1001C=G 17 rsd483352841
Linker 2 § 335 Ip.G335R 2 . 1003G>A 7
338 Ip P338T 2 c.1012C=A 1
338 [pP3385 2 c.1012C=T 3 rs387 907599
o 341 Jp.C341Y 2 c.1022G=A 3 rs483352839
- 342 Jp.Q342H 2 ¢.1026G=C rs146658004 | 0.000
& 345 |Jp P345L 2 . 1034C>T rs370574267
i.% 357 Jp H357P 2 c.1070C=>A
357 JpH357Q 2 c.1071C=A 1 s398122931

Arastirmamizda saptadigdimiz tim mutasyonlar KLF1 Uzlasi Calisma
Grubu'na gore "Sinif 1 varyasyon" olarak tanimlanmakta ve fenotipik etkisinin

minor ya da olmamasi beklenmektedir.

Arastirmamizda 47 kiside (%47; n=100) S102P mutasyonu saptayip;
bunlarin icinde bes kiside S102P mutasyonunu homozigot olarak bulduk. S102P
mutasyonu; 1000 Genomes, EXAC ve gnomAD gibi allel frekansini saptama
calismalarinda sirasiyla %44, %43 ve %36 olarak saptanmisti. Sonuglarimiz bu
oranlarla korele gozukmektedir. Ayrica S102P mutasyonunu saptama agisindan
arastirmamizda gruplar arasi istatistiksel olarak anlaml farlilik yoktu (p>0.05);

yani kontrol grubu da dahil olmak tzere her gruptan bazi kisilerde bu mutasyon
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mevcuttu. Dolayisiyla bu kadar yuksek allel frekansinda saptanan bir

varyasyonun fenotipik etkisinin olmasi zaten beklenmemektedir.

KLF1 geninde saptadigimiz M39L, S102P ve P109S mutasyonlari;
aminoasit degisikligi hakkinda in-siliko prediktif degerlendirme yapan ve veri
sunan SIFT®, Polyphen-2® ve Mutation Taster® gibi programlarda "polimorfizm,
tolere edilebilir, nétral varyant'lar olarak degerlendiriimektedirler. F182L
mutasyonu igin ise SIFT® ve Mutation Taster® "tolere edilebilir ve polimorfizm"
derken; Polyphen-2® programi "muhtemelen hasar verici" varyasyon olarak
degerlendirmektedir (200). Ancak R268L mutasyonu i¢in bu ug in-siliko prediktif

programinda da "hasar verici" olarak degerlendiriimektedir.

Aragtirmamizda saptadigimiz bagka bir mutasyon olan M39L mutasyonu
1000 Genomes, EXAC ve gnomAD'de sirasiyla %1,4, %1,3 ve %1,1 olarak
saptanmigsti. Bizler de sadece tek olguda (olgu B3) M39L mutasyonu saptadik
(%1; n=100). Sonucumuz bu oranlarla benzer goézukmektedir. Borg ve
arkadaslari  (60) M39L mutasyonunu; mutasyona ugrayan metiyonin
aminoasidinin turler arasinda korunmadigi (6rnegin; fare KLF1 geninde burada

|6sin bulunmaktadir) i¢in noétral bir degisiklik olarak degerlendirmistir.

Saptadigimiz diger mutasyon olan P109S mutasyonu 1000 Genomes,
EXAC ve gnomAD'de sirasiyla %1,6, %0,3 ve %0,5 olarak saptanmigti.
Arastirmamizda biz iki olguda (olgu C19 ve Kontrol K18) P109S mutasyonu
saptadik (%2; n=100). Sonucumuz bu oranlardan biraz yuksek c¢iksa da
arastirdigimiz 6rneklem kugik oldugu sonucun boyle giktigini disinmekteyiz.
P109S mutasyonunu, hem borderline seviyesi Uzerinde HbA:2 degerine sahip
olguda (olgu C19) hem de kontrol grubuna dahil ettigimiz kiside (Kontrol K18)
saptayip fenotipik etkilenme gézlemlemedigimiz igin bu mutasyonun fenotipik

etkisinin olmadigini dusinmekteyiz.

KLF1 geni F182L mutasyonu 1000 Genomes, EXAC ve gnomAD'de

sirasiyla %5, %3,6 ve %3,1 olarak saptanmisti. Bizler de Ui¢ olguda (olgu B4, olgu
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B17, olgu D18) F182L mutasyonu saptadik (%3; n=100). Sonucumuz bu

oranlarla yine benzer gozukmektedir. Zaker-Kandjani ve arkadaslar (201) F182L
mutasyonunu 227 iranh B-talasemi hastasi kisiden olusan bir grupta tek olguda

saptamig, sonrasinda yaptigi bu olgunun aile galismasinda olgunun erkek
kardesinde bu mutasyona rastlamamis; ancak olgu ile erkek kardesinin
hematolojik etkilenmeleri benzer oldugundan F182L mutasyonunun fenotipik
etkisinin tartigilmasi gerektigini savunmustur. Bizim arastirmamizda ise F182L
mutasyonu hem borderline seviyede HbA: seviyesine sahip olgularda (olgu B4,
olgu B17) hem de dusuk HbA: seviyesine sahip olguda (olgu D18)
saptandigindan bu mutasyonun genotip-fenotip korelasyonu saglamadigini,

fenotipik etki olusturmadigini dustinmekteyiz.

Son olarak arastirmamizda saptadigimiz R268L mutasyonu 1000
Genomes ve gnomAD'de sirasiyla %0,1 ve %0,01 olarak saptanmis; ExAC'de
ise saptanamamistir. VarSome® veritabani bu mutasyonu "klinik 6nemi
bilinmeyen varyant" olarak degerlendirirken, Clinvar® ve HGMD®'de bu mutasyon
bulunmamaktadir. Arastirmamizda biz tek olguda (olgu B1) bu mutasyonu
saptadik. Olgunun MCV ve MCH degerlerinin normal aralikta olup borderline
seviyede HbA: seviyesi (3,4%) nin saptanmasi ve R268L mutasyonunun allel
frekansinin oldukca duslUk seviyelerde olmasi nedeniyle; her ne kadar KLF1
Uzlasi Calisma Grubu R268L mutasyonunu "Sinif 1 varyasyon" olarak
degerlendirse de bizler bu mutasyonun fenotipik etkisi olabileceginin akilda
tutulmasi gerektigini; dolayisiyla bu mutasyonun fonksiyonel calismalarinin
yapilmasinin gerekli oldugunu ve R268L mutasyonuna sahip olan daha genis

olgu serilerinin degerlendiriimesi gerektigini dugunmekteyiz.

Arastirmamizda HbF yuksekligi bulunan olgularin genetik etyolojisinde bu
durumu agiklayabilecek herhangi bir KLF1 geni mutasyonu saptayamadik. KLF1
disinda HbF diizeyini etkileyen pek ¢ok faktoriin olmasi (°y Xmnl (rs7482144),
BCL11A (rs4671393) ve HBS1L-MYB (rs4895441, rs9399137) tek nukleotit
polimorfizmleri gibi (202)) belki de HbF yuksekligi olan grupta mutasyon

saptayamamizin sebebi olabilir.
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Arastirmamizin birtakim kisithliklari mevcuttu. Ornegin; arastirmaya dahil
edilen kisilerin hematolojik verileri retrospektif olarak dosya arsivlerinden
tarandigi icin bazi kisilerin demir parametrelerini yansitan tetkikleri (ferritin
seviyeleri, serum demir/total demir baglama kapasitesi gibi) yapiimadigindan bu
verileri mevcut degildi. Dolayisiyla verileri eksik olan kisilerde nutrisyonel
eksikligin borderline HbA2 seviyesi ya da HbA2 dusuklugu Gzerine etkisinin olup
olmadidi degerlendirilemedi. Diger bir kisithlik; finansman azligi nedeniyle HbF
ve HDA: seviyeleri Uzerine 6nemli etkisi olan a-globin gen degisikliklerinin
analizlerinin drneklemde yapilamamasiydi. Dolayisiyla yine borderline HbA:
seviyesi ya da HbA:2 dusukligu etyolojisinde a-globin gen degisikliklerinin olup

olmadigi degerlendirilemedi.

6.SONUG ve ONERILER

B-talasemi tasiyicilarinin %90'Indan fazlasinda tanisal HbAz ylkselmesi,

%50'sinde de HbF yulkselmesi saptanmaktadir. Dolayisiyla talasemi tasiyiciligi
tespitinde hemoglobin elektroforezinin yeri cok énemlidir. Ancak HbA:2 dizeyi
normal olan bazi bireylerde HBB geninde mutasyon tespit edilmesi ya da ayni
soy bagina sahip, HBB geninde de ayni mutasyon saptanan aile i¢i bireylerde
HbA2 dizeylerinin birbirinden farkli oldugunun (fenotip farkhligi) gérilmesi;

talasemi tasiyiciigi tespitinde HbA2 duzeyi yuksekliginin mutlak olmadigini
goOstermigstir. B-talasemi tasiyiciligi nedeniyle tanisal ylikselmesi beklenen HbA:
seviyesi; 6-talasemi nedeniyle normal sinirlara inebilmektedir. Dolayisiyla bu
bireylerin B-talasemi tasiyicisi oldugu bilenen baska bir bireyle evliligi sonrasi B-
talasemi majorlu ¢ocuklari dogabilmektedir. Normal HbA2 piki nedeniyle goz ardi

edilen; ileri degerlendirmeye ydnlendiriimeyen bireylerin 6B-talasemi olabilecegi
unutulmamahdir. Hb elektroforez sonucu normal sinirlarda olsa bile B-talasemi

tasiyiciligi saptanmig bireylerin partnerleri mutlaka DNA analiz yontemleri ile -
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talasemi tasiyiciligi agisindan degerlendiriimelidir ve eslik edebilecek &6-talasemi

agisindan mutlaka HBD geni genotiplendirmesi akilda tutulmalidir.

Borderline seviyede HbA:z seviyesine sahip olan kigiler de mutlaka ayrintili
olarak deg@erlendiriimelidir.  Nutrisyonel eksikliklerin, sessiz B-talasemi
mutasyonlarinin, B-talasemi tasiyiciigi ile 6-talasemi birlikteliginin, oa-gen
triplikasyonu/kuadriplikasyonun yaninda KLF1 gen mutasyonlarinin da borderline
seviyede HbA:2 seviyesine neden olabilecedi unutulmamahdir. MCV ve MCH
degerleri normal ya da hafif disuk olgularda gorulebilen HbF yUksekligi ya da
borderline seviyede HbA: ylksekligi KLF1 genindeki mutasyondan kaynaklaniyor
olabilir; ya da fenotipik olarak tipik talasemi minor ile uyumlu bulgulari olan ancak
HBB geninin intakt olarak saptandigi olgularda mutlaka KLF1 genotiplendirmesi

akilda tutulmalidir.

HBD genindeki mutasyonlar sadece talasemik tablo olusturmayip, stabil
yapida varyant HbA2 yapisi da olusturabileceginden (Ornegin; HbB2); HbA:
seviyesi hesaplanirken mutlaka tum HbA:2 yapilar dikkate alinmalidir. HPLC ya
da kapiller zon elektroforezi degerlendirilirken normal HbA2 pikinin haricinde ek

pik olup olmadigi gozden geciriimelidir.

HbA2 seviyesi dusukligu saptandiginda olgular mutlaka demir eksikligi
anemisi yonunden degerlendiriimeli; suphe duyulan durumlarda demir
replasmani sonrasi hemoglobin elektroforez testleri tekrarlanmalidir. HbA:2

dusuklugunde HBD genindeki mutasyonlarin yaninda a-talasemi tasiyiciliginin
da genetik etyolojik sebep olabilecedi unutulmamali; olgularin mutlaka a-globin

agisindan genotiplendirmeleri yapiimahdir.

Aragtirmamizda saptadigimiz R268L mutasyonunun bizler fenotipik etkisi
olabilecegini dusinmekteyiz; dolayisiyla bu mutasyonun fonksiyonel
calismalarinin yapiimasinin gerekli olduguna ve R268L mutasyonuna sahip olan

daha genisg olgu serilerinin degerlendirilmesi gerekliligine inaniyoruz.
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Turkiye'de KLF1 ve HBD genleri ile ilgili caligmalar, bilindigi kadariyla,
oldukga azdir. Genotipik gesitlilik agisindan essiz bir yelpazeye sahip olan
ulkemizde bu genlerle ilgili bilgi ve tecrubelerimiz arttikga literatire daha once
girmemis varyantlarin ve fenotipik etkilerinin ortaya konulmasinin da 6nd bu

sekilde acilmis olacaktir.

Sonug olarak; HPLC sonrasi HbF veya HbA2 seviye anormalligi saptanan
sinirll sayida olgunun dahil edildigi arastirmamizin sonuglarina gore globin
proteini Ureten ya da Uretiminde etkisi olan diger alternatif (KLF1, HBD ve diger)
genlerin de HbF ve HbA: seviyesini etkileyen ve hemoglobinopatilerde patojenite
etkeni olabilecegini ortaya koymustur. Mart 2013-Agustos 2018 vyillari arasi
Canakkale Onsekiz Mart Universitesi Tip Fakltesi Hastanesi Genetik Tani ve
Tedavi Merkezine HBB gen analizi i¢in bagvurmus olgu ve kontrol grubu bireylere
ait DNA bankasinin kullanilarak yapilan mevcut arastirma sonuglari ¢alisilan
hedef her iki gende de (KLF1 ve HBD) nokta mutasyon oraninin ylksek oldugunu
ortaya koymustur. Calisilan olgu grubundaki bireylerin %58,75’inde KLF1
geninde ve %23,75'inde ise HBD geninde mutasyon saptanmistir. KLF1 geninde
saptanan bes farkli nokta mutasyonun sirasiyla 41 olguda (%87,23; n=47)
S102P, 3 olguda (%6,38) F182L, 1 olguda (%2,12) P109S, 1 olguda (%2,12)
M39L ve 1 olguda ise (%2,12) R268L olduklari ortaya konmusgtur. Saptanan 4
farkh nokta mutasyonun (M39L, P109S, F182L ve R268L) heterozigot yapida
olduklari, S102P mutasyonunun ise toplam 36 olguda (%87,8) heterozigot ve 5
olguda (%12,2) ise homozigot yapida oldugu tespit edilmistir. Caligilan olgu
grubu bireylerin 19'unda (%23.75) HBD geninde mutasyon saptanirken,
61'nin(%76.25) normal yapida olduklari ortaya konmustur. Heterozigot olarak
saptanan dort farkli nokta mutasyonun sirasiyla 12 olguda (%63,15; n=19) HbA2-
Yialousa, 5 olguda (%26,31) HbA2-Bornova, 1 olguda (%5,26) HbA2-Yokoshima
ve 1 olguda ise (%5,26) Delta 10(A7) Ala-->Val; HBD:c.32C>T varyasyonu
olduklari ortaya konmustur. Arastirmamiz kapsaminda caligilan olgulardan
sadece birisinde saptanan "Delta 10(A7) Ala-->Val, HBD:c.32C>T" nokta
mutasyonu ilk kez bu arastirmada tanimlanmistir. Mevcut arastirma sonucunda

saptanan HBD:c.32C>T mutasyonu yeni bir hemoglobin HbA2 varyanti olarak
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degerlendirilmis ve HbA2-Canakkale ismiyle literature kazandirimigtir. Saptanan
varyantin "HbVar" veritabanina eklenmesi ve ilgili mutasyonun goruldigu tek
nakleotid polimorfizminin (SNP) yeni bir referans numarasi ('rs no") ile literattire
kazandiriimasi hedeflenmistir. Arastirmamiz ayrica, bilindigi kadariyla, HbA2-
Bornova varyantina sahip olgulardan olugsmus bir serinin (n=5) sunuldugu ilk
calismadir. Yine arastirmamiz KLF1 geni mutasyonlari ile HbAz seviyesi
arasindaki iligkiyi degerlendiren Turkiye'deki ilk calisma olmasi ozelligini de
tasimaktadir. Arastirma sonuglari, hemoglobinopatilerin molekuler etyolojik
sebepleri arastirilirken KLF1 ve HBD gibi globin proteini Greten ya da Uretiminde
etkisi olan diger alternatif genlerin olasi varyasyonlar agisindan

genotiplendiriimesinin kesin tani agisindan onemli oldugu onerilmigtir.
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RUT'N H|ZM ETLER 2016-2020 yillari arasinda tani laboratuari olarak(Sitogenetik ve

Molekdiler) verdigi hizmetler ve tani raporlari

A- Sitogenetik Adet

Lenfosit Hiicre Kiiltiirti 2629  Karyotip —karyogram analiz

FISH 400 Metafaz-interfaz analiz

B- Molekiiler Genetik Adet

FMF 1341  Molekdler tani

CVD 1404 Habituel Abortus, PTE, SVH, Behget Sendromu, DVT, Ml,
Atherosklerozis

Farmakogenetik 193 Warfarin, Klopidogrel, Mikofenolat Mofetil vb. ve kompleks ilag
detoksifikasyon profil analizleri

Onkogenetik o5 Kras, EGFR sekans ve Bcr-ABL (t9;22) (p210) transkript analizi

Prenatal Tani (QF-PCR) 468 Kromozom 13,18,21,X ve Y STR fragment analizi

MLPA 0968 Mikrodelesyon sendromlari, Subtelomerik, CFTR, BRCA1/2,
DMD,SMA vb.

Array-CGH (60K ve 180K) 981 Delesyon/duplikasyon analizi

Yeni Nesil Dizileme (NGS) 220 CFTR, Otoinflamatuar hastaliklar, Male/Female infertilite, BRCA1/2,
Ailevi Kanser paneli, SMA, DMD, Osteogenezis imperfecta, Marfan
Sendromu, NF1/2 vb.

Dig“er 1345 Talasemi, TRAPS, CAPS, MVK, Frajil X, HPV, Colyak, JAK2,HLAB27

Poliklinik hasta sayisi 5502
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ILGi ALANLARI - LABORATUVAR DENEYiMi (ARASTIRMA ALANI)
A-Sitogenetik

A1l- Periferik kandan lenfosit hiicre kilturi ve kromozom analizi
A2- Seks kromatin analizi
A3- Manuel ve otomatik karyotip, karyogram ve ideogram analizler
A4- GTG, C, NOR, HRB bantlama teknikleri
B- Molekiiler Sitogenetik
B1- Direkt, indirekt hibridizasyon teknikleri, CGH ve FISH
B2- Kromozomal mikrodisseksiyon
B3- Preimplantasyon Genetik Teshis (PGT) ve IVF
B4- In situ hibridizasyon, strip, line-assay hibridizasyon ve genetik hastaliklarda tarama
C- Molekiiler Genetik
C1- Elektroforetik teknikler (agaroz, acrilamide)
C2- Western blot analiz
C3- PCR, Multiplex PCR, RT-PCR, Real-Time PCR teknikleri
C4- RFLP mutasyon ve polimorfizm taramalari
C5- Genomik DNA izolasyonu (solid, kan ve diger dokular) ve DNA dizi analizi
C6- Epigenetik, DNA metilasyon analizi, gen ekspresyonu ve modifikasyon analizi
C7- MLPA, Strip-Assay
C8- QF PCR, Direkt sekanslama
C9- MikroArray-CGH

C10- Yeni nesil sekans analiz (NGS)

MERKEZi KURULUS UYELIKLERI

1. Tibbi Genetik Dernedi ANKARA
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