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OZET

Hemoglobin Varyantlarimin DNA Dizi Analizi ile Belirlenmesi

Hemoglobinopatiler, bir veya daha fazla globin zincir sentezinin azalmasi
(talasemi) veya yapisal olarak anormal hemoglobinlerin sentezi (Hb) ile
karakterizedir. Bir cok bolgede talasemi Hb varyantlar ile birlikte bulunmakta ve
bunun sonucunda cok degisik klinik ve hematolojik fenotip gostermektedir. Bu
olgulara neden olan mutasyonlarin tanimlanmasi etkili tani ve iyi bir damsmanlik icin
cok onemlidir. Hematolojik ve biyokimyasal arastirmalar ile aile taramalari, Hb
bozukluklarinin DNA tamisim kolaylastirmakta ve molekiil ici etkilesimlere onemli
ipucu saglamaktadir. Hemoglobinopatilere 1000°den fazla mutasyon neden olmasina
ragmen, bunlardan simirh sayidaki mutasyonlar klinik acidan 6nemlidir.

Bugiine kadar iilkemizde 42 anormal hemoglobin tammmlanmistir. Anormal
hemoglobinlerin dagilimi1 bdolgeler arasinda bilyilkk farkhihklar gostermektedir.
Cukurova bolgesinde p-talasemi ve HbS daha yaygin olarak goriilmektedir. Bu
anormal hemoglobinlerin bazilar elektroforetik yontemlerle tanimlanmasi giictiir. Bu

nedenle DNA dizi analizi yapilmahdir.

Anahtar Sozciikler: Hemoglobin varyantlari, DNA dizi analizi, talasemi.



ABSTRACT

Identification of Hemoglobin Variants with DNA Sequencing

The haemoglobinopathies refer to a diverse group of inherited disorders
characterized by a reduced synthesis of one or more globin chains (thalassaemias) or
the synthesis of a structurally abnormal haemoglobin (Hb). In prevalent regions, the
thalassaemias often coexist with a variety of structural Hb variants giving rise to
complex genotypes and an extremely wide spectrum of clinical and haematological
phenotypes. An appreciation of these phenotypes is needed to facilitate the definitive
diagnosis of the causative mutations to inform management and clinical counselling.
Haematological and biochemical investigations, and family studies provide essential
clues to the different interactions and are fundamental to DNA diagnostics of the Hb
disorders. Although a full spectrum of >1000 mutations causing haemoglobinopathies
have been documented, in practice only a limited number of mutations are associated
with disease states and clinical significance.

So far up to present 42 abnormal hemoglobins have been identified in the our
country. There are big differences in the distribution of abnormal hemoglobins
among regions. In Cukurova region p-thalassemia and HbS are the most common
variants. Some of abnormal hemoglobins can’t be identified with electrophoretic

techniques. So these case must be idendified with DNA sequence.

Key Words: Hemoglobin variants, DNA sequencing, thalassemia,.

xi



1. GIRIS

Hemoglobin molekiiliiniin yapisinda yer alan globin zincirleri iizerindeki aminoasit
degisikligi sonucu Hb varyantlari meydana gelmektedir. Bu varyantlar yapisal 6zelliklerine
bagl olarak polimerlesme (HbS), kristallenme (HbC) veya dayaniksiz olmalar1 nedeniyle
hemolitik anemiye neden olmaktadir. Ayrica oksijen affinitesinde artis gdsteren anormal
hemoglobinler eritropoezi artirirken, affinitede azalmaya neden olanlar ise siyanoz ile kendini
gostermektedir. Anormal hemoglobinlerden pek ¢ogunun 6nemli bir klinik semptoma neden
olmadig1 da bilinmektedir".

Anormal hemoglobinler yapisal 6zelliklerine goére bir veya iki aminoasit degisimi,
aminoasit eklenmesi veya ¢ikarilmasi yada iki farkli polipeptidin birlesmesiyle meydana gelen
(hibrit) zincirlerdir. Hemoglobin molekiillerinin yapisinda yer alan zincirler {izerinde meydana
gelen degisiklikler 1998 yili uluslararasi hemoglobin danisma merkezinin raporunda 750'ye
ulasmistir. Bunlardan 217 tanesi alfa, 362 beta, 70 gama, 32 delta globin ve zincirinde iki
amino asit degisimi olan 19 varyant gézlenmistir. Bunlardan farkli olarak 10 hibrid, 13 uzamis
ve 27 delesyon, insersiyon veya delesyon/insersiyonun birlikte bulundugu zincirler
belirlenmistir®. Internette http://globin.cse.psu.edu sitesindeki varyantlarin sayist 925
olmustur’. Kirk iki tane Hb varyanti iilkemizde gozlenmis olup 7’si ilk olarak Tiirklerde
gosterilmistir®.

Tiirkiye nin giineyinde yer alan Cukurova bdlgesinde (Antakya, Adana ve igel) orak
hiicre anemisi tasiyict (HbAS) sikligi %8.2 olarak tespit edilmistir. Bolgede talasemik
ozellige sahip olan HBE tasiyicilig da (<%1) goriilmektedir’. Ayrica HbD ve birkag vakada
HbC tespit edilmistir®. HbS tasiyici oran1 Antakya ilinin bazi kdy ve kasabalarinda %44’e
kadar ulasmaktadir’. Bu giine kadar kesin tedavisi bulunamayan bu hastalik dogum 6ncesi
teshis ile 6nlenebilmektedir’. Anormal hemoglobin veya talasemi tastyicilarin evlenmesi
durumunda gebeligin 10-12. haftasinda DNA analizi ile prenatal tan1 yapilmaktadir®.

T.C. Saglik Bakanlig1 tarafindan Cukurova bolgesinde evlilik 6ncesi hemoglobinopati
taramasi zorunlu hale getirilmistir. Tarama merkezlerinde elektroforez veya HPLC ile

analizleri yapilarak HbS, C, D, E ve X (tanimlanamayan Hb) tasiyan bireyler gebeligin 10.



haftasinda C.U. Tip Fakiiltesi Prenatal tam {initesine sevk edilmektedir. Bu 6rneklerde prenatal
tanidan 6nce mutasyonlarin DNA analizi ile teyid edilmesi 6nemlidir. Bu nedenle 6nce allele
spesifik PCR ile elektroforeze uyumlu mutasyon analizi yapilmaktadir. Bu yontemle

kimliklendirilemeyen vakalar ise DNA dizi analizi ile teshis edilmektedir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. HEMOGLOBINLERIN YAPISI

Eritrositlerin i¢inde yer alan ve yiiksek konsantrasyonda oksijen baglama yetenegi
bulunan hemoglobin (Hb) molekiilii, oksijeni akcigerlerden dokulara, karbondioksit ve
protonlar1 ise dokulardan akcigerlere tasimaktadir. Eritrositlerde bulunan hemoglobin
molekiiliiniin agirhig1 64.500 daltondur’.

Erigkin saglikli bir insanda % 97 oraninda bulunan HbA molekiilii (HbA; a,f3,), her
birine hem baglanmis iki alfa (o) ve iki de beta () globin zincirinden meydana gelen
tetramer yapida bir metaloproteindir. Fetal hayat ve yeni doganin majér hemoglobini olan
HbF, iki alfa ve iki gama (y) zincirinden (oyy2) meydana gelmekte olup normal erigkin bir
insanda miktar1 %]1’in altinda bulunmaktadir. Yapisinda iki alfa ve iki delta (8) zinciri
bulunan HbA, (0,08,) ise normal eriskinde %2-3 arasinda bulunmaktadir. Embriyonik
hayatin erken donemlerinde sentezlenen Hb Gower [Hb Gower I ((e;) ve Hb Gower 11
(0z€2)] ve Hb Portland’in ({;y,) yapisinda yer alan alfa benzer zinciri zeta (), beta benzer
zincirleri ise epsilon (g) ve gama (y) dir’”'®"". Yasamin farkli evrelerinde sentezlenen Hb

molekiilleri Tablo 2.1°de gosterilmistir.

Tablo 2.1. Embriyonik, fetal ve eriskin donemde sentezlenen insan hemoglobinleri.

Hb ADI FORMULU SENTEZLENDIGI DONEM
Hb Gower I &e
Hb Gower 11 [V ) Embriyo
Hb Portland I &2
Hb A azp;
Fetiis

Hb F Y2
Hb A (lsz

Yetiskin
Hb A, 0,0,




Hemoglobin molekiiliiniin yapisinda yer alan her globin zincirlerine bir tane de hem
plagi baglanmistir. Bu yapi1, hemoglobin molekiiliine oksijen baglanmasini ve kanin kirmizi
renkli olmasini saglamaktadir. Hem grubu, ferréz (Fe™) seklinde demir atomu ve
protoporfirin halka sisteminden olugmaktadir. Hemoglobin yapisi i¢inde yer alan hem ve
globin zincirleri hiicre iginde farkli mekanizmalarla sentez edildikten sonra birleserek
hemoglobin molekiiliinii olusturmaktadir'". Hb varyantlari globin zincirleri tizerindeki
amino asit degisimi sonucu meydana gelmektedir. Bu degisim ise molekiiliiniin sentezinden
sorumlu genler tarafindan kodlanmakta olup 11 ve 16 nolu kromozomlar iginde

yerlesmigtir™'"'%.

2.1.1. Globin Gen Kiimesi

Beta benzer genleri (g, v, 0 ve B) 11. kromozomun kisa kolu iizerindeki pl4
bolgesinde, alfa benzer genleri ({ ve a) ise 16. kromozomun kisa kolunun p13.3 bolgesinde

bulunmaktadir™ (Sekil 2.1).
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Sekil 2.1. Alfa ve beta benzer globin genleri ile sentezinden sorumlu oldugu Hb tiirleri.



Globin genleri, embriyonik yasamdan eriskine dogru aktivasyon sirasina gore 5'
ucundan 3' ucuna dogru dizilmislerdir. Alfa globin gen kiimesi 30 kb’lik bir alan {izerinde ve
5'-C-YC-Yo,-Ya,-02-04-01-3' olarak siralanmaktadir. Alfa lokusunda bulunan o, ve o, genleri
yapisal olarak benzer protein lirlinii vermekte olup sadece kodlanmayan (UTR) 5' ve 3'
bolgelerinde dizi farki bulunmaktadir. Beta globin gen kiimesi ise 5'-g-y-"y-¥p-5-B-3' olarak
stralanmugtir'’. Beta lokusu iizerindeki %y ile “y genleri de yapisal olarak benzer protein tiriinii
vermektedirler. Gama globin zincirlerinin bu iki geni 136. pozisyondaki amino asit farkindan
dolay1 birbirinden ayirt edilebilir. G gama (“y) geni 136. pozisyonunda glisini kodlarken, A
gama (“y) aym pozisyonda alanini kodlamaktadir'®'*'*.

Alfa ve beta gen kiimesinde yer alan piisodo genlerin (W(-Pa,-Pa; ve WP ) bilinen
bir fonksiyonu yoktur. Bu nonfonksiyonel genlerin evrimsel kalintilar oldugu
diistiniilmektedir. Teta (0;) geninin korunmus yapisi ve inaktive edici hicbir mutasyon
tasimamasi fonksiyonel olabilecegini diisiindiirmektedir. Bu giine kadar genin protein iiriinii
tespit edilememis olup 0,’in rolii hala anlasilamarmstir''.

Epsilon, gama, delta ve beta zincirleri 146, alfa zinciri ise 141 amino asitten
meydana gelmektedir. Bu globinleri kodlayan genler {i¢ ekson ve iki introndan meydana
gelmektedir (Tablo 2.2). Beta benzer genlerinde ekson I ilk 30, ekson II takip eden 74 (31-
104) ve ekson III ise kalan 42 (105-146) amino asiti kodlamaktadir. Alfa geni digerlerinden
farkl olarak ekson I ilk 31, ekson II (32-99) takip eden 67 ve ekson III ise (100-141) kalan
41 amino asidi kodlamaktadir. Tetramer olusumu ve hem baglanmasini saglayan globin
zincirlerinin bir kismi ekson 2’de kodlanmaktadir. Ekson 3’te ise tetramerin subiinitleri
arasindaki etkilesimin saglanmasi ve hemin baglanmasi i¢in gerekli amino asitlerin birgogu
kodlanmaktadir'*,

Intronlar 117-1264 baz cifti (bg) arasinda degisiklik gdstermektedir. Alfa globin
genlerin her iki intronu kiigiik (117-149 bg) iken, { globin genin IVSI’1 ~886 ve IVSII ise
~239 be¢ uzunlugundadir. Beta globin genlerin IVSI’leri 122-130 bg¢ uzunlugunda iken
IVSII ise 850-904 b¢ uzunlugundadir. Alfa ve beta benzer genlerin intron ve ekson

uzunluklar1 Tablo 2.2°de gosterilmistir''*'*,



Tablo 2.2. Alfa, beta, delta, G-gama, A-gama ve epsilon genlerinin 5°-UTR, ekson, intron ve 3’-UTR bdlgeleri

Gen | 5' UTR | Ekson I | intron I | Ekson II| intron II |Ekson III | 3' UTR

58 866 239 108 Bazlar

C 1-31 32-99 100-141 Amino asitler
40 117 142 113 Bazlar

al 1-31 32-99 100-141 Amino asitler
40 117 149 113 Bazlar

a2 1-31 32-99 100-141 Amino asitler
53 122 855 99 Bazlar

& 1-30 31-104 105-146 Amino asitler
A 53 121 866-904 66 Bazlar

v 1-30 31-104 105-146 Amino asitler
G 53 121 866-876 66 Bazlar

v 1-30 31-104 105-146 Amino asitler
5 48 138 898 111 Bazlar

1-30 31-104 105-146 Amino asitler
50 130 850 113 Bazlar

B 1-30 31-104 105-146 Amino asitler

Hemoglobin sentezi gelisim esnasinda degisiklik gostermektedir. Embriyoda o
benzer genlerden (, fetiiste ise a aktif bir sekilde protein liretmektedir. Benzer sekilde P
globin genlerinde de doniisiim olmaktadir. Embriyonik safhada ¢, fetiiste ise y globin geni,
eriskin bireylerde ise & ve B globin genleri aktif olmaktadir. Embriyonik, fetal ve eriskin
yasamda hemoglobinlerin birinin sentezi azalirken digerinin artmaya bagsladig1 asagidaki

sekilde gosterilmektedir”' 1415,

2.1.2. Hemoglobin Doniisiimii

Embriyonik hayatin erken evresinde Hb sentezi, yolk kesesinde ve Hb Gover 1
(C2€2), Hb Gover 2 (0,¢;) ile Hb Portland ((yy,) tiretimiyle sinirlidir. Daha sonra gebeligin
yaklasik 8. haftasinda fetal karaciger, predominant olarak HbF (0,y,) ve az miktarda (<%
10) Hb A sentez gorevini siirdlirmektedir. Bunun yaninda dalakta da HbF {iretilmektedir.

Gebeligin 18. haftasindan doguma kadar kirmizi hiicre {iretim gorevi yavas yavas fetal



karacigerden kemik iligine ge¢mektedir. Dogumdan sonra Hb F miktar1 azalirken buna
paralel olarak HbA iiretimi artmaktadir. Bir yasinda Hb F tiretimi %2, erigkinde ise %1’in
altina inmektedir. Embriyonik yasamdan iki yasina kadar globin zincirlerinin doniigiimii
grafiksel olarak asagida gosterilmistir (Sekil 2.2) >''>",

Bunun yanminda %y ve “y zincirlerinin sentezi fetal hemoglobinden yetiskin
hemoglobine doniisiim esnasinda degismektedir. Fetal kirmizi kan hiicrelerinde %y/*y orani

3:1 iken, eriskin fetal hemoglobininde bu oran 2:3 olmaktadir'*".
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Sekil 2.2. Embriyonik ve fetal gelisimin farkli evrelerinde globin zincir sentezi.

Alfa geni lizerinde aym tiir globin tireten iki gen (o ve a;) bulunmaktadir. Bu
genlerin kodlayan dizileri aynm1 olup sadece 5'UTR ve 3'UTR uglan ile intron 2 de dizi
degisiklikleri bulunmaktadir. Gelisim boyunca o,’nin ekspresyonunun o;’den daha fazla

oldugu bilinmektedir'".



2.2. HEMOGLOBIN VARYANTLARI

Hemoglobinin yapisinda bulunan globin zincirlerinin sentezindeki azalma veya
yapilarindaki amino asit degisikligi ile karakterize olaylara hemoglobinopatiler denilmektedir.
Daha sonralar1  globin zincir sentezindeki azalma veya yoklugu sonucu ortaya c¢ikan
sendromlara talasemi adi verilmistir. Talaseminin patofizyolojisini globin zincir oraninda
ortaya cikan dengesizlik olusturmaktadir. Normal oranda iiretilen diger zincir goreceli olarak
fazladir; tetrameri olusturmak i¢in komplamenter zincirinin yoklugunda prematiir kirmizi kan
hiicresi i¢inde ¢okelerek hiicre zarinda hasara neden olmaktadir. Ayrica kirmizi hiicre i¢inde
Hb miktar1 azalarak hipokromik mikrositer anemiye neden olmaktadir. Globin zincirindeki
amino asit degisikligi sonucu ise anormal hemoglobinler veya Hb varyantlar1 meydana
gelmektedir™''»!,

Orak hiicre anemisine neden olan HbS, 1949 yilinda Pauling ve ark. tarafindan
kesfedilmistir. Ozellikle Afrika’da (ekvator) ve bu bdlgeden gdc eden siyahlarin yasadig
tilkelerde, Suudi Arabistan ve Hindistan bazi eyaletlerinde, daha az olmak {izere Akdeniz
iilkelerinde goriilmektedir' (Sekil 2.3).

HbS igeren eritrositler oksijen azliginda sonucunda polimerleserek kirmizi
hiicrelerin orak seklini almasina (sickling) neden olmaktadir. Orak hiicre anemisine (Sickle
cell anemia) neden olan Hb molekiiline oraklasma ozelliginden dolayr HbS olarak
tanimlanmistir. Laboratuarda oraklasma testi ile belirlenen HbS, elektroforezde HbA’dan
farkli hizda goc¢ etmektedir. Yapilan incelemelerde HbS molekiiliiniin beta globin
zincirindeki 6. amino asitin mutasyona ugradig belirlenmistir. Glutamik asit yerini valin
(B6;Glu—Val) gectigi zaman molekiiliiniin stabilitesi ve solubilitesinde  6nemli
degisiklikler olmaktadir. Genetik analizi yapildigi zaman ise 6. kodonda adenin yerine
timin (GAG—GTG) gectigi belirlenmistir’''%!".

Diinyada ikinci siklikta goriilen anormal hemoglobin ise HbE (B 26Glu—Lys)’dir.
Olgularin yaklasik %80°’ni Gilineydogu Asya’da yasamaktadir (Sekil 2.3). HbE’deki
mutasyon 26. kodonda (GAG—AAG) olup meydana gelen baz degisimi sonucu, p"-globin
mRNA’nin normal splicinginde azalma goriilmektedir. Hb varyantlarindan farkli olarak

eritrositlerde mikrositoz ve hipokromi ile hafif derecede anemi meydana gelmektedir. HbE



homozigotlari, asemptomatiktirler ve sadece hafif anemik olmalarina ragmen, HbE

mutasyonu farkli B-talasemi alleleriyle birlikte anormal fenotip olusturmaktadir™' #1617,

% Beta talasemi
B-s. B-c. = -Dp- Punjab A7 E.

Sekil 2.3. Diinyada yaygin olarak goriilen anormal hemoglobinler ve talasemiler.

/ Alfa talasemi

Hb C (6; Glu—Lys veya GAG—AAG) ise diinyada iiciincii siklikta gézlenen Hb
varyant1 olup, ozellikle Bat1 Afrika kiyilarinda sik gozlenmektedir™'®!” (Sekil 2.3). HbC,

HbA’dan daha az ¢oziiniir; kilcal damarlarda deformasyonu azaltip hafif hemolitik anemiye

9,11,14

yol agarak kirmizi hiicrelerde kristallesme egilimi gosterir . HbC tastyicilarinda target



hiicrelerinde hafif artis disinda herhangi bir hematolojik degisim goriilmemektedir.
Homozigot C ise, splenomegali ile hafif hemolitik anemi ile karakterizedir'""'*'".

HbD (B121;Glu—Gln: GAG—AAG) Hb D-Los-Angeles veya HbD-Punjab olarakta
adlandirilmaktadir. Ozellikle Hindistan’da % 2-3 oraninda rastlanmaktadir (Sekil 2.3).
HbD tasiyicilarinda klinik, hematolojik yada fizyolojik olarak bir anormalik gézlenmezken
homozigot olgularda orta derecede hemolitik anemi tespit edilmektedir' """

Ik anormal hemoglobinler alfabetik harflerle isimlendirmistir. Daha sonra yeni
bulunan hemoglobine genellikle olgunun yasadigi yerin adi verilmeye baslanmstir.
Hemoglobin varyantlarinda heterozigotluk kavrami tastyici olarak bilinmekte olup HbAS
(sickle cell tastyicisi), HbAC, HbAD, HbAE seklinde gosterilmektedir. Homozigotlar
HbSS; sickle cell anemia, HbCC; HbC hastasi olarak tanimlanmaktadir. Cift heterozigotluk
ise her ebeveynden gelen farkli globin zincir varyantimin birlikte tastyicilarini (HbSE,
HbSD veya HbSE gibi) tanimlamaktadir. Benzer sekilde birey hem 8 globin varyant: hem
de B talasemi tasiyicisi olabilir. Ornegin bir ebeveynden S diger ebeveynden B talasemi
kalitim1 s6z konusu ise birey HbS-p talasemi seklinde isimlendirilmektedir'™"".

Bazi anormal hemoglobinler yapisal 6zelliklerine bagh olarak polimerlesme (HbS),
kristallesme (HbC) veya dayaniksiz olmalari nedeniyle hemolitik anemiye neden olmaktadir.
Oksijen affinitesinde artis gosteren anormal hemoglobinler eritropoezi artirirken, affinitede
azalisa neden olanlar ise siyanoz ile kendini gdstermektedir. Bazi hemoglobin varyantlari da
talasemik fenotip (HbE) ile karakterizedir'’. Ancak pek ¢ok Hb varyantinn higbir patolojiye
neden olmadig1 yapilan toplum taramasi sonucu karekterize edildigi bilinmektedir™"”.

Toplum taramasinda anormal hemoglobinler elektroforez, yiiksek basingli sivi
kromotografisi (HPLC), Izoelektrofokusing (IEF) yontemleri kullanilarak analiz
edilmektedir'™. Bu yontemler ile kesin tamisi konulamayan varyantlar DNA analizleri

sonucunda teshis edilmis olup bugline kadar 920’den fazla hemoglobin varyanti

kesfedilmistir’.
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Hemoglobin varyantlari, Hb molekiiliinii olusturan globin genlerindeki mutasyonlar

sonucu meydana gelmektedir. ~ Bunlar mutasyon tipine gore asagidaki

stniflandiriimaktadir?.

sekilde

e Alfa (a; ve 0;) veya beta globin genleri (B-, “y-, “y- ve &) itizerindeki tek baz

mutasyonu sonucunda olusan varyantlar,

e Alfa ve beta globin genlerinde iki mutasyonun neden oldugu iki amino asit

degisimli varyantlar,

e Delta ve beta, B ve & veya “y ve P globin genlerin fiizyonu sonucu olusan

hemoglobin varyantlari,

e C- ve N-terminal uclarinin her ikisinde uzamis o veya B globin zincirli varyantlari,

e Delesyonlu ve/veya insersiyonlu o veya B globin zincirli Hb varyantlar1 olarak

siniflandirilmast miimkiindiir. 1997 yilina kadar globin zincirlerindeki varyant

sayist 693 iken® (Tablo 2.3), 2005 yilindaki varyant sayisi 925 olarak

belirlenmistir’.

Tablo 2.3. 1997 yilina kadar tespit edilmis hemoglobin varyant sayisi

Tip Sayist
a zincir varyantlari 199
B zincir varyantlari 335
y zincir varyantlar1 Sy=38, *y=20; bilinmeyen=3; 6zel=7 68

d zincir varyantlari 28
Iki amino asit degisimli amino asitler (o=1; p=17) 18
Hibrid zincirli varyantlar 10
Uzamus zincirli varyantlar (C-terminalde=9; N-terminalde=4) 13
Delesyonlu varyantlar (15); insersiyonlu (4); delesyonlu ve insersiyonlu (3) 22
Toplam 693
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Tespit edilmis olan hemoglobin varyantlarin yaklasik %41 tek amino asit degisimi
sonucunda olusan varyantlardir. Bunlar disinda bazi varyantlarin ayni zincir iizerinde iki
farkli amino asit degisimi bulunmaktadir™"'. Alfa globin zincirinin 141 amino asitinin
99’unda amino asit degisimi tespit edilmistir; kodon 23, 75 ve 94’te bes mutasyon,
kodon 141°de alt1 mutasyon ve diger kodonlarda ise daha az sayida mutasyon tespit
edilmistir. Beta globin geninin 146 kodonunun 138’inde mutasyon tespit edilmistir.
Bu mutasyonlar sonucunda 355 farkli baz degisimi rapor edilmistir; alt1 farkl
kodonda (kodon 22, 67, 97, 121, 143 ve 146) bes ayr1 mutasyon, kodon 92’de alt1
mutasyon ve kodon 99°da ise yedi mutasyon tespit edilmistir®.

Hemoglobin molekiilinde meydana gelen bazi mutasyonlar Hb’in oksijene olan
ilgisini artirmakta veya azaltmaktadir. Bu degisimler sonucu eritrositoz meydana
gelmektedir. Baz1 amino asit degisikligi sonucu meydana gelen anormal hemoglobinlerde
oksijene olan ilgi degismezken, mutant globin dayaniksiz oldugu i¢in talasemiye neden

olmaktadir™'?.

Yiiksek oksijen affiniteli hemoglobin tasiyicilarin klinik bulgulart ¢esitlilik
gostermektedir. Genellikle hemoglobin diizeyi yiliksek ve eritrositoz ile karakterizedir.
Dolayistyla hastalarin biiyiik bir kismi1 asemptomatik olup rutin hematolojik taramalarda
hafif eritrositoz vakalarin arastirilmasiyla tespit edilmistir. Molekiiler oksijene ilgisi artmig
olup tastyicilarda belirgin eritrositoza neden olan 13 a varyant: belirlenmistir®.

Yiiksek oksijen affiniteli o hemoglobin varyant tasiyicilari, yiiksek affiniteli
hemoglobin varyant tasiyicilarindan klinik olarak daha hafif seyretmektedir. Molekiiler
oksijene affinitesi artmis olan ve tastyicilarda belirgin eritrositoza neden olan 60 farkli 8
varyanti gosterilmistir®. Yiiksek oksijen affiniteli o zincir varyantlarmin ¢ogu C-
terminalinde veya alP1 ile alPB2 etkilesimindeki temel amino asitlerde mutasyon tespit
edilmistir. Bir ¢ok yiiksek oksijen affiniteli B zincir varyant1 temel olarak C-terminalde
(139 ile 146 rezidiileri boyunca), a1p2’nin F ile G heliksleri arasindaki 94-103 rezidiileri
arasindaki etkilesim bdolgesinde veya B ile C helikslerin baglanti kurdugu alfl ve
a1B2’deki mutasyonlar sonucunda olugmaktadirlar. Yiiksek oksijen affinetesine yol acan a
genindeki mutasyonlarin yerlesimi Sekil 2.4°te, B genindeki mutasyonlarin yerlesimi ise

Sekil 2.5°te gésterilmistirz.
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Sekil 2.4. Oksijen affinitesinin artmasina neden olan a globin zincirindeki amino asit
degisim yerleri.
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Sekil 2.5. Oksijen affinitesinin artmasina neden olan 3 globin zincirindeki amino asit
degisim yerleri.
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Oksijen affinetesi azalmis Hb varyanti tasiyicilarinin cildi soluk ve siyanoz ile
karakterizedir. Alfa varyantlarinda siyanoz fetal yasamdan itibaren gelismektedir. Bu durum o
zincirlerinin fetal yasamun ikinci trimesterden itibaren sentez edilmeye baslanmasindan
kaynaklanmaktadir. Oksijen affinitesi azalmiy o Hb varyantlanndan Hb M-Boston
[58His—Tyr] ve Hb M-Iwate [87His—Tyr] siyanoza neden olurken, Hb Moabit
[86Leu—Arg] ise hafif hemolitik anemiye neden olmaktadir. Beta varyantlarinda ise siyanoz
bir yasindan itibaren gelismeye baslar. Bunun nedeni de B zincir sentezinin perinatal donemde
etkin olmasindan kaynaklanmaktadir. Heterozigotlar1 hemolitik anemiye neden olup 23 tane
oksijen affinitesi azalmig P globin zincir varyant: belirlenmistir®"2.

Hemoglobin molekiiliiniin primer yapisini etkileyen mutasyonlar, molekiiliin tersiyer
ve kuartner yapisini da degistirmektedir. Bunun sonucunda hemoglobin molekiiliiniin tetramer
yapisinin stabilitesi bozulmakta ve kirmizi hiicrelerde presipite olmaktadir. Hemin globine
baglanmas1 molekiiliin oksijen tasimasi yaninda stabilite ve solubilitede de 6nemlidir'"'*. Hb
varyantlarinda stabilitenin azalmasinda; hidrofilik rezidii ile molekiiliin interior kismindaki
hidrofobik rezidiiniin degisimi ile temel distal ve proksimal histidinlerin degisimi gibi birkac
mekanizma sorumludur. Unstabilite, kirmiz1 hiicrelerde Heinz cisimcikleri, kirmizi hiicre
lizatlarinda 1s1 unstabilitesi, organik bilesikler (izopropanol, n-biitanol) ve suda proteinin
unstabilitesi gibi birgok metotla saptanmasi miimkiin olmasina ragmen tanimlanmasi oldukg¢a
zordur. Bazen unstabilite bir metodla tespit edilirken bagka bir metotta saptanmayabilir.
Bundan dolay1 literatiirlerde birka¢g Hb varyantinin hafif, orta veya unstabil olarak listelenmis
g6rmek miimkiindiir™'™'2,

Ozellikle birka¢ unstabil Hb varyanti (temel olarak a globin zincir varyantlari) bazi
listelerde yer almamustir. Ciinkii onlarin durumu hemolitik anemiden ¢ok talasemi ile
birlesmistir. Bu varyantlar [Ornegin: Hb Agrinio (029 Leu—Pro); Hb Quon Sze (al25
Leu—Pro); Hb Tunis-Bizerte (0129 Leu—Pro)]| dayaniksiz olup varliginm tespit etmek ¢ok
zordur. Tanimlanmalar1 ancak molekiiler diizeyde DNA dizi analizi ile miimkiin olmaktadir.
Bunlarin yaninda normal olarak sentezlenen ama kemik iliginde hizli bir sekilde yikilan
unstabil hemoglobinler hemolitik anemiye neden olmaktadir. Hemolitik anemiye neden olan

unstabil 6 tane o globin zincir varyanti gosterilmistir. Unstabil hemoglobinler toplumda pek

yaygin degildir. Ayrica hemolitik anemiye neden olan 36 unstabil B globin zincir varyanti
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tammlanmistir™'>"®. Tek baz degisimi sonucunda meydana gelen 199 alfa globin zincir

varyant1 Tablo 2.4’te gosterilmistir’. Hemoglobin varyantlar eski yillarda aminoasit dizisine

gore tammlanmustir. Parentez igindeki baz degisimi ise amino asite gore tahmin edilen

mutasyonlar1 gostermektedir.

Tablo 2.4. Tek baz degisimi sonucu meydana gelen alfa globin zincir varyantlari.

Hb Ad1 Amino asit Amino asit Mutasyon*

sirasi degisimi
Chongqing 2 Leu—Arg (CTG—CAGO)
J-Toronto 5 Ala—Asp (GCC—-GAC)
Karachi 5 Ala—Pro (GCC—CCO)
Sawara 6 Asp—Ala (GAC—GCC)
Dunn 6 Asp—Asn (GAC—AACQC)
Ferndown 6 Asp—Val (GAC—-GTCO)
Woodville 6 Asp—Tyr (GAC—TAC)
Swan River 6 Asp—Gly (GAC—GGO)
Tatras 7 Lys—Asn (AAG—AACQ)
Kurosaki 7 Lys—Glu (AAG—GAQG)
J-Wenchang-Wuming 11 Lys—Gln (AAG—CAQG)
Albany-Suma 11 Lys—Asn (AAG—AAC veya AAT)
J-Paris-I 12 Ala—Asp GCC—GAC
Evanston 14 Trp—Arg (TGG—AGG)
I-Interlaken 15 Gly—Asp GGT—-GAT
Ottawa 15 Gly—Arg (GGT—CGT)
I 16 Lys—Glu AAG—GAG
Beijing 16 Lys—Asn (AAG—AAC veya AAT)
Harbin 16 Lys—Met (AAG—ATG)
Handsworth 18 Gly—Arg (GGC—-CGO)
Al-Ain Abu Dhabi 18 Gly—Asp (GGC—GAO)
J-Kurosh 19 Ala—Asp (GCG—7,GCC—GACY)
J-Tashikuergan 19 Ala—Glu (GCG—GAQG)
Necker Enfants-Malades 20 His—Tyr (CAC—>TACQ)
Le Lamentin 20 His—GIn CAC—CAA
Hobart 20 His—Arg (CAC—CGO)
J-Nyanza 21 Ala—Asp (GCT—GAT)
Fontainebleau 21 Ala—Pro (GCT—CCT)
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Tablo 2.4 (Devami). Tek baz degisimi sonucu meydana gelen alfa globin zincir varyantlari.

Hb Ad1 Amino asit  Amino asit Mutasyon*
sirasi degisimi
J-Medellin 2 Gly—Asp (GGC—GAC)
Memphis 23 Glu—Gln (GAG—CAQG)
Chad 23 Glu—Lys GAG—AAG
G-Audhali 23 Glu—Val (GAG—GTG)
Reims 23 Glu—Gly (GAG—GGG)
Lisbon 23 Glu—Asp (GAG—GAT)
Luxembourg 24 Tyr—His (TAT—CAT)
Ramona 24 Tyr—Cys TAT->TGT
Shenyang 26 Ala—Glu (GCG—GAQG)
Forth Worth 27 Glu—Gly (GAG—GGG)
Spanish Town 27 Glu—Val (GAG—GTG)
Shuangfeng 27 Glu—Lys (GAG—AAQG)
Hekinan 27 Glu—Asp GAG—GAC
Agrinio 29 Leu—Pro CTG—CCG
O-Padova 30 Glu—Lys (GAG—AAQG)
G-Honolulu 30 Glu—Gln (GAG—CAQG)
Prato 31 Arg—Ser (AGG—AGCO)
Queens 34 Leu—Arg (CTG—CGQG)
Bourmedes 37 Pro—Arg (CCC—CGO)
Kariya 40 Lys—Glu (AAG—GAG)
Kanagawa 40 Lys—Met AAG—ATG
Miyano 41 Thr—Ser (ACC—TCC veya AGC)
Torino 43 Phe—Val (TTC—GTC)
Hirosaki 43 Phe—Leu (TTC—-CTC)
Milledgeville 44 Pro—Leu (CCG—CTG)
Kawachi 44 Pro—Arg (CCG—CGQG)
Fort de France 45 His—Arg (CAC—CGC)
Bari 45 His—Gln (CAC—CAQG)
Poitiers 45 His—Asp (CAC—AAQ)
Beilinson 47 Asp—Gly (GAC—GGO)
Hasharon 47 Asp—His GAC—CAC
Arya 47 Asp—Asn (GAC—AAQ)
Cordele 47 Asp—Ala (GAC—GCCO)
Kurdistan 47 Asp—Tyr GAC—-TAC
Montgomery 48 Leu—Arg CTG—-CGG
Savaria 49 Ser—Arg (AGC—CGCO)
J-Sardegna 50 His—Asp (CAC—GAO)
Aichi 50 His—Arg (CAC—CGC)
J-Abidjan 51 Gly—Asp (GGC—GAC)
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Tablo 2.4 (Devami). Tek baz degisimi sonucu meydana gelen alfa globin zincir varyantlar

Hb Ad1 Amino asit  Amino asit Mutasyon*

sirasi degisimi
Russ 51 Gly—Arg (GGC—CGCO)
J-Rovigo 53 Ala—Asp (GCC—GAQO)
Shimonoseki 54 Gln—Arg (CAA—CGA)
Mexico 54 Gln—Glu (CAA—GAA)
Thailand 56 Lys—Thr (AAG—ACG)
Shaare Zadek 56 Lys—Glu (AAG—GAQG)
Belliard 56 Lys—Asn (AAG—AAT veya AAC)
Port Huron 56 Lys—Arg AAG—AGG
L-Persian Gulf 57 Gly—Arg (GGC—CGO)
J-Norfolk 57 Gly—Asp (GGC—GAC)
M-Boston 58 His—Tyr (CAC—TACO)
Tottori 59 Gly—Val (GGC—GTCO)
Adana 59 Gly—Asp GGC—GAC
Zambia 60 Lys—Asn (AAG—AAC veya AAT)
Dagestan 60 Lys—Glu (AAG—GAQG)
J-Buda 6l Lys—Asn (AAG—AAC veya AAT)
J-Anatolia 61 Lys—Thr AAG—ACG
Evans 62 Val—-Met GTG—ATG
Pontoise 63 Ala—Asp (GCC—GAQ)
G-Waimanalo 64 Asp—Asn GAC—AAC
Perspolis 64 Asp—Tyr (GAC—-TAC)
Q-India 64 Asp—His GAC—CAC
Guangzhou-Hangzshou 64 Asp—Gly (GAC—-GGCO)
G-Philadelphia 68 Asn—Lys AAC—AAG (a2al)

veya AAC—AAA (a2)

Ube-2 68 Asn—Asp (AAC—GAC)
J-Habana 71 Ala—Glu (GCG—GAQG)
Ozieri 7 Ala—Val (GCG—GTQG)
Daneskgah-Teheran 72 His—Arg (CAC—CGCO)
Q-Thailand 74 Asp—His GAC—CAC
Lille 74 Asp—Ala (GAC—GCO)
G-Pest 74 Asp—Asn (GAC—AACQ)
Chapel Hill 74 Asp—Gly GAC—GGC
Q-Iran 75 Asp—His (GAC—CACQ)
Duan 75 Asp—Ala GAC—GCC
Winnipeg 75 Asp—Tyr (GAC—-TAC)
Matsue-Oki 75 Asp—Asn (GAC—AACQ)
Mizushi 75 Asp—Gly (GAC—GGCO)
Noko 76 Met—Lys (ATG—AAQG)
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Tablo 2.4 (Devami). Tek baz degisimi sonucu meydana gelen alfa globin zincir varyantlar

Hb Ad1 Amino asit  Amino asit Mutasyon*
sirasi degisimi
Aztec 76 Met—Thr (ATG—ACG)
GuiZhou 77 Pro—Arg (CCC—-CGO)
Stanleyville-1I 78 Asn—Lys (AAC—AAQG)
J-Singa 78 Asn—Asp (AAC—-GACQ)
Davenport 78 Asn—His AAC—CAC
Mantes-La-Jolie 79 Ala—Thr (GCC—ACCO)
Ann Arbor 80 Leu—Arg (CTG—CGG)
Nigeria 81 Ser—Cys (TCC—-TGCO)
Garden State &2 Ala—Asp (GCC—GACQ)
Etobicoke 84 Ser—Arg (AGC—AGG veya
CGC veya AGA)
G-Norfolk 85 Asp—Asn (GAC—AACQ)
Atago 85 Asp—Tyr (GAC—-TACQ)
Inkster 85 Asp—Val GAC—-GTC
Moabit 86 Leu—Arg (CTG—CGQG)
Iwata 87 His—Arg (CAC—CGCOC)
M-Iwate 87 His—Tyr CAC—-TAC
Loire 88 Ala—Ser (GCG—-TCG)
Columbia Missouri 88 Ala—Val (GCG—-GTQG)
Valparaiso 88 Ala—Gly (GCG—GGAG)
Luton 89 His—Leu (CAC—CTC)
J-Broussais 90 Lys—Asn AAG—AAT (a2) veya
AAG—AAC(al)
J-Rajappen 90 Lys—Thr AAG—ACG
Handa 90 Lys—Met (AAG—ATG)
Port Phillip 91 Leu—Pro (CTT—CCT)
J-Cape Town 92 Arg—GlIn CGG—CAG
Cemenelum 92 Arg—Trp (CGG—-TGQG)
Chesapeake 92 Arg—Leu (CGG—CTG)
Titusville 94 Asp—Asn (GAC—AAQ)
Setif 94 Asp—Tyr (GAC—-TAC)
Sunshine Seth 9 Asp—His GAC—CAC
Capa 94 Asp—Gly GAC—-GGC
Roanne %4 Asp—Glu (GAC—GAQG)
G-Georgia 95 Pro—Leu CCG—CTG
Rampa 95 Pro—Ser (CCG—-TCG)
Denmark Hill 95 Pro—Ala (CCG—GCQG)
St. Luke's 95 Pro—Arg CCG—CGG
Dallas 97 Asn—Lys AAC—HAAA
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Tablo 2.4 (Devami). Tek baz degisimi sonucu meydana gelen alfa globin zincir varyantlar

Hb Ad1 Amino asit  Amino asit Mutasyon*
sirasi degisimi
Turriff 99 Lys—Glu (AAG—GAGQG)
Manitoba 102 Ser—Arg AGC—CGC (02) veya
AGC—AGA(al)
Contaldo 103 His—Arg (CAC—CGO)
Sallanches 104 Cys—Tyr TGC—-TAC
Suan-Dok 109 Leu—Arg CTG—CGG
Petah Tikva 110 Ala—Asp (GCC—GACQ)
Tonosho 110 Ala—Thr (GCC—ACO)
Anamosa 111 Ala—Val GCC—GTC
Hopkins-II 112 His—Asp (CAC—-GAC)
Strumica 112 His—Arg (CAC—CGO)
Twin Peaks 113 Leu—His (CTC—CAC)
Chiapas 114 Pro—Arg (CCC—-CGO)
Nouakchott 114 Pro—Leu (CCC—CTO)
Melusine 114 Pro—Ser (CCC—-TCO)
J-Tongariki 115 Ala—Asp GCC—-GAC
O-Indonesia 116 Glu—Lys GAG—AAG
Ube-4 116 Glu—Ala (GAG—GCQG)
Oleander 116 Glu—GlIn (GAG—CAQG)
J-Meerut 120 Ala—Glu GCG—GAG
Owari 121 Val—>Met (GTG—ATG)
Westmead 122 His—Gln CAC—CAG
Mulhacen 123 Ala—Ser GCC—-TCC (al) ve
a120’de GCG—GCT
Quong Sze 125 Leu—Pro CTG—CCG
Tarrant 126 Asp—Asn (GAC—AAQ)
Sassari 126 Asp—His (GAC—CAC)
Fukutomi 126 Asp—Val (GAC—-GTO)
Montefiore 126 Asp—Tyr (GAC—TACQ)
St. Claude 127 Lys—Thr (AAG—ACG)
Jackson 127 Lys—Asn (AAG—AAT veya AAC)
Tunis-Bizerte 129 Leu—Pro CTG—CCG
Sun Prairie 130 Ala—Pro GCT—CCT
Yuda 130 Ala—Asp (GCT—GAT)
Questembert 131 Ser—Pro (TCT—CCT)
Caen 132 Val—Gly (GTG—GGG)
Val de Marne 133 Ser—Arg (AGC—CGCOC)
Pavie 135 Val—-Glu (GTG—GAGQG)
Bibba 136 Leu—Pro CTG—CCG
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Tablo 2.4 (Devami). Tek baz degisimi sonucu meydana gelen alfa globin zincir varyantlar

Hb Ad1 Amino asit  Amino asit Mutasyon*
sirasi degisimi
Toyama 136 Leu—Arg (CTG—CGG)
Chicago 136 Leu—Met CTG—ATG
Attleboro 138 Ser—Pro (TCC—CCC)
Tokoname 139 Lys—Thr (AAA—ACA)
Hanamaki 139 Lys—Glu (AAA—GAA)
Ethiopia 140 Tyr—His (TAC—CACQC)
Singapore 141 Arg—Pro (CGT—CCT)
Suresnes 141 Arg—His (CGT—CAT)
Cubujuqui 141 Arg—Ser (CGT—AGT)
Legnano 141 Arg—Leu (CGT—-CTT)
J-Camagiiey 141 Arg—Gly (CGT—-GGT)
Nunobiki 141 Arg—Cys (CTG—TGT)

" Parentezdeki icindeki bilgiler amino asit degisimine gore tahmin edilen mutasyonlar: gostermektedir.

1997 yilina kadar tespit edilen beta globin zincir varyantlar1 Tablo 2.5’te gosterilmistir.

Tek baz degisimi sonucunda olusan varyant sayisi 335 olarak tespit edilmistir’.

Tablo 2.5. Tek baz degisimi sonucu meydana gelen beta globin zincir varyantlar

Hb Ad1 Amino asit Amino asit Mutasyon*
sirasi degisimi
Raleigh 1 Val—Ac-Ala GTG—-GCG
Deer Lodge 2 His—Arg (CAC—CGC)
Okayama 2 His—GlIn (CAC—CAA veya CAG)
Fukuoka 2 His—Tyr (CAC—-TAO)
Graz 2 His—Leu CAC—CTC
Warwickshire 5 Pro—Arg (CCT—CGT)
Tyne 5 Pro—Ser CCT-TCT
S 6 Glu—Val GAG—GTG
C 6 Glu—Lys GAG—AAG
C-Makassar 6 Glu—Ala (GAG—GCQG)
Machida 6 Glu—Gln (GAG—CAQG)
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Tablo 2.5 (Devami). Tek baz degisimi sonucu meydana gelen beta globin zincir varyantlart

Hb Ad1 Amino asit  Amino asit Mutasyon*
sirasi degisimi
G-San José 7 Glu—Gly (GAG—GGG)
G-Siriraj 7 Glu—Lys (GAG—AAQG)
Rio Grande 8 Lys—Thr (AAG—ACQG)
J-Luhe 8 Lys—Gln (AAG—CAGQG)
N-Timone 8 Lys—Glu (AAG—GAGQG)
Porto Alegre 9 Ser—Cys TCT—-TGT
Ankara 10 Ala—Asp (GCC—-GAO)
Hamilton 11 Val—lle (GTT—ATT)
Windsor 11 Val—Asp (GTT—-GAT)
Washtenaw 11 Val—Phe (GTT-TTT)
J-Lens 13 Ala—Asp (GCC—-GACQ)
Sogn 14 Leu—Arg CTG—CGG
Saki 14 Leu—Pro (CTG—CCG)
Belfast 15 Trp—Arg (TGG—AGG veya CGQG)
Randwick 15 Trp—Gly (TGG—GGG)
J-Baltimore 16 Gly—Asp (GGC—GAOQ)
D-Bushman 16 Gly—Arg (GGC—-CGO)
Nagasaki 17 Lys—Glu (AAG—GAQG)
J-Amiens 17 Lys—Asn (AAG—AAC veya AAT)
Nikosia 17 Lys—Gln (AAG—CAQG)
Baden 18 Val—>Met GTG—ATG
Sinai-Baltimore 18 Val—-Gly GTG—-GGG
D-Ouled Rabah 19 Asn—Lys (AAC—AAA veya AAG)
Alamo 19 Asn—Asp (AAC—GACQ)
Malay 19 Asn—Ser AAC—AGC
Olympia 20 Val—Met GTG—ATG
Trollhdttan 20 Val—-Glu GTG—-GAG
Yusa 21 Asp—Tyr (GAT—-TAT)
Connecticut 21 Asp—Gly (GAT—-GGT)
Cocody 21 Asp—Asn (GAT—AAT)
Karlskoga 21 Asp—His GAT—CAT
E-Saskatoon 22 Glu—Lys (GAA—AAA)
G-Taipei 22 Glu—Gly (GAA—-GGA)
G-Coushatta 22 Glu—Ala (GAA—GCA)
D-Iran 22 Glu—Gln (GAA—CAA)
D-Granada 22 Glu—Val (GAA—GTA)
Strasbourg 23 Val—Asp (GTT—-GAT)
Miyashiro 23 Val—-Gly (GTT—-GGT)
Palmerston North 23 Val—Phe (GTT-TTT)
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Tablo 2.5 (Devami). Tek baz degisimi sonucu meydana gelen beta globin zincir varyantlart

Hb Ad1 Amino asit  Amino asit Mutasyon*
sirasi degisimi
Riverdale-Bronx 24 Gly—Arg (GGT—CGT)
Savannah 24 Gly—Val (GGT—-GTT)
Moscva 24 Gly—Asp (GGT—GAT)
G-Taiwan-Ami 25 Gly—Arg (GGT—CGT)
J-Auckland 25 Gly—Asp (GGT—GAT)
E 26 Glu—Lys GAG—AAG
Henri Mondor 26 Glu—Val (GAG—GTQG)
Volga 27 Ala—Asp (GCC—GAC)
Knossos 27 Ala—Ser GCC—-TCC
Grange-Blanche 27 Ala—Val (GCC—-GTC)
Saint Louis 28 Leu—GlIn (CTG—CAQG)
Genova 28 Leu—Pro (CTG—CCQG)
Chesterfield 28 Leu—Arg CTG—CGG
Lufkin 29 Gly—Asp GGC—GAC
Tacoma 30 Arg—Ser AGG—AGT
Monroe 30 Arg—Thr AGG—ACG
Yokohama 31 Leu—Pro CTG—CCG
Hakkari 31 Leu—Arg CTG—CGG
Perth 32 Leu—Pro (CTG—CCQG)
Castilla 32 Leu—Arg (CTG—CGQG)
Muscat 32 Leu—Val (CTG—GTG)
Pitie-Salpetriere 34 Val—Phe (GTC—-TTC)
Philly 35 Tyr—Phe (TAC—HTTC)
Link&ping 36 Pro—Thr CCT—ACT
North Chicago 36 Pro—Ser (CCT-TCT)
Sunnybrook 36 Pro—Arg (CCT—-CGT)
Hirose 37 Trp—Ser (TGG—-TCG)
Rothschild 37 Trp—Arg (TGG—AGG veya CGQG)
Howick 37 Trp—Gly (TGG—GGG)
Hazebrouck 38 Thr—Pro (ACC—CCC)
Alabama 39 Gln—Lys (CAG—AAQG)
Vaasa 39 Gln—Glu (CAG—GAQG)
Tianshui 39 Gln—Arg (CAG—CGQG)
Athens-GA 40 Arg—Lys (AGG—AAQG)
Austin 40 Arg—Ser (AGG—AGC veya AGT)
Mequon 41 Phe—Tyr (TTC—-TAC)
Denver 41 Phe— Ser (TTC—-TCC)
Hammersmith 42 Phe— Ser TTT-TCT
Louisville 42 Phe—Leu (TTT—CTT)
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Tablo 2.5 (Devami). Tek baz degisimi sonucu meydana gelen beta globin zincir varyantlart.

Hb Ad1 Amino asit  Amino asit Mutasyon*
sirasi degisimi
Sendagi 42 Phe—Val (TTT—-GTT)
G-Galveston 43 Glu—Ala (GAG—GCQG)
Hoshida 43 Glu—Gln GAG—CAG
Mississippi 44 Ser—Cys (TCC—TGC)
Cheverly 45 Phe— Ser (TTT-TCT)
Arta 45 Phe—Cys TTT—-TGT
K-Ibadan 46 Gly—Glu (GGG—GAQG)
Gainesville-GA 46 Gly—Arg (GGG —AGQ)
G-Copenhagen 47 Asp—Asn (GAT—AAT)
Gavello 47 Asp—Gly (GAT—-GGT
Avicenna 47 Asp—Ala (GAT—GCT)
Maputo 47 Asp—Tyr (GAT—-TAT)
Okaloosa 48 Leu—Arg (CTG—CGG)
Bab-Saadoum 48 Leu—Pro (CTG—CCQG)
Las Palmas 49 Ser—Phe (TCC—-TTO)
Edmonton 50 Thr—Lys (ACT—[AAA veya AAG]))
Willamette 51 Pro—Arg (CCT—CGT)
Osu-Christiansborg 52 Asp—Asn (GAT—AAT)
Ocho Rios 52 Asp—Ala (GAT—GCT)
Summer Hill 52 Asp—His (GAT—CAT)
Jacksonville 54 Val—Asp (GTT—-GAT)
Matera 55 Met—Lys (ATG—AAQG)
J-Bangkok 56 Gly—Asp (GGC—GAC)
Hamadan 56 Gly—Arg (GGC—-CGO)
G-Ferrera 57 Asn—Lys (AAC—AAA veya AAG)
J-Daloa 57 Asn—Asp (AAC—GAOQ)
Dhofar 58 Pro—Arg CCT—-CGT
I-High Wycombe 59 Lys—Glu (AAG—GAQG)
J-Kaohsiung 59 Lys—Thr (AAG—ACQG)
J-Lome 59 Lys—Asn (AAG—AAC veya AAT)
Yatsushiro 60 Val—Leu (GTG—CTG)
Collingwood 60 Val—Ala (GTG—GCG)
Cagliari 60 Val—-Glu GTG—GAG
N-Seattle 61 Lys—Glu (AAG—GAGQG)
Hikari 61 Lys—Asn (AAG—AAC veya AAT)
Bologna 61 Lys—Met (AAG—ATG)
Duarte 62 Ala—Pro (GCT—CCT)
Ziirich 63 His—Arg (CAT—-CGT)
M-Saskatoon 63 His—Tyr (CAT—-TAT)
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Tablo 2.5 (Devami). Tek baz degisimi sonucu meydana gelen beta globin zincir varyantlari.

Hb Ad1 Amino asit  Amino asit Mutasyon*
sirasi degisimi
Bicétre 63 His—Pro (CAT—CCT)
J-Calabria 64 Gly—Asp (GGC—GAC)
J-Sicilia 65 Lys—Asn (AAG—AAC veya AAT)
J-Cairo 65 Lys—GIn (AAG—CAQG)
J-Antakya 65 Lys—Met (AAG—ATG)
[-Toulouse 66 Lys—Glu (AAA—GAA)
Chico 66 Lys—Thr (AAA—ACA)
M-Milwaukee-I 67 Val—-Glu (GTG—GAGQG)
Bristol 67 Val—Asp (GTG—ATG)
Alesha 67 Val—-Met GTG—ATG
Sydney 67 Val—Ala (GTG—-GCG)
Manukau 67 Val—-Gly GTG—-GGG
Mizuho 68 Leu—Pro CTC—CCC
Brisbane 68 Leu—His (CTC—CAQ)
Rambam 69 Gly—Asp (GGT—GAT)
City of Hope 69 Gly—Ser GGT—AGT
Kenitra 69 Gly—Arg (GGT—CGT)
Seattle 70 Ala—Asp (GCC—-GACQ)
Christchurch 71 Phe—Ser (TTT—-TCT)
Headington 72 Ser—Arg AGT—AGA
Vancouver 73 Asp—Tyr (GAT—-TAT)
Korle-Bu 73 Asp—Asn (GAT—AAT)
Mobile 73 Asp—Val (GAT—-GTT)
Tilburg 73 Asp—Gly (GAT—GGT)
Bushwick 74 Gly—Val GGC—-GTC
Shepherds Bush 74 Gly—Asp (GGC—GAO)
Aalborg 74 Gly—Arg (GGC—CGO)
Atlanta 75 Leu—Pro CTG—CCG
Pasadena 75 Leu—Arg (CTG—CGQG)
J-Chicago 76 Ala—Asp (GCT—GAT)
Calais 76 Ala—Pro (GCT—CCT)
J-Iran 77 His—Asp (CAC—-GACQ)
Fukuyama 77 His—Tyr CAC—-TAC
Quin-Hai 78 Leu—Arg (CTG—CGQG)
G-Hsi-Tsou 79 Asp—Gly (GAC—GGO)
Tampa 79 Asp—Tyr (GAC—-TACQ)
Tigraye 79 Asp—His GAC—CAC
Yaizu 79 Asp—Asn GAC—AAC
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Tablo 2.5 (Devami). Tek baz degisimi sonucu meydana gelen beta globin zincir varyantlari.

Hb Ad1 Amino asit  Amino asit Mutasyon*
sirasi degisimi
G-Szuhu 80 Asn—Lys (AAC—AAA veya AAG)
Baylor 81 Leu—Arg (CTC—CGC)
La Roche-sur-Yon 81 Leu—His (CTC—CAC)
Providence &2 Lys—Asn—Asp (AAG—AAT veya AAC)
Rahere &2 Lys—Thr (AAG—ACQG)
Helsinki 82 Lys—Met (AAG—ATG)
Ta-Li 83 Gly—Cys (GGC—-TGO)
Pyrgos &3 Gly—Asp (GGC—GAC)
Muskegon 83 Gly—Arg (GGC—CGO)
Kofu 84 Thr—lle (ACC—ATC)
Buenos Aires 85 Phe—Ser (TTT-TCT)
Olomouc 86 Ala—Asp (GCC—-GAO)
D-Ibadan 87 Thr—Lys (ACA—AAA)
Valletta 87 Thr—Pro ACA—CCA
Quebec-Chori 87 Thr—lle (ACA—ATA)
Boras 88 Leu—Arg (CTG—CGQG)
Santa Ana 88 Leu—Pro CTG—CCG
Creteil 89 Ser—Asn (AGT—AAT)
Vanderbilt 89 Ser—Arg (AGT—CGT)
Villaverde 89 Ser—Thr (AGT—ACT)
Agenogi 90 Glu—Lys (GAG—AAQG)
Roseau-Pointe a Pitre 90 Glu—Gly (GAG—GGQG)
Pierre Bénite 90 Glu—Asp (GAG—GAC veya GAT)
Sabine 91 Leu—Pro (CTG—CCQG)
Caribbean 91 Leu—Arg CTG—-CGG
Mozhaisk 92 His—Arg (CAC—CGCO)
M-Hyde Park 92 His—Tyr (CAC—-TACQ)
Newcastle 92 His—Pro (CAC—CCO)
Saint Etienne 92 His—GIn (CAC—CAA veya CAG)
J-Altgeld Gardens 92 His—Asp (CAC—GAQ)
Redondo 92 His—Asn—Asp CAC—AAC
Okazaki 93 Cys—Arg (TGT—CGT)
Barcelona 94 Asp—His (GAC—CACQ)
Bunbury 94 Asp—Asn (GAC—AACQC)
Chandigarh %4 Asp—Gly (GAC—GGO)
N-Baltimore 95 Lys—Glu AAG—-GAG
J-Cordoba 95 Lys—Met (AAG—ATQG)
Detroit 95 Lys—Asn (AAG—AAC veya AAT)
Regina 96 Leu—Val CTG—GTG
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Tablo 2.5 (Devami). Tek baz degisimi sonucu meydana gelen beta globin zincir varyantlari.

Hb Ad1 Amino asit  Amino asit Mutasyon*
sirasi degisimi

Malmo 97 His—GlIn CAC—CAA ve
CAC—CAG

Wood 97 His—Leu (CAC—CTO)

Nagoya 97 His—Pro (CAC—CCC)

Moriguchi 97 His—Tyr (CAC—TAC)

Koln 98 Val—Met GTG—ATG

Nottingham 9% Val—-Gly GTG—-GGG

Djelfa 98 Val—Ala (GTG—GCG)

Mainz 98 Val-Glu (GTG—GAG)

Kempsey 99 Asp—Asn (GAT—AAT)

Yakima 99 Asp—His (GAT—CAT)

Radcliffe 9 Asp—Ala (GAT—GCT)

Ypsilanti 99 Asp—Tyr (GAT—-TAT)

Hotel-Dieu 99 Asp—Gly (GAT—-GGT)

Chemilly 9 Asp—Val (GAT-GTT)

Coimbra 99 Asp—Glu (GAT—GAA veya GAG)

Brigham 100 Pro—Leu (CCT—-CTT)

New Mexico 100 Pro—Arg (CCT—CGT)

British Columbia 101 Glu—Lys (GAG—AAG)

Rush 101 Glu—Gln (GAG—CAQG)

Alberta 101 Glu—Gly (GAG—GGQG)

Potomac 101 Glu—Asp (GAG—GAC veya GAT)

Richmond 102 Asn—Lys (AAC—AAA veya AAG)

Kansas 102 Asn—Thr (AAC—ACC)

Beth Israel 102 Asn—Ser (AAC—AGO)

Saint Mandé 102 Asn—Tyr (AAC—TACQ)

Heathrow 103 Phe—Leu TTC—-TTG

Saint Nazaire 103 Phe—lIle (TTC—ATC)

Camperdown 104 Arg—Ser (AGG—AGC veya AGT)

Sherwood Forest 104 Arg—Thr (AGG—ACQG)

South Milwaukee 105 Leu—Phe (CTC—-TTC)

Southampton 106 Leu—Pro CTG—CCG

Tiibingen 106 Leu—Gln CTG—CAG

Terre Haute 106 Leu—Arg CTG—CGG

Burke 107 Gly—Arg (GGC—CGO)

Lulu Island 107 Gly—Asp GGC—GAC

Yoshizuka 108 Asn—Asp (AAC—GACQ)

Presbyterian 108 Asn—Lys (AAC—AAA veya AAG)
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Tablo 2.5 (Devami). Tek baz degisimi sonucu meydana gelen beta globin zincir varyantlart

Hb Ad1 Amino asit  Amino asit Mutasyon*
sirasi degisimi
San Diego 109 Val->Met GTG—ATG
Johnstown 109 Val—Leu (GTG—CTG)
Showa-Yakushiji 110 Leu—Pro CTG—CCG
Peterborough 111 Val—Phe (GTC—-TTC)
Stanmore 111 Val—Ala (GTC—-GCCO)
Indianapolis 112 Cys—Arg (TGT—CGT)
Yahata 112 Cys—Tyr TGT—-TAT
New York 113 Val—-Glu GTG—GAG
Zengcheng 114 Leu—Met (CTG—ATG)
Durham-N.C. 114 Leu—Pro CTG—CCG
Madrid 115 Ala—Pro GCC—CCC
Hradec Kralove 115 Ala—Asp GCC—GAC
Hafnia 116 His—GlIn (CAT—CAA veya CAQG)
P-Galveston 117 His—Arg (CAC—CGO)
Saitama 117 His—Pro (CAC—CCO)
Minneapolis-Laos 118 Phe—Tyr (TTT—-TAT)
Fannin-Lubbock 119 Gly—Asp GGC—GAC ve kodon 111°de
GTC—CTG
Bougardirey-Mali 119 Gly—Val (GGC—-GTC)
lowa 119 Gly—Ala (GGC—GCO)
Hijiyama 120 Lys—Glu (AAA—GAA)
Riyadh 120 Lys—Asn (AAA—AAC veya AAT)
Takamatsu 120 Lys—GIn (AAA—CAA)
Jianghua 120 Lys—lIle (AAA—ATA)
D-Los Angeles 121 Glu—Gln GAA—CAA
O-Arab 121 Glu—Lys GAA—-AAA
St. Francis 121 Glu—Gly (GAA—GGA)
Beograd 121 Glu—Val GAA—GTA
D-Neath 121 Glu—Ala (GAA—GCA)
Villejuif 123 Thr—lle (ACC—ATC)
Khartoum 124 Pro—Arg (CCA—CGA)
Ty Gard 124 Pro—Gin (CCA—CAA)
Tunis 124 Pro—Ser (CCA—-TCA)
Hofu 126 Val—-Glu GTG—GAG
Beirut 126 Val—Ala (GTG—GCQG)
Dhonburi 126 Val—-Gly GTG—GGG
Complutense 127 GIn—Glu (CAG—GAQG)
Brest 127 Gln—Lys (CAG—AAQG)
Dieppe 127 Gln—Arg CAG—CGG
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Tablo 2.5 (Devami). Tek baz degisimi sonucu meydana gelen beta globin zincir varyantlari.

Hb Ad1 Amino asit  Amino asit Mutasyon*
sirasi degisimi
J-Guantanamo 128 Ala—Asp (GCT—GAT)
J-Taichung 129 Ala—Asp (GCC—GAO)
K-Cameroon 129 Ala—Asp/Glu  (GCC—GACQC)
Crete 129 Ala—Pro (GCC—CCO)
La Desirade 129 Ala—Val (GCC—-GTO)
Wien 130 Tyr—Asp (TAT—GAT)
Nevers 130 Tyr—Ser (TAT—-TCT)
Camden 131 Gln—Glu (CAG—GAQG)
Shelby 131 Gln—Lys CAG—AAG
Shanghai 131 GIn—Pro (CAG—CCQG)
Sarrebourg 131 Gln—Arg (CAG—CGQG)
K-Woolwich 132 Lys—Gln (AAACAA)
Yamagata 132 Lys—Asn AAA—AAC ve
AAA—AAT
Cook 132 Lys—Thr AAA—ACA
Extremadura 133 Val—Leu (GTG—CTG)
North Shore 134 Val—-Glu (GTG—GAGQG)
Altdorf 135 Ala—Pro (GCT—CCT)
Beckman 135 Ala—Glu/Asp (GCT—GAT)
Hope 136 Gly—Asp (GGT—GAT)
Brockton 138 Ala—Pro (GCT—CCT)
Geelong 139 Asn—Asp (AAT—-GAT)
Hinsdale 139 Asn—Lys (AAT—AAC veya AAA)
Aurora 139 Asn—Tyr AAT—-TAT
Saint-Jacques 140 Ala—Thr (GCC—ACCO)
Himeji 140 Ala—Asp (GCC—GAQ)
Puttelange 140 Ala—Val (GCC—-GTC)
Olmsted 141 Leu—Arg (CTG—CGQG)
Ohio 142 Ala—Asp (GCC—GACQ)
Toyoake 142 Ala—Pro (GCC—-CCC)
Abruzzo 143 His—Arg (CAC—CGCO)
Little Rock 143 His—GIn (CAC—CAA veya CAQG)
Syracuse 143 His—Pro (CAC—CCO)
Rancho Mirage 143 His—Asp (CAC—GAO)
Old Dominion 143 His—Tyr (CAC—>TAC)
Andrew-Minneapolis 144 Lys—Asn (AAG—AAT veya AAC)
Mito 144 Lys—Glu (AAG—CAGQG)
Bethesda 145 Tyr—His (TAT—CAT)
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Tablo 2.5 (Devami). Tek baz degisimi sonucu meydana gelen beta globin zincir varyantlart

Hb Ad1 Amino asit  Amino asit Mutasyon*

sirasi degisimi
Rainier 145 Tyr—Cys (TAT—-TGT)
Osler 145 Tyr—Asp/Asn  (TAT—GAT veya AAT)
McKees Rocks 145 Tyr—Term (TAT—-TAA)
Hiroshima 146 His—Asp (CAC—GAO)
York 146 His—Pro (CAC—CCO)
Cochin-Port Royal 146 His—Arg (CAC—CGCOC)
Cowtown 146 His—Leu (CAC—-CTC)
Kodaira 146 His—GlIn CAC—CAA

" Parentezdeki icindeki bilgiler amino asit degisimine gore tahmin edilen mutasyonlar: géstermektedir.

Alfa ve beta globin zincir varyantlarin yaninda y ve & globin zincir varyantlar1 da tespit
edilmistir. Tespit edilen y globin zincir varyant sayis1 68°dir. Bu y varyantlarin 38’ %y geni ve
20’side “y genindeki mutasyonlar sonucu olusmustur. Higbir y varyant tasiyicisi, sagligi
etkileyecek kadar agir degildir. Sadece bebeklerde hafif siyanoza neden olan birkag varyantta
fonksiyonel ozellikler degismektedir. Tespit edilmis y varyantlarin ¢ogunun goriilme siklig1
oldukca diisiik olmasina ragmen, HbF-Sardinia (“y'75Ile—Thr) biitiin toplumlarda tespit
edilmistir. Tespit edilen y varyanti tastyicilarinin ¢cogu DNA dizi analizi ile saptanmistir.
Tespit edilen bu varyantlar ierisinde Hb F-Poole (“y130Trp—Gly) ve Hb F Xim Jin
(“y130Gly—Arg) unstabil, HbF Onoda ise (“yl46His—Tyr) yiksek oksijen affiniteli

2,11,12

varyanttir . Tablo 2.6’da tespit edilen %y globin zincir varyantlar1 gosterilmistir’.
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Tablo 2.6. Tek baz degisimi sonucu meydana gelen “y globin zincir varyantlari.

Hb Adr Amino asit Amino asit Mutasyon'

sirasi degisimi
F-Malaysia 1 Gly—Cys (GGT—-TGT)
F-Meinohama 5 Glu—Gly (GAG—GGQG)
F-Auckland 7 Asp—Asn (GAC—AACQC)
F-Albaicin 8 Lys—Glu

veya Gln (AAG—CAG veya GAQG)

F-Heather 12 Thr—Arg (ACA—AGA)
F-Catalonia 15 Trp—Arg (TGG—CGQG)
F-Melbourne 16 Gly—Arg (GGC—-CGO)
F-Fuchu 21 Glu—Gln (GAA—CAA)
F-Saskatoon 21 Glu—Lys GAA—AAA
F-Urumgqi 22 Asp—Gly (GAT—-GGT)
F-Granada 22 Asp—Val (GAT—-GTT)
F-Cosenza 25 Gly—Glu (GGA—GAA)
F-Oakland 26 Glu—Lys (GAA—AAA)
F-Tokyo 34 Val—lle (GTC—ATC)
F-Austell 40 Arg—Lys (AGG—AAGQG)
F-Veleta 40 Arg—Gly AGG—-GGG
F-Cincinnati 41 Phe—Ser TTC—-TCC
F-Lodz 44 Ser—Arg (AGC—CGC)
F-Kingston 55 Met—Arg (ATG—AGQG)
F-Sacromonte 59 Lys—Gln AAA—-CAA
F-Emirates 59 Lys—Glu (AAA—GAA)
F-M-Osaka 63 His—Tyr (CAT—TAT)
F-Clarke 65 Lys—Asn (AAG—AAT veya AAC)
F-Shanghai 66 Lys—Arg (AAG—AGG)
F-Brooklyn 66 Lys—Gln (AAG—CAQG)
F-Minoo 72 Gly—Arg (GGA—CGA)
F-Kennestone 77 His—Arg (CAC—CGCO)
F-Marietta 80 Asp—Asn (GAT—AAT)
F-M-Fort Ripley 92 His—Tyr CAC—-TAC
F-Columbus-GA 94 Asp—Asn (GAC—AAQ)
F-La Grange 101 Glu—Lys (GAG—AAQG)
F-Macedonia-II 104 Lys—Asn AAG—AAC
F-Malta-I 117 His—Arg CAT—CGT
F-Caltech 120 Lys—Gln (AAA—CAA)
F-Carlton 121 Glu—Lys (GAA—AAA)
F-Port Royal 125 Glu—Ala (GAG—GCQG)
F-Poole 130 Trp—Gly (TGG—-GGG)
F-Onoda 146 His—Tyr (CAC—TACQC)
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A-gama geninde tespit edilmis 20 varyantin hi¢biri anormal fonksiyona sahip degildir.
G-gama da oldugu gibi bu varyantlar nadir goriiliir. HbF-Mauritius (“y23Ala—0) diger
varyantlardan farkli olarak delesyon sonucunda olusmustur. Tespit edilmis “y

varyantlari Tablo 2.7°de gosterilmistir™"?.

Tablo 2.7. Tek baz degisimi sonucu meydana gelen “y globin zincir varyantlari

Hb Adr Amino asit Amino asit Mutasyon*
S1rasi degisimi
F-Macedonia-I 2 His—GlIn CAT—CAG
F-Texas-1 5 Glu—Lys (GAG—AAQG)
F-Kotobuku 6 Glu—Gly (GAG—GGG)
F-Pordenone 6 Glu—Gln (GAG—CAQG)
F-Calluna 12 Thr—Arg (ACA—AGA)
F-Kuala Lumpur 22 Asp—Gly (GAT—GGT)
F-Pendergrass 36 Pro—Arg (CCA—CGA)
F-Cobb 37 Trp—Gly (TGG—GGG)
F-Bonaire-GA 39 Gln—Arg (CAG—CGG)
F-Woodstock 40 Arg—Lys AGG—AAG
F-Beech Island 53 Ala—Asp (GCC—GAO)
F-Jamaica 61 Lys—Glu (AAG—GAG)
F-Iwata 72 Gly—Arg (GGA—CGA)
F-Xin-Su 73 Asp—His (GAT—CAT)
F-Sardinia (*y") 75 Ille—Thr ATA—ACA
F-Dammam 79 Asp—Asn (GAT—AAT)
F-Victoria Jubilee 80 Asp—Tyr (GAT-TAT)
F-Dickinson 97 His—Arg (CAT—CGT)
F-Hull 121 Glu—Lys GAA—AAA
F-Baskent 128 Ala—Thr (GCT—ACT)
F-Jiangsu 134 Val—Met (GTG—ATG)

" Parentezdeki icindeki bilgiler amino asit degisimine gore tahmin edilen mutasyonlar: géstermektedir.
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Tespit edilen bu mutasyonlara ek olarak F-Texas-II [6Glu—Lys (GAG—AAGQG)], F-
Alexandra [12Thr—Lys(ACA—AAA)] ve F-Ube [108Asn—Lys (AAT—AAA)] % veya “y
gen ayirimi yapilamamugtir®.

1996’ya kadar 58 6 globin zincir varyanti rapor edilmistir. Tespit edilmis varyantlarin
cogu klinik olarak septom gdstermez. Ayrica elektroforez ile kolaylikla tespit edilemezler.
Bunlar ancak reverz faz HPLC veya DNA dizi analizi ile tespit edilmistir’. HbA, Wrens
(098Val->Met) ve HbA, Manzanares (6121Glu—Val) unstabildir. HbA, Canada
(099Asp—Asn) varyantt ise yiiksek oksijen affiniteli olmasina ragmen eritrositoz

gozlenmemektedir. Tespit edilmis & varyantlar: Tablo 2.8°de gosterilmistir®'2.

Tablo 2.8. Tek baz degisimi sonucu meydana gelen & globin zincir varyantlari.

Hb Adr Amino asit Amino asit Mutasyon*
sirasi degisimi
A,-Niigata 1 Val—Ala (CTG—-GCQG)
A-Sphakia 2 His—Arg (CAC—CGO)
A-NYU 12 Asn—Lys (AAT—AAA)
A (By) 16 Gly—Arg GGC—CGC
As-Roosevelt 20 Val—Glu (GTG—GAG)
A,-Flatbush 22 Ala—Glu (GCA—-GAA)
A,-Victoria 24 Gly—Asp (GGT—GAT)
As-Yokoshima 25 Gly—Asp (GGT—-GAT)
Aj-Puglia 26 Glu—Asp GAG—GAC
A»-Yialousa 27 Ala—Ser GCC—-TCC
A,-Melboume 43 Glu—Lys (GAG—AAQG)
Ar-Agrinio 43 Glu—Gly GAG—GGG
A,-Parkville 47 Asp—Val (GAT—-GTT)
Ar-Adria 51 Pro—Arg (CCT—CGT)
Aj-Indonesia 69 Gly—Arg (GGT—-CGT)
A,-Grovetown 75 Leu—Val CTG—-GTG
As-Honai 90 Glu—Val (GAG—-GTQG)
A,-Sant'Antioco 93 Cys—Gly TGT—-GGT
Ar-Wrens 98 Val—-Met GTG—ATG
Aj-Canada 99 Asp—Asn (GAT—AAT)
A,-Coburg 116 Arg—His (CGT—CAT)
A;-Troodos 116 Arg—Cys CGC—-TGC
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Tablo 2.8 (Devam). Tek baz degisimi sonucu meydana gelen d globin zincir varyantlari.

Hb Adx Amino asit Amino asit Mutasyon*
sirasi degisimi
Aj-Liangcheng 117 Asn—Asp AAC—GAC
Aj-Manzanares 121 Glu—Val (GAA—GTA)
Aj-Zagreb 125 Gln—Glu (CAA—GAA)
A,-Babinga 136 Gly—Asp (GGT—GAT)
A,-Pelendri 141 Leu—Pro CTG—-CCG
A,-Fitzroy 142 Ala—Asp (GCC—GAC)

" Parentezdeki icindeki bilgiler amino asit degisimine gore tahmin edilen mutasyonlar: géstermektedir.

Bazi hibrid hemoglobinler B ve ¢ globin zincirinin bir kismindan olusmustur. Bir
istisna olarak sadece Hb Kenya delta zinciri icermemesine ragmen “y ve p’mn bir
kismindan olugsmustur. Hibrid zincirli varyantlar dengesiz kromozomlarin crossover
sonucunda olugmaktadir. En c¢ok gozlenen fiizyon hemoglobinleri; Hb Lepore-Boston-
Washington Italyanlarda, Hb Lepore-Baltimore bazi ispanyol ailelerinde ve Hb Lepore-
Hollanda ise Papau Yeni Gine’nin bazi ailelerinde tespit edilmistir. Bu {i¢ varyant B
talasemi fenotipi ile karakterizedir. Hb Miyada, P-Congo, P-Nilotic, Licoln Park ve P-India
“anti-Lepore” olarak adlandirilmaktadir. Hb P-Nilotic bu varyantlardan en sik gozlenendir.
Delta globin zincir igermeyen Hb Kenya 81 ve 86 rezidiileri arasinda crossover ile olusan
AyB hibrid gen uriiniidiir. Hb Kenya heterozigotlar, normal A, diizeyi ve artmis Hb F
diizeyi ile HPFH fenotipine (“y-HPFH) benzemektedir. Tespit edilen fiizyon hemoglobinler

Tablo 2.9°da gosterilmistir™'?.
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Tablo 2.9. Hibrid hemoglobinler.

Hb Adr Mutasyon

Kenya Ay-B hibrid (B’den 87 Ay 80’e kadar)

Parchman 0-B hybrid (B 22°den & 12’ye kadar) VE -3 hibrid (6
86°dan B 50’ye kadar)

Lincoln Park -0 hibrid (6 22°den B 12’ye kadar) ve 6137Val—0

Lepore-Hollandia 0-P hibrid (B 50’den 6 22’ye kadar)

Lepore-Baltimore 0-P hibrid (B 86’dan 6 50’ye kadar)

Lepore-Boston-Washington 0-P hibrid (B 116’dan & 87’ye kadar)

Miyada -0 hibrid (6 22’den B 12’ye kadar)

P-Congo -0 hibrid (6 116’dan B 22’ye kadar)

P-India -0 hibrid (6 116’dan 3 87’ye kadar)

P-Nilotic -6 hibrid (6 50°den B 22’ye kadar)

Mutasyon analizleri sonucunda iki amino asit degisimli varyantlar da
tanimlanmistir. Beta globin geninde iki amino asit degisimli 16 varyant tespit edilmisken
alfa geninde ise sadece iki varyant tespit edilmistir'?. iki amino asit degisimli tastyicilarm
varligi, globin geninde bir mutasyonun 6nceden taginmasi veya iki gen arasinda crossover
sonucunda olabilir. Yapilan aile taramalarinda birinci ihtimalin kuvvetli oldugu
gdzlenmistir. Ilging olarak simdiye kadar her biri farkli 6 B° globin varyanti tespit
edilmistir. Tki amino asit degisimli hemoglobinlere Hb Arlington Park (B6Glu—Lys; p95
Lys—Glu) ve Hb T-Cambodia (P26 Glu—Lys; B121 Glu—Gln) 6rnek verilebilir.
Tablo 2.10°da tespit edilen iki amino asit de8isimli B zincir varyantlar

gosterilmistir®'2,
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Tablo 2.10. iki amino asit degisimli B globin zincir varyantlari.

Hb Adx Amino asit Hb Adx Mutasyon
degsimi
S-Antilles 6Glu—Val (HbS) GAG—GTG
23Val—lle (---) GTT—ATT
C-Ziquinchor 6Glu—Val (HbS) GAG—GTG
58Pro—Arg (Dhofar) CCT—-CGT
C-Harlem 6Glu—Val (HbS) GAG—-GTG
73Asp—Asn (Korle-Bu) GAT—AAT
S-Providence 6Glu—Val (HbS) GAG—GTG
82Lys—Asn—Asp (Providence) AAG—AAT veya AAC
S-Oman 6Glu—Val (HbS) GAG—GTG
121Glu—Lys (O-Arab) GAA—AAA
S-Travis 6Glu—Val (HbS) GAG—GTG
142Ala—Val (---) GCC—GTC
Arlington Park 6Glu—Lys (HbO) GAG—AAG
95Lys—Glu (N-Baltimore) AAG—GAG
T-Cambodia 26Glu—Lys (HbE) GAG—AAG
121Glu—GIn (D-Los Angeles) GAA—CAA
Grenoble 51Pro—Ser (---) CCT-TCT
52Asp—Asn (Osu Christiansborg) GAT—AAT
Poissy 56Gly—Arg (Hamadan) GGC—-CGC
86Ala—Pro (-) GCC—-CCC
Atlanta-Coventry” 75Leu—Pro (Atlanta) CTG—CCG
141Leu—0 (Coventry) -
Villeparisis 77His—Tyr (Fukuyama) CAC—-TAC
80Asn—Ser (--) AAC—AGC
Duino 92His—Pro (Newcastle) CAC—CCC
104Arg—Ser (Camperdown) AGG—AGC veya AGT
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Tablo 2.10 (Devamu). iki amino asit degisimli B globin zincir varyantlari.

Hb Adx Amino asit Hb Adx Mutasyon
degsimi

Medicine Lake 98Val—Met (Koln) GTG—ATG
32Leu—GIn (--) CTG—CAG

(Isimsiz) 111Val—Leu (---) GTC—CTC
119Gly—Asp (Fannin-Lubbock) GGC—GAC

Masuda 114Leu—Met (Zengcheng) CTG—ATG
119Gly—Asp (Fannin-Lubbock) GGC—GAC

Cleveland 121Glu —Gln (D-Los Angeles) GAA—CAA
93Cys—Arg (Okazaki) TGT—CGT

“Son zamanlarda yapilan ¢alismalarda p141. amino asit olan Léosin hidroksilésine okside oldugu
tespit edilmistirv. Bu daha sonra Hb Atlanta olarak adlandwilmistir.

Iki amino asit degisimli o varyant sayis1 ise sadece iki tanedir. Bunlar J-Singapore
(a2 veya al 78 Asn—Asp VE a2 veya al 79Ala—Gly) ve Mulhacen (al 123Ala—Ser ve
al 120Ala—Ala) dir*"2.

Stop kodonunda tek baz degisimi, ¢erceve kaymasi (frameshift) mutasyonlari
veya baslangi¢ kodonu olan metiyonindeki mutasyonlar sonucunda uzamis hemoglobin
varyantlar1 olusmaktadir’. Bu gruptaki hemoglobinleri C-terminal veya N-terminal
ugtan uzamis hemoglobin varyantlar1 olarak siniflandirmak miimkiindiir. En 6nemlileri
a-talasemik fenotip gosteren ve a genindeki stop kodonu olan TAA’daki mutasyon
sonucunda olusan bes varyanttir’. Stop kodonundaki mutasyon sonucunda mRNA,
terminasyon kodonuna ulasana kadar okumasini siirdiirmektedir. Bunun sonucunda
polipeptid zinciri uzamaktadir. Bunlardan en yaygin olan1t HbConstant Spring, 6zellikle
dogu toplumlarinda bulunmaktadir. Bu varyantta globin zinciri +31 rezidii uzamakta ve
oldukca wunstabildir. HbKoya Dora ise 06zellikle Hindistan popiilasyonlarinda

bulunurken diger varyantlar ise birkag¢ ailede tespit edilmistir®'?. Uzamis hemoglobin
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varyantlarindan birka¢1 ¢erceve kaymasi mutasyonlart sonucunda olusmaktadir.
HbWayne C-terminal ucunda, kodon 138 veya 139’da bir baz delesyonu ile bes amino
asit uzamis bir o varyantidir. Uzamis B globin zincir varyantlarinin timi gergeve
kaymas1 mutasyonu sonucunda olugmaktadir. Diger C-terminalden uzamis varyantlar
nadir bulunmaktadir ve uzamis proteinin oOzellikleri de farklilik gdstermektedir.

Karboksil ucundan uzamis varyantlar Tablo 2.11°de gdsterilmistir®' "',

Tablo 2.11. Karboksil ucundan uzamis a ve B globin zincir varyantlari.

Hb Ad1 Amino asitler Baz Degisimi
138 139 140 141 142 CD 139 (-A)
Wayne al39 Ala-ASN-Thr-Val-Lys- (02 veya al)

143 144 145 146
Leu-Glu-Pro-Arg-COOH

141 142 143 144 145 146 147 TAA—CAA
Constant Spring o142 Arg-GLN-Ala-Gly-Ala-Ser-Val- CD 142 (a2)
(+ 31 rezidii) 148 149 150 151 152 153 154

Ala-Val-Pro-Pro-Ala-Arg-Trp-
155 156 157 158 159 160 161
Ala-Ser-Gln-Arg-Ala-Leu-Leu-
162 163 164 165 166 167 168
Pro-Ser-Leu-His-Arg-Pro-Phe-
169 170 171 172
Leu-Val-Phe-Glu-COOH

Icaria al42 Hb Constant Spring ile ayn1 TAA—AAA
sadece 142. rezidii LYS CD 142 (a2)

Koya Dora al42 Hb Constant Spring ile ayn1 TAA—-TCA
sadece 142. rezidii SER CD 142 (02)

Seal Rock ald2 Hb Constant Spring ile ayni TAA—-GAA
sadece 142. rezidi GLU CD 142 (a2)
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Tablo 2.11 (Devami). Karboksil ucundan uzamis a ve B globin zincir varyantlari.

Hb Adi Amino asitler Baz Degisimi
Pakse al4?2 Hb Constant Spring ile ayn1 TAA—-TAT
sadece 142. rezidii TYR CD 142 (a2)

142 143 144 145 146 147 148 149

Saverne 143 Ala-PRO-Ser-Ile-Thr-Lys-Leu-Ala CD 143 (-A)
150151 152 153 154 155156
Phe-Leu-Leu-Ser-Asn-Phe-Tyr-COOH

144 145 146 147 148 149 150 CD 144-145
Cranston 144 Lys-SER-Ile-Thr-Lys-Leu-Ala- (+tAA)

151 152 153 154 155 156 157

Phe-Leu-Leu-Ser-Asn-Phe-Tyr-COOH

146 147 148 149 150 CD 147
Tak B147 His-THR-Lys-Leu-Ala- (+AC)

151 152 153 154 155

Phe-Leu-Leu-Ser-Asn-

156 157

Phe-Tyr-COOH

Alfa veya beta globin geninin birinci veya ikinci kodonlarindaki mutasyonlar
baslangic kodonu olan ATG’yi (Met) etkilemektedir. Metiyonin globin zincirlerinin
translasyonda katilmasi gereken ilk amino asittir. Amino terminal metiyonini peptid
zincirlerinin translasyonu esnasinda normal olarak béliinerek ayrilmakta, boylece valin
amino terminal rezidii olmaktadir’. N-terminalde meydana gelen amino asit degisimleri
sonucunda metiyonin serbest kalamamakta ve bu nedenle polipeptid zinciri bir amino asit
rezidii uzamaktadir'?. Bu varyantlardaki amino asit degisimi sonucunda amino terminal
metiyonini bdlen peptidazin aktivitesinin inhibe oldugu diisiiniilmektedir. Uzamis globin
zincir varyantlarin higbirinde herhangi bir hematolojik anormallik bulunmamaktadir.

Amino ucundan uzamis o ve B varyantlari Tablo 2.12°de gdsterilmistir’.
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Tablo 2.12. Amino ucundan uzamis a ve B globin zincir varyantlari.

Hb Adx Amino asitler Baz Degisimi
-1 +1 +2 +1GTG—-GAG

Thionville ol Met-Glu-Leu-Ser (a2 veya al)
-1 +1 2

Doha B1 Met-Glu-His-Leu +1 GTG—-GAG

South Florida B1 -1 +1 +2 +1 GTG—-ATG
Met-Met-His-Leu-
-1 +1 +2

Marseille B2 Met-Val-Pro-Leu- +2 CAC—CCC

Birka¢ hemoglobin varyantinda ise globin zinciri kisalmistir. Bu grupta yer alan

hemoglobin varyantlar1 nadir goriilmekte ve biiylik ¢ogunlugu crossover’in neden

oldugu bazi kodonlarin kayb1 veya birka¢ niikleotidin eklenmesiyle sonuglanan kisa

hemoglobin varyantlaridir. HbNatal, a globin zincirinde C-ucundan iki rezidiiniin

delesyonu sonucunda TAC kodonu sonlandirict kodon olan TAA’ya ddniismektedir.

Bir-bes rezidiiniin delesyonu sonucunda olusan kisa zincirli varyantlar Tablo 2.13’te

gosterilmistir

2,12
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Tablo 2.13. Bir-bes amino asit delesyonu sonucu olusan kisa globin zincirli varyantlar.

Hb Adx Amino asitler Delesyonlar
Boyle Height a6 Asp—0
Taybe a38 veya a39 Thr—0
Natal a140- o141 Tyr-Arg—0
Leiden 6 veya 37 Glu—0
Lyon B17-B18 Lys-Val—0
Freiburg 23 Val—0
Higashitochigi (HT) 24 veya 25 Gly—0
Bruxelles B41 veya 42 Phe—0
Niteroi [43- 45 Phe-Glu-Ser—0
VEYA VEYA

[42- p44 Glu-Ser-Phe—0
Tochigi B56- 359 Gly-Asn-Pro-Lys—0
Saint-Antoine B74- B75 Gly-Leu—0
Vicksburg B75 Leu—0
Tours 87 Thr—0
Gun Hill 91- 95 Leu-His-Cys-Asp-Lys—0
Coventry B141 Leu—0"

“Son zamanlarda yapilan ¢alismalarda B141. amino asit olan Lésin hidroksilosine okside oldugu
tespit edilmistir. Bu daha sonra Hb Atlanta olarak adlandirilmistir.

Insersiyon sonucunda da stop kodonu degismekte ve globin zinciri uzamaktadir.

Insersiyon sonucunda uzamis globin zincirlerini iceren Hb varyantlar1 Tablo 2.14’te

gosterilmistir’.
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Tablo 2.14. Amino asit insersiyonu sonucunda olusan uzun zincirli varyantlar.

Hb Adx Amino asitler Insersiyonlar
37 38
Catonsville 037- a38 Pro-Glu-Thr-
116 117
Zaire all6-all? Glu-His-Leu-Pro-Ala-Glu-Phe-
118 119
Grady oll18-all9 Thr-Glu-Phe-Thr-Pro-
95 96
Koriyama B95-p96 Lys-Leu-His-Cys-Asp-Lys-Leu-

2.3. TURKIiYEDE GORULEN HEMOGLOBIN VARYANTLARI

Ulkemizde 42 anormal hemoglobin varyant: tanimlanmistir. Bunlardan 13 tanesi
alfa, 24 beta, 1 gama, 2 hibrid hemoglobin, 2 yapisal degisimli; 1 uzamis alfa zinciri ve 1
delesyon/insersiyon sonucunda uzamig beta zincir varyantidir. Bu  anormal
hemoglobinlerden bazilari ilk defa Tiirk popiilasyonunda tanimlanmustir®. Tiirkiye’de

saptanan alfa zincir aryantlar1 Tablo 2.15’te gosterilmistir.

Tablo 2.15. Ulkemizde saptanan tek baz degisimli alfa zincir varyantlari.

Hb Adr Amino asit/Degisim Mutasyon

O-Padova 30Glu—Lys GAG—AAG
Hasharon 47Asp—His GAC—CAC
Montgomery 48Leu—Arg CTG—-CGG
Adana’ 59Gly—Asp GGC—GAC
J-Anatolia 61Lys—Thr AAG—ACG
Ube-2 68Asn—Asp AAC—GAC
Q-Iran 75Asp—His GAC—CAC
Moabit 86Leu—Arg CTG—-CGG
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Tablo 2.15. Ulkemizde saptanan tek baz degisimli alfa zincir varyantlari.

Hb Adi Amino asit/Degisim Mutasyon

M-Iwate 87His—Tyr CAC—>TAC
Capa’ 94Asp—Gly GAC—GGC
G-Georgia 95Pro—Leu CCG—-CTG
Strumica 112His—Arg CAC—-CGC
J-Meerut (J Birming ham) 120Ala—Glu GCG—GAG

*[lk kez Tiirk toplumunda bulunan anormal hemoglobinler.

Alfa zincir varyantlarindan Hb Adana (o 59 Gly—Asp) o’-talasemi ile birlikte tespit
edilmistir ve bu hastada HbBarts, HbA’dan sonra ikinci major hemoglobin olarak
bulunmustur'.

Beta zincir varyantlarindan HbCapa, HbAnkara, HbHakkari, HbJ-Antakya ve
Hbistanbul ilk kez Tiirklerde tanimlanmustir (Tablo 2.16). Hbistanbul Fransiz arastirmacilar
tarafindan baska bir hastada HbSaint Etienne olarak rapor edilmistir. Heterozigotlarda
anormal hemoglobin miktar1 %25 ve HbF diizeyi ise %20 olarak tespit edilmistir®. ilk kez
toplumumuzda tespit edilen diger varyantlardan HbHakkari ve HbAdana oldukga
unstabildir. Bu ii¢ unstabil hemoglobine ek olarak, HbMoabit ve HbKo&ln de tespit
edilmistir. HbMoabit Isvicre’de yasayan bir Tiirk ailesinde, HbK6In ise birkag iilkede rapor

edilmis unstabil hemoglobinlerdir®.

Ulkemizde nadir goriilen diger bir varyant olan HbBeograd elektroforezde S/D ile
aym yere gd¢ etmektedir. Anormal hemoglobin miktar1 % 30.6 olarak tespit edilmistir®'.
Hb Antalya da ise amino asit delesyonu ve insersiyonu beraber goriilmiistiir. Beta
genindeki kii¢iik bir delesyon ve insersiyon sonucunda mikrositoz ve yiiksek HbA, diizeyi
tespit edilmistir. Elektroforezde anormal hemoglobin tespit edilmemesine ragmen klinik ve

hematolojik verileri heterozigot p-talasemiden daha agir bir tablo gdstermektedir®.
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Tablo 2.16. Ulkemizde saptanan tek baz degisimli beta zincir varyantlari.

Hb Ad1 Amino asit/Degisim Mutasyon

S 6Glu—Val GAT-GTG
C 6Glu—Lys GAG—AAG
Ankara’ 10Ala—Asp GCC—-GAC
E-Saskatoon 22Glu—Lys GAA—AAA
G-Coushatta 22Glu—Ala GAA—-GCA
D-Iran 22Glu—Gln GAA—CAA
E 26Glu—Lys GAG—AAG
Knossos 27Ala—Ser GCC—-TCC
Hakkari’ 31Leu—Arg CTG—CGG
G-Copenhagen 47Asp—Asn GAT—AAT
SummerHill 52Asp—His GAT—AAT
Hamadan 56Gly—Arg GGC—-CGC
J-Antakya’ 65Lys—Met AAG—ATG
City of Hope 69Gly—Ser GGT—AGT
J-Iran 77His— Asp CAC—-GAC
G-Szuhu 80Asn—Lys AAC—AAA veya AAG
Istanbul Saint Etienne 92His—Gln CAC—CAA veya CAG
N-Batimore 95Lys—Glu AAG—GAG
Koln 98Val—Met GTG—ATG
Los Angeles (D-Punjab) 121Glu—GlIn GAA—CAA
O-Arab 121Glu—Lys GAA—AAA
Beograd 121Glu—Val GAA—GTA
Sarrebourg 131Gln—Arg CAG—CGG
Bronckton 138GIn—Arg GCT—-CCT

*[Ik kez Tiirk toplumunda bulunan anormal hemoglobinler.

Alfa ve beta varyantlarina ek olarak bir A gama varyanti olan HbF-Baskent
(128Ala—Thr) ilk kez iilkemizde tanimlanmistir. Hibrid hemoglobinlerden HbLepore-
Boston-Washington ve HbP-Nilotic ile uzamis alfa zincir varyantlarindan HbCS (Constant
Spring) tastyan vakalar da bulunmustur. Ulkemizde tespit edilen 42 anormal hemoglobinin

sekiz tanesi unstabil olup bunlar Tablo 2.17° de gosterilmistir.
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Tablo 2.17. Ulkemizde saptanan unstabil hemoglobinler

Hb Ad1 Amino asit/Degisim Mutasyon
Hasharon a47 Asp—His GAC—CAC
Adana a59 Gly—Asp GGC—-GAC
Moabit a86 Leu—Arg CTG—-CGG
Capa a94 Asp—Gly GAC—-GGC
Hakkari B31 Lue—Arg CTG—-CGG
Istanbul (St Etienne) 92 His—Gln CAC—CAA veya CAG
Koln 98 Val—Met GTG—ATG
Constant Spring alfa 142
Antalya B zincirinde delesyon

Ulkemizde tespit edilen talasemik hemoglobinler Tablo 2.18’de gdsterilmistir. HbE
ozellikle Cukurova bolgesinde bulunmakta ve tasiyict sikligr %0.6-2.4 olarak belirlenmistir.
HbE diger varyantlardan farkli olarak mikrositoz ve hipokroma neden olmaktadir.

HbKonossos ise sadece iki vakada ve farkli p talasemi ile birlikte tespit edilmistir®.

Tablo 2.18. Ulkemizde saptanan talasemik hemoglobinler.

Hb Ad1 Amino asit/Degisim Mutasyon
E 26 Glu—Lys GAG—AAG
Knossos 27 Ala—Ser GCC—-TCC

City of Hope B69 Gly—Ser GGT—AGT
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. GERECLER

3.1.1. Cihazlar

Kan sayim cihazi (Coulter counter T 8§90)
Hassas terazi (Mettler AJ 100)

Otomatik pipet (Gilson 5, 10, 20,100,200, 1000 uL)
Spektrofotometre (Spectronic 20-D)

pH metre (Beckman, Century SS-1)
Santrifiij (Centrikon T-124)

HPLC (Agilent 1100)

Mikro santrifiij (Heraeus Biofuge pico)
Minigel elektroforez tanki (Pharmacia GNA-100)
Diistik voltaj gii¢ kaynagi (EPS 500/400)
Etiiv (Heraeus)

Thermal Cycler (Perkin Elmer Cetus 9600)
Mikrodalga firin (Argelik MD 551)

Jel elektroforez cihazi (Bio-Rad SubCell 1)
UV lamba (Cole-Parmer 9814)

Speed Vac konsantrator (Savant SVC 100H)
Derin dondurucu (-20°C Bosch)

Kar makinas1 (Scotsman AF-10)

Isitic1 blok (Lab-line 2050-1)

Yiiksek voltaj giic kaynagi (Bio Rad)

Dikey jel elektroforez cihazi (BRL Model S2)
Jel kurutma cihaz1 (Drygels Model SE 1160)
Film banyo makinasi (Kodak XOMAT M20)
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3.1.2. Kimyasal Malzemeler

e Tris (Amresco)

e Borik asit (Carlo Erba Reagenti)

e Sodyum dietil barbital (Merck)

e Dietil barbitiirik asit (Merck)

e Metanol (Aldrich)

e Ponceau-S (Sigma)

e Seliiloz asetat kagidi (Sepraphore III)
e Etidyum bromiir (Sigma)

e TEMED (NNN'N' tetramethylen-diamine) (Sigma)
e Akrilamid (Sigma)

e Bisakrilamid (Sigma)

e Dizi analizi kiti (Sequance Version 2.0)
e PCR purifikasyon kiti (Sigma)

e Taq polimeraz (Perkin Elmer Cetus Amli Taq)
e S-dATPa (Amersham)

e Triklor asetik asit (Merck)

e Asetik asit (Merck)

e DE-52 (Whatman)

e Glisin (Merck)

e Potasyum siyaniir (Merck)

e Sodyum kloriir (Merck)

e Potasyum siyanoferrat (Merck)

e Sodyum hidroksit (Merck)

e Amonyum siilfat ( Sigma)

e Proteinaz K (Sigma)

e Amonyum kloriir (Merck)

e Amonyum bikarbonat (Sigma)
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Sodyum dodesilsiilfat (SDS) (Sigma)
Fenol (Merck)

Kloroform (Merck)
Hidroksikinolin (Merck)
Potasyum kloriir (BDH)

Jelatin (Merck)

dNTP (Promega)

Spermidin (Sigma)

Agaroz (Sigma)

Bromfenol mavisi (Sigma)
Amonyum persiilfat (Sigma)
Formamid (Sigma)

Ksilen siyanol (Sigma)
Gliserol (Merck)

EDTA Na, (Merck)

Etil alkol (Merck)

MgCl, (Sigma)

Gene Amp Tiip (Perkin Elmer)
Film (Kodak 35x43 cm)
Whatman Kagidi (Whatman IIT)

Film kaseti (Dupont Cronex casesse)



3.2. ORNEK TOPLAMA

Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi Biyokimya Anabilim Dalma prenatal tam ve
rutin mutasyon analizi i¢in gelen Ornekler kullanilmistir. EDTA’]1 tiiplere alinan kan
ornekleri otomatik kan sayim cihazi ile analiz edilmistir'®. Hemoglobin tipleri seliiloz asetat
elektroforez yontemi’? ve HPLC'" ile, HbA, diizeyi mikrokolon kromatografisi**, HbF
miktari ise alkali denatiirasyon yontemiyle®® belirlenmistir. Orneklerin DNA’lar1 Poncz

yontemi ile izole edilmistir®.

3.3. YONTEMLER

3.3.1. Hematolojik Incelemeler

Hematolojik analizlerden Hemoglobin (Hb), Hematokrit (Hct), Eritrosit sayimi
(RBC), Ortalama Eritrosit Hacmi (MCV), Ortalama Eritrosit Hemoglobini (MCH) ve
Ortalama Eritrosit Hemoglobin Konsantrasyonu (MCHC) Coulter Counter cihazi ile

yapilir'®.

3.3.1.1. Hemolizat ve Kontrol Hazirlama

Tam kan Ornegi serum fizyolojik ile 2-3 kez yikanir. Yikama islemi sonunda
eritrosit pelletinden 60 pL alinip, 1mL saf suyla karistirilarak hemolizat hazirlanir.
Hemolizat elektroforezde, HPLC analizinde, HbA, ve HbF ol¢iimiinde kullanilir'®.

Kontrol esit hacimde HbC, HbD, HbE ve HbS tasiyicilar1 kullanilarak hazirlanir.
Kiigiik porsiyonlar halinde -20°C’de uzun siire saklanabilir. Coziilen kontrol +4 °C’de

saklanarak bir hafta kullanilir.

3.3.1.2. Hemoglobin Elektroforezi

3.3.1.2.1. Prensip
Alkali pH’ta hemoglobin molekiilii negatif yiikliidiir ve elektriksel ortamda anoda

(+) dogru gog eder. Yiizey yiik degisikligi olan varyantlar ise farkli go¢ ederler. Alkali
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ortamda selliiloz asetat kagidina uygulanan hemolizat, elektriksel alanda go¢ hizlarina gore

ayristirilarak hemoglobin tiplendirilmesi yapilir’.

3.3.1.2.2. Cozeltiler
1. Anod Tamponu (pH 9.1): 25.2 g Tris, 2.5 g EDTA ve 1.5 g Borik asit distile suda

coziilerek 1 litreye tamamlanir.

2. Katod Tamponu (pH8.6): 5.15 g Sodyum dietil barbital ve 0.92 g dietil barbutirik asit
distile suda ¢oziinerek 1 litereye tamamlanir.

3. Boyama Cdzeltesi: 500 mg Ponceau-S 100 ml %5’likTrikloroasetikasitte ¢coziiliir.

4. Yikama Cozeltisi: % 5°lik asetik asit

5. Seliiloz asetat kagidi

6. Whatman kagidi

3.3.1.2.3. Yontem

Elektroforez tankina anot ve katot tamponlar1 konulur. Baska bir kapta her iki
tampondan esit hacim igceren bir karigim hazirlanir. Aplikasyon noktasi, hasta adi ve tarih
yazildiktan sonra seliiloz asetat kagidi bu karisimda 10 dakika 1slatilir. Kurutma kagidi ile
hafif¢e kurutulan selliiloz asetat kagidina hemolizattan 3uL aplike edilerek elektroforeze
yerlestirilir. 0.75 mA/cm akim verilerek 45 dakika yiiriitiiliir. Siire sonunda Ponceau-S ile
3-5 dakika boyanir. %5’lik asetik asit iceren yikama ¢6zeltisi ile boya atiklar1 temizlenerek

hemoglobin tiplendirilmesi yapilir'®.

3.3.1.3. Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi (High Performance Liquid
Chromatography)

HPLC, hemoglobin molekiillerinin ayristirilmasi ve miktarlarinin belirlenmesinde
kullanilan hizli, giivenilir ve tekrarlanabilir bir yontemdir. Zay1f iyon degistirici (anyon veya
katyon degistiriciler) kolonlar Hb'lerin analizinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Ayrica

globin zincirlerinin ayristirilmast ve miktarlarinin belirlenmesinde ise reverse faz kolonu
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kullanilarak analiz edilmektedir. Molekiillerin hidrofobik o&zelliklerinden faydalanilan bu

yontemde genis ¢apli dolgu maddesi iceren Vaydac C4 kolonu kullanilmaktadir

18,23,27,28

Yiiksek basingli sivi kromotografisini olusturan 6nemli pargalar sunlardir:

Iki adet pompa: Yiiksek basing saglar (Waters 501 HPLC Pump)

Gradient kontrolér: ki farkli tamponun karisim orammi ve akis hizmni kontrol eder
(Waters 721)

Kolon: Basinca dayanmasi i¢in ¢elikten yapilmis bir boru igerisine degisik kimyasal
maddeler (anyon veya katyon degistirici) doldurulmustur.

Injektor: Sisteme numune tatbik etmek igin kullamlir.

Dedektor: Kolonda ayristirilan fraksiyonlarin absorbsiyonunu dlcer (Waters 484)
Recorder-integrator: Dedektorden gelen sinyalleri kaydeder ve her fraksiyonun yiizde
degerlerini hesaplar (Waters 740 Data Module)

Tamponlar: Konsantrasyonlari farkli ama pH'lar1 ayni iki ¢ozelti kullanilir.

HPLC'de hemoglobin ve globin analizleri i¢in farkli kolon ve tamponlar kullanilir.

Ayristirilacak hemoglobinin 6zelligine gore zayif katyon veya anyon degistirici kolonlar

segilir. Kullanilan kimyasal maddeler HPLC grade olmalidir.

3.3.1.3.1. Anyon Degistirici HPLC

Alkali tamponda (pH 8.3) pozitif yiiklii Hb'ler kolona baglanmadan izole edilirken,

negatif yiikliiler kolona baglandigi igin artan anyon gradiyenti ile eliive edilirler. Bu analiz igin

HPLC'de kullanilan kolon ve tamponlar sunlardir:

SynChropak AX-300 (CA 105-10): Zayif anyon degistirici rezin ile doldurulmus olup
100x4.1 mm boyutlarinda bir kolondur.

Tampon A (pH 8.3): 30 mM Tris ve 1.5 mM KCN;

Tampon B (pH 8.3): 30 mM Tris, 1.5 mM KCN ve 150 mM NaCl.

On dakika dengelenmis A ve B tamponu sisteme 100-250 pg Hb aplike edilerek akis hizi

dakikada 0.7 mL olacak sekilde ayarlanir. Programda ilk 17 dakika i¢inde B tamponunun
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miktar1 %45’e ulasmaktadir. Takip eden 15 dakikada icinde B tamponu %95’e son 9 dakikada

ise %99 kadar artirilarak kolondaki tiim hemoglobinler alinmaktadir.

T,= 17 dak Tampon B %40 - %45
T,= 15 dak Tampon B %45 - %95
T yikama= 9 dak Tampon B %99
T denge= 10 dak Tampon A %60 + Tampon B %40

HbF seviyesi yliksek olan bir 6rnegin kromatograminda hemoglobinler HbF sonra
HbA,; ve takiben de HbS kolondan ayrilmis olup Sekil 3.1°de gosterilmistir. Bu yontemle
ozellikle yenidoganlarda HbH ve HbBarts miktarini belirlemek de miimkiindiir.

HbS °fs 67.1
I

HbF °/e 29.6

Hb Az °/ 6.0

A I

Sekil 3.1. Anyon degistirici kolon ile HbF, HbA, ve HbS ayirimu.

3.3.1.3.2. Katyon Degistirici HPLC
Negatif olarak yiiklenen Hb'ler kolona baglanmazken pozitif olarak yiiklenenler kolonun

yapisinda bulunan katyon degistirici gruplar (CM veya polyaspartate) tarafindan baglanirlar.
Tamponun katyon konsantrasyonu (Na" veya NH;") yavas yavas artirilarak pozitif yiiklenen

-52-



Hb'ler kolondan eliive edilirler. Bu analiz i¢in HPLC sisteminde kullanilan kolon ve tamponlar

asagida gosterilmistir.

* SynChropak CM-300 kolonu (CCM 103-25): Zayif katyon degistirici bir rezin ile
doldurulmus olup 4.1 x 250 mm ebadindadir.

* Tampon A (pH 6.4): 30 mM Bis-Tris vel.5 mM KCN

* Tampon B (pH 6.4): 30 mM Bis-Tris, 1.5 mM KCN ve 150 mM sodyum asetat

Akis hiz1 dakikada 1 ml/dak olarak ayarlanir. Kolon %90 tampon A, %10 tampon B ile
10 dakikada dengelenir. 100-250 ug Hb (20-220 pl hemolizat) sisteme enjekte edilir. Tampon
B'nin konsantrasyonu 90 dakika icerisinde %10'dan %90'a ulasir. Bes dakika daha tampon B
(%100) gecirilen sistem yeni ornek i¢in hazir duruma gelir. Eliive edilen Hb'lerin 415 nm'de
absorbans1 Olgiilerek grafikleri almirken yiizde konsantrasyonlar1 da belirlenir. Iki farkli

kromatogram Sekil 3.2 ve Sekil 3.3’te gosterilmistir.

HbA e 867

i

HDF °/ 1.2

W \A2} :’“ °°

Sekil 3.2. Katyon degistirici kolon ile HbF, HbA ve HbA, ayirimu.
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HbF * 926

HbA %56
A HbA 18
FANS o

Sekil 3.3. Katyon degistirici kolon ile HbF, HbA ve HbA, ayirimi.

Seliiloz asetat elektroforezi ile HbS, HbD ve HbG ayni yerde goriilmektedir. Ayrica
HbE, HbO-Arab ve HbC ile kolayca ayristirilmaz. HPLC ile HbC ve HbO-Arap'in bulundugu
orneklerde HbA, miktar1 dogru olarak tayin edilebilirken HbE'den HbA; 'nin ayirimi miimkiin
degildir. HbA, miktarinin tayini B-talasemi tastyicilarinda onemli olup normal miktarinin
(%2.5+0.9) iki katina kadar %S5 ulasabilir. Alfa talasemilerde 6zellikle HbH, 6p talasemili
erigkinlerle delesyona bagli HPFH ve ¢ talasemi tastyicilarinda HbA, miktar1 azalmaktadir.

HPLC talasemi ve anormal hemoglobinlerin saptanmasinda dogru ve hassas bir
metottur. Hizli, glivenilir ve tekrarlanabilir olmasindan dolay1 talasemi taramasinda tercih
edilir®®*. Bu nedenle cihaz iireticileri anormal hemoglobinler ve talaseminin sik goriildiigii
bolgelerde kullanilmak iizere kisa silirede ¢ok sayida ornek tarayacak bilgisayarli otomatik
HPLC sistemi iiretmislerdir. Ulkemizde, tarama merkezleri HPLC cihazimi kit karsilig:
aldig1 i¢in firmalar cihaz ile ilgili olan kolon ve tamponlar hakkinda bilgi vermedigi gibi
sisteme miidahale konusunda da smirlama getirmektedir. Bu sekilde Biyokimya Anabilim
Dalinda kullanilmakta olan Aligent marka HPLC sistemi ve ¢ozeltileri hakkinda fazla bilgi
vermemiz de miimkiin olmamustir. Spesifik kolon, tampon ve bilgisayar yazilimini iceren
bu sistemde hemoglobin varyantlarinin eliisyon zamani (kolondan ayrilis) tespit edilmistir.
Bu cihaz kolonu, tamponu ve programina 6zel olarak HbA, HbF, HbA, ve diger a ve

zincir varyantlar ile birlikte karsilastirilmali olarak Sekil 3.4’te gosterilmistir.
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Sekil 3.4. Normal hemoglobinler ve varyantlarinin eliisyon zamanlari.
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Cesitli hemoglobin varyantlarinin eliisyon zamani bir kolondan baska bir kolona ve bir
reaktiften baska bir reaktife gore degisiklik gostermektedir. Bununla birlikte bazi sistemler
tam kan kullanirken bazilar1 i¢in hemolizat hazirlanmas1 gerekmektedir. Kullanilan kolon
ve tamponlara bagli olarak hemoglobinlerin retention zamanini “S-Window”, “D-
Window”, “A,-Window” ve “C-Window” seklinde ayarlanmistir (Sekil 3.4). Analiz
edilecek ornekler bu gercevede degerlendirilmektedir. Bu sistemler 6zellikle beta talasemi,
HbS, HbC, HbD gibi tasiyicilar tespit etmek i¢in gelistirilmistir. HPLC ile 10 dakika gibi
kisa bir siirede ve ayni tampon sistemlerini kullanarak farkli yapida olmasina ragmen her
Hb molekiiliin ayirimini1 yapmasi ve miktarini tayin etmesi miimkiin degildir. Benzer amino
asit degisimli hemoglobin varyantlarinin eliivasyon zamanlar1t bazi vakalarda ayni

bazilarinda ise farkli olabilmektedir®®*!.

3.3.1.4. Mikrokolon Kromatografisi ile HbA2 Ol¢iimii
3.3.1.4.1. Prensip

Mikrokolon kromatogrofisi ile Hb A, fraksiyonunun ayirimi, Hb molekiilii
tizerindeki yiiklii gruplar ile iyon degistirici recgine lizerindeki yiiklii gruplar arasindaki
etkilesime dayanir. Hemolizat recgine iizerine tatbik edildiginde Hb komponenti spesifik
pH’da ve tamponun (gelistirici) iyonik giiciine bagli olarak ayristirilir. Her bir fraksiyonun

absorbans degerleri spektrofotometrede 6lgiilerek konsantrasyon hesaplanir™.

3.3.1.4.2 Cozeltiler

1) Gelistirici A: 15 g Glisin ve 0.1 g Potasyum siyaniir (KCN) distile suda ¢oziilerek 1 L’ye
tamamlanir.

2) Gelistirici Ay: 15 g Glisin, 0.1 g Potasyum siyaniir ve 1.17 g NaCl distile suda
coziilerek 1 L’ye tamamlanir.

3) Gelistirici B: 15.0 g Glisin, 0.1 g Potasyum siyaniir ve 11.7 g NaCl distile suda

coziilerek 1 L’ye tamamlanur.
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4) Iyon degistirici DE-52 kolonunun hazirlanmasi: Bir hacim DE-52 iizerine {i¢ hacim
gelistirici A eklenerek jel yikanir. Bu yikama islemine en az ii¢ kez, jelin pH’s1 7.2-7.6

arasinda oluncaya kadar devam edilir.

3.3.1.4.3. Yontem

Regine kolonda dengelendikten sonra iizerine 60 puL. hemolizat aplike edilir ve
tamaminin re¢ineye adsorbe olmasi icin beklenir. Kolon, gelistirici A ile yikanarak 8 mL
eluvat toplanir. Bu esnada HbA, nin kolondan ayrilmasi saglanmis olur. Total Hb’nin
recineden eluve edilmesi i¢in kolon gelistirici B ile yikanir. Toplanan eluvat saf su ile 25
mL’ye tamamlanir. Iki ayr1 tiipte toplanan eluvatlarin spektrofotometrede absorbanslar1 415
nm dalga boyunda saf su koriine karsi oOlgiilir. HbA, ylizdesi asagidaki formiil ile

hesaplanir.

% Hb A,= {OD HbA, / (OD HbA, +3.125 x OD HbA)}x100

3.3.1.5. Alkali Denatiirasyon yéntemi ile HbF Olciimii

3.3.1.5.1. Prensip

Hemoglobinler icginde alkaliye en direncli olan1t HbF’dir. Bu 06zelliginden
yararlanilarak diger hemoglobinler NaOH ile denature edilir. Daha sonra doymus amonyum
silfat ile denatlirasyon durdurulur. Amonyum siilfat pH’yr diisiiriir ve denatiire
hemoglobinleri presipite eder. Presipite olan hemoglobinler filtre kagidi ile siiziiliir.
Denatiire olmayan fetal hemoglobin miktar1 540 nm dalga boyunda saf su koriine karsi

spektrofotometrede okunur®.

3.3.1.5.2. Cozeltiler

1) Siyaniir ¢ozeltisi: 0.2 g KsFe(CN)g ve 0.2 g KCN distile suda ¢oziinerek 1 litreye

tamamlanir.
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2) Doymus amonyum siilfat: 70 g Amonyum siilfat [(NHs), SO4] distile suda ¢oziilerek
100 mL’ye tamamlanir.

3) 1.2 N Sodyum hidroksit

3.3.1.5.3. Yontem

Her bir 6rnek i¢in 3 deney tiipii hazirlanir. Ayiraglar oda 1sisina getirildikten sonra I.
tiipe 3.8 mL siyaniir ¢ozeltisi konulur ve 0.2 mL hemolizat eklenerek karigtirilir. 10 dakika
bekletilen bu karisimdan 2.8 mL II. tlipe alinir ve iizerine 1.2 N NaOH’dan 0.2 mL ilave
edilerek 2 dakika bekletilir. Daha sonra II. tiipiin iistine 2 mL amonyum siilfat eklenerek
20 dakika bekletilerek filtre kagidi ile siiziiliir. Total Hb tayini i¢in I. tiipten 0.4 mL aliur
ve 6.75 mL saf su ilave edilerek III. tiip hazirlanir. 1. ve III. tiiplerin absorbanslari

spektrofotometrede 540 nm dalga boyunda saf su koriine kars1 spektrofotometrede okunur.

Hesaplama

% HbF={OD HDbF siiziintii/(OD Hb totalx100)} x100

3.3.1.6. Oraklasma Testi
3.3.1.6.1. Prensip

Hemoglobin S, oksijensiz ortamda veya giiclii bir indirgeyici ajan olan sodyum

metabisiilfit varhginda eritrositlerin orak seklini almasiyla tanimlanmaktadir'®,

3.3.1.6.2. Cozelti

0.2 g Sodyum meta bisiilfit (Na>S;0s) 10 mL suda ¢oziiniir ve taze hazirlanmalidir.

Yapistirici olarak entellan, oje vb. kullanilabilir.

-58-



3.3.1.6.3. Yontem

Tam kan 6rneginden 20 pL alinarak lamin ortasina konup tlizerine % 2’lik sodyum
meta bisiilfitten bir damla eklenir. Uzeri lamelle kapatilip lamelin kenarlar1 entallan veya

oje gibi yapistirict ile hava almamasi i¢in kapatilir. 5-30 dk. sonra mikroskopta incelenir.

3.3.1.6.4. Yorum
Orak hiicre anemisinde eritrositlerin % 60-80°1 5 dk. i¢inde orak seklini alir. Orak

hiicre tagiyiciliginda ise % 5 oraninda orak hiicre olusumu gézlenir.

3.3.2. Tam Kandan DNA izolasyonu

EDTA’l tiiplere alinan kanin, plazmasi uzaklastirilarak sekilli elemanlar yikanur.
Eritrositler hemoliz edilerek saf 16kosit elde edilir. Proteinaz K, sodyum kloriir ve Tris-
EDTA ile muamele edilen lokositlerin hiicre zar1 parcalanarak proteinler hidroliz edilir.
Fenol-kloroform ile hiicre zar1 ve atiklarindan arindirilan DNA, saf etanolde ¢oktiiriilerek

elde edilir?®.

3.3.2.1. Cozeltiler

1) Parcalayici (Lizis) Tampon: 3.570 g Amonyum kloriir ve 0.0350 g Amonyum

bikarbonat distile suda ¢oziilerek 1 L’ye tamamlanir.

2) Tampon:
4M NaClI 3.75 ml
0,5M EDTA Na;, (pH 7.5) 5.0 ml
SDS (%0.1) 100 mg
Proteinaz K (25mg/mL) 0.2 ml

Distile suda ¢oziilerek 100 mL’ye tamamlanir
3) Doymus Fenol Cozeltisi:
Kristal halde 250 g fenol, 50 mL distile suda eritilir. Uzerine pH’s1 8’e ayarlanmig

50 mL tampon eklenerek karistirilir. Fenol ve su fazi ayrildiktan sonra iistte kalan su
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fazinin pH’s1 8.0’1n altindaysa su fazi alinir ve pH 8 olana kadar bu islem tekrar edilir. Son
olarak {istte bir miktar tampon birakilarak +4 °C’de ve renkli cam sisede saklanir.

4) Kloroform

5) %70'ik Etil Alkol

3.3.2.2. Yontem

1) 1 mL EDTA'lh tam kan iizerine 3 mL soguk parcalayici tampon eklenip 10 dakika buz
i¢inde bekletilir
2) +4°C’de 5000 rpm'de 5 dakika santrifiij edilerek siipernatan atilir ve bu islem iki kez
tekrarlanir
3) Lokosit pelleti tizerine 1 mL tampon eklenerek hafifce karistirilir ve 37 °C’de bir gece
bekletilir
4) Siire sonunda tiiplere 400 uL fenol, 400 pL kloroform eklenir ve bu karisim 5000
rpm’de 3 dakika santrifiij edilir. Altta kalan fenol klorofom karisimi atilip bu islem 2 kez
tekrar edilir.
5) Ayni islem 2 kez kloroform ile tekrar edilir
6) Tiipler santrifiij edilerek siipernatan 5 mL %95°lik etil alkol i¢ine aktarilip tiip yavasca
altlist edilerek DNA’nin ipliksi bir goriinim almasi saglanir. DNA ipliksi bir goériiniim
aldiktan sonra 13.000 rpm'de 3 dakika santrifiij edilerek DNA ¢dkeltisi elde edilir
7) Stipernatan dokiilerek DNA’nin kurumasi i¢in tiip ters ¢evrilir
8) Pelletin biiyiikliigline gore tizerine 40-100 uL saf su eklenip DNA’nin ¢dzlinmesi i¢in bir
gece 37 °C’de bekletilir
9) DNA ¢oziildiikten sonra konsantrasyonu hesaplanir;

5 uL DNA ¢ozeltisi 595 pL saf su ile karistirilarak 260 ve 280 nm dalga boylarindaki
absorbanslari (OD: optik dansite) 6lgiiliir.

Konsantrasyon (nug/mL) = ODsg x Sulandirma orani (120) x 50

Verim= OD»¢y / ODygg Bu oranin 1.5-1.8 arasinda olmasi istenilir.
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3.3.3. Ploimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

Polimeraz zincir reaksiyonu; dizisi bilinen iki bolge arasindaki gen pargasini in vitro
kosullarda ¢ogaltmak icin kullanilir. PCR, in vitro kosullarda genomik DNA'nin istenilen
bolgesine  o6zgli primerler kullanilarak, konsantrasyonunun molekiiler agidan
degerlendirilebilir diizeye ¢ikartilmasi islemidir.

Amplifikasyon isleminde ilk once 1iki oligoniikleotid (primer) ve dort
deoksiniikleotid trifosfatin (ANTP) varliginda DNA 95°C'ye kadar 1sitilarak denatiire edilir.
Ikinci asamada 1s1 55°C-65°C arasina diisiiriilerek spesifik primerlerin koplementer
dizilerine yapismasi (annealing) gerceklestirilir. Son asamada 72°C’de DNA polimerazin
yerini tutan ve yiiksek 1sidan etkilenmeyen Taq polimeraz enzimi, ortamda bulunan
deoksiniikleotid trifosfatlarin 5'—3' yoniinde eklenmesiyle zincirin uzamasini saglar. Bu 1s1
degisimi dongiisiinde DNA iki katina ¢ikmakta ve bu tekrarlanan her dongiide DNA

. 2,33,34,35
geometrik olarak artmaktadir®>*3343,

3.3.3.1. Cozeltiler

1. 10X Tris Tamponu
2M KCI 1.25mL
IM Tris.HCI (pH 8.3) 0.5mL
IM MgCl, 75 uL
Jelatin 5mg
Steril distile su 3.2mL

Jelatinin erimesi i¢in 37 °C'de bekletilir.
2. Spermidin 1 M
3. PCR Karisimi (4 mL)

10X Cetus tamponu 500 pL
Steril distile su 2700 pL
1.25mM dNTP karigimi 800 puL
Spermidin 1M 4 uL
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dNTP'lerin (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) her birinden (100 mM'lik stoktan) 60 pL alinip
tizerine 4740 uL steril distile su eklenerek 1.25 mM'lik ¢6zelti hazirlanir.

3.3.3.2. Yontem

Gen amplifikasyonu, Thermal Cycler ile 1siya dayanikli mikrotiipler icerisinde
yapilir. Amplifikasyon tiliplerinin yerlestirildigi bir 1s1 blogu ve 1s1 degisimlerini kisa siirede
gergeklestiren bir mikro islemciden olusan bu alette termal dongili protokolleri dnceden

belirlenerek uygulanabilir.

3.3.3.3. Amplification Refractory Mutation System (ARMS)

Nokta mutasyonlarinin veya kii¢iik delesyonlarin analizi i¢in genel bir teknik olarak
ARMS yontemi (Amplification Refactory Mutation System) kullanilmaktadir. ARMS
yonteminde 3'-OH kalintisindaki uyusmazlik disinda belirli DNA dizisini tanimlayici
tepkimeden olusur. Bu yontemde birinci tepkime, normal DNA dizisine 6zgiil primeri igerir
ve belirli bir yerdeki mutant DNA’y1 amplifiye edemez. Benzer olarak ikinci tepkime
mutanta 6zgiil primer icerir ve normal DNA’y1 amplifiye edemez. Bunun sonucunda
normal bir birey yalnizca normal tepkimede PCR iiriinii olustururken heterozigot her iki
tepkimede, homozigot ise yalnizca mutant tepkimede PCR fiiriinii olusturur’>***’, ARMS

yonteminde kullanilan PCR karigimi;

PCR karigimi 21.9 pl
5' Forward primer #1 1veya 30 1.0 ul
3' Reverse primer#12 veya 40 1.0 ul
gDNA (0.5-1 pg/mL) 1.0 ul
Taq polimeraz (5 U/uL) 0.1 ul
Toplam hacim 25.0 ul’dir.
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3.3.3.4. Termal Cycler ile PCR Protokolii
ARMS yontemi ile amplifiye edilmek istenen DNA uzunluguna ve primer igerigine

bagli olarak sicaklik ve siire degismektedir. Bir ARMS protokoliindeki sicaklik, siire ve

dongii sayis1 Tablo 3.1°te gosterilmistir.

Tablo 3.1. ARMS yonteminde kullanilan PCR programu.

94°C 1 dakika Denatiirasyon

65°C 1 dakika Primer baglanmasi
—25 dongii

72°C 1 dakika Zincir uzamasi

72°C 3 dakika Son dongiide zincir uzamasi —1 dongi

Bir PCR programi denatiirasyon, primer baglanmasi ve zincir uzamasi
asamalarindan olugmaktadir. ARMS yonteminde kullanilan ortak ve kontrol primerleri

Tablo 3.2 verilmistir.

Tablo 3.2. ARMS yonteminde kullanilan ortak ve kontrol primerleri

5’Ortak primer # 30 5’ACC TCA CCC TGT GGA GCC AC 3’
5’Kontrol primer #15 5°CAA TGT ATC ATG CCT CTT TGC ACC 3’
3’Kontrol primer #16 5’GAG TCA AGG CTG AGA GAT GCA GGA 3°
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Tablo 3.2. ARMS yonteminde kullanilan Hb varyantlar1 ve B-talasemi mutasyonlarina 6zgii
primerler

HbS (A—T) (M") | 5’-CCC ACA GGG CAG T AA CGG CAG ACT TCT GCA-3’

HbS (A—T) (N*) | 5°-CCC ACA GGG CAG TAA CGG CAG ACT TCT GCT-3

HbC (G—A) (M) | 5’-CCA CAG GGC AGT AAC GGC AGA CTT CTG CTT -3’

HbC (G—A) (N) | 5’-CCA CAG GGC AGT AAC GGC AGA CTT CTG CTC-3’

HbD (G—C) M) | 5’-ATA GGC AGC CTG CAC TGG TGG GGT GAG TTG -3’

HbD (G—C) (N) | 5-ATA GGC AGC CTG CAC TGG TGG GGT GAG TTC-3’

HbE (G—A) (M) | 5>-TAA CCT TGA TAC CAA CCT GCC CAG GGC GTT-3’

HbE (G—A)  (N) | 5-TAA CCT TGA TAC CAA CCT GCC CAG GGC GTC-3’

IVSI-110 (G—A) (M) | 5°-ACC AGC AGC CTA AGG GTG GGA AAA TAC ACT-¥’

IVSI-110 (G—A) (N) | 5°-ACC AGC AGC CTA AGG GTG GGA AAA TAC ACC-3’

IVSI-1 (G—A) (M) | 5°-TTA AAC CTG TCT TGT AAC CTT GAT ACG AAT-3’

IVSI-1 (G—=A) (N) | 5°-TTA AAC CTG TCT TGT AAC CTT GAT ACG AAC-3’

IVS1-5(G—C) (M) | 5-CTC CTT AAA CCT GTG TTG TAA CCT TGT TAG-3’

IVS1-5 (G—C) (N) | 5’-CTC CTT AAA CCT GTC TTG TAA CCT TGT TAC-3”

IVS1-6 (T—-C) (M) | 5’-TCT CCT TAA ACC TGT CTT GTA ACC TTC ATG-3’

IVS1-6 (T-C) (N) | 5>-TCT CCT TAA ACC TGT CTT GTA ACC TTC ATA-3’

Cd39(C-»>T) M) |5-CAGATC CCC AAA GGA CTC AAA GAA CCT GT-3

Cd 39 (C-T) (N) | 5’-TTA GGC TGC TGG TGG TCT ACC CTT GGT CCC-3’

Fsc 5 (-CT) (M) | 5°-ACA GGG CAG TAA CGG CAG ACT TCT CCG CGA-3’

Fsc 5 (-CT) (N) | 5’-ACA GGG CAG TAA CGG CAG ACT TCT CCG CTC-3

*M:mutant primer
*N:normal primer
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3.3.3.5. Agaroz Jel Elektroforezi

Agaroz jel elektroforezi; amplifiye edilmis DNA molekiiliiniin tanimlanmasi,
ayristirtlmasi ve saflastirilmasi i¢in kullanilir. Agaroz jelde DNA molekiillerinin igerdikleri
niikleotid sayisinin logaritmasi ile ters orantili olarak anoda dogru go¢ ederler. Bu go¢ hizi

jele es zamanli aplike edilen kontrol DNA ile birlikte degerlendirilir.

3.3.4.5.1. Cozeltiler

1) 5xTris Borat EDTA (TBE) Tamponu pH 8.0:

Tris baz 540¢g
Borik asit 275¢g
EDTA [0.5 M, pH:8.0] 20 mL

Bir miktar saf suda ¢oziinerek 1 L’ye tamamlanir.
2) Elektroforez i¢in 0.5X TBE Tamponu:
5xTBE’den 10 ml alinarak saf su ile 200 ml’ye tamamlanir.
3) %1°1ik Agaroz jel:
2 g Agaroz 100 mL 0.5xTBE tamponu igeresinde mikrodalga firinda eritilir. Hafif
soguyunca jel kaplarina dokiiliir.

4) Yiikleme tamponu

Brom fenol Mavisi %00.05
Gliserol %10
Ficoll %15

0.5xTBE tamponu ile 100 ml’ye tamamlanir.
5) Etidyum Bromiir ¢ozeltisi:

Etidyum Bromiir 5 pg/uL olacak sekilde saf suda ¢oziilerek hazirlanir.
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3.3.3.5.2. Yontem

0.5xTBE tamponu i¢inde mikrodalga firinda ¢oziilen %?2'lik NuSieve-Agaroz jel
elektroforez kaplar1 igine dokiiliir. Soguduktan sonra 0.5xTBE tamponuyla dolu
elektroforez tanki igine yerlestirilir. Jel i¢indeki tarak ¢ikarilip aplikasyon kuyulari tampon
ile temizlenir. Amplifiye Ornekten 15 pL ile yilikleme tamponu karistirilarak kuyulara
aplike edilir. Bu jel 150 voltta 30 dakika yiiriitiiliip elektroforez sonrasi jel, etidyum bromiir
ile 3 dakika boyanir ve saf suda yarim saat bekletilerek boya atiklarindan temizlenir. UV

15181 altinda DNA fragmanlarinin fotografi ¢ekilerek degerlendirilir.

3.3.3.6. Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP)

Mutasyon igeren DNA parcast PCR ile amplifiye edilerek mutasyon noktasini
taniyan bir restriksiyon endoniikleaz ile inkiibe edildikten sonra jel elektroforezinde
ayristirilir. Fragmant parga uzunluklarina gore genotipi belirlenir. Beta globin geni 11 ve 12
nolu primerler ile ARMS y6ntemindekine benzer PCR programi (sadece 72°C’de 90 sn ve
son dongiide 60 sn ek siire) kullanilmistir. Agaroz jelde kontrol edildikten sonra 10 uL. PCR
trtinii bir ependorf tiipiine alinip tizerine 1uL Dde I (5U/uL) enzimi eklenir. Bir gece 37°C
de inkiibe edildikten sonra %?2’lik Agaroz jel (NuSieve Agaroz 1 g, Agaroz 1 g)
elektroforezinde yiiriitiiliip etidyum bromiir ile boyanarak degerlendirilir. Beta globin geni
tizerinde bulunan HbS mutasyonu 11 ve 12 no’lu primerler ve Dde I enzimi ile HbD ise
229 ve 230 primerleri ve EcoR I enzimi ile belirlenmektedir. RFLP analizinde kullanilan
primerler Tablo 3.4’te gosterilmistir’>*®. Beta globin genin RFLP i¢in PCR primerleri ve
Dde I kesim yerleri Sekil 3.5’te gosterilmistir.

Tablo 3.4. RFLP yonteminde kullanilan primerler

HbS RFLP #11 | 5°>-GGC CAA TCT ACT CCC AGG AG-3’

HbS RFLP #12 | 5’-ACA TCA AGG GTC CCA TGA AC-3’

HbD RFLP #229 | 5°-ATA CAA TGT ATC ATG CCT CTT TGC ACC-3’

HbD RFLP #230 | 5>-GTA TTT TCC CAA GGT TTG AAC TAG CTC-3°
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cCCagaagagc cdaggacdgg Ltacggcigitc alcactitaga cotoaco g Tggagocacs

#11 —p #30 -
cecctagggtt gogoccaatot Stoobadgag cagggagggc aggagoccagyg goctgggoata
aaagtcaggg cagagcoccatc tattgottAc atttgottot gacacaactg tgttcactag
caacctocaaa cagacaco - #4510
ATG GTG CAC CTG ACT C+CT GAG GAG AAG TCT GCC GTT ACT GEC CTeG TGG

e
- #44M

GGC AAhG CTG AAC GTG GAT GAA GTT GGT GGT GAG GCC CTG GGC AG
gttggtatca aggttacaag acaggittaa ggagaccaat agadactggg catgtggaga
cagagaagac tettgggttt ctgataggea chgactcectet ctgcctattg gtetatttte
coaccicttag

G CTE CTG GTG GTC TAC CCT Tes ACC CAG AGG TTC TTT GAG TCC TTT GGG
GAT CTG TCC ACT CCT GAT GCT GTT ATG GGC AAC CHCT BAG GTG ARG GCT
CAT GGC ARG ARA GTG CTC GGET GCC TTT AGT GAT GGC CTG GCT CAC CTG
GRC BAC CTC ARG GGC ACC TTT GCC ACA + CTG AGT GAG CTG CAC TGT GRC

AAG CTS CAC GTE GAT CULCT GAS AAC TTC AGS

I
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gtgagtotat
cataggaagg
tragitgtgga
ttottcegtt
taatgcotta
aaaaaaaact
tgcatattca
tacatattta
ggtaattttg
atcttattte

goagaagtaa
agtetcagga
taattcttgo
acattgtgta
ttacacagte
taatctoccet
tgoggttaaag
catttgtaat
taatactttc
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aatattictg
ttgctaatag
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coctcococacag

CTC CTG GEC ARC GTG CTG GIC TGET GT'G

—p #15
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catataasata
cagctacaat

ctgagtccaa

#12

atgtitttett
cagggtacag
tegibtttagt
tLECLECLEE
taacaaaagg
cgocctagtac
actttatttt
tgtaatgttt
tttaaaaaat

cctaatctet

taaagaataa
tttetgecata
ccagctacca

gotaggecoct

teccctictt
tttagaatgg
ttcttttatt
tttcttctecs
aaatatocteot
attactatrt
cttttatttt
taatatgtgt
gotttokbtot

ttctatggtt
gaaacagacg
tgoectgttocat
gocaattttta
gagatacatt
ggaatatatg
taattgatac
acacatattag

tttaatatac

ttctttcagg goaataatga

cagtgataat
taaattgtaa
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tttgctaatc

CT'G CC

caf TTC ACC CCA CCA GTG CAG GCT GCC TAT CASG

GTG GCT
gotegottta
taaactggog
tatttteatt
gggaggtcag
acactatatc
aacagcoctyg
tttggaggtt
atgaatgtet

ttgotgtocoa
gatattatga
gocaatgatgt
tgeattitaaa
ttaaactocca
atgcctatge
aaagttttgc
tttoactace

arttotarta
agggocttga
atttaaatta
acaTaaagas
tgaaagaaqgg
cttattcate
tatgotgtat
aatttgotta

-

MAAT GCC CTG GCC CAC ARG TAT CAC TAR

aaggtrtoctt
gcatctggat
tttotgaata
atgaagagct
tgaggctgca
cCcbcagaaaa
Lttacattac
teatgoatot

tictgagtta
ctgatgtaag
attttatggt
atgttcatac

aagticatygt
aatgattgeca
aacaattgtt
ctattatact
aagtaactta
tgtgettatt
ataatcatta
accaaatcag
ttttttgttt
tacaatgtat

aggcaatago
aggtttcata

tgggataagg
ctottatott

CAT CAC TTT GGC AAR
ARR GTEF GTGE GCT GGET

tgrtcocctaa
tetgectAAT
Etttactaaa
agttcaaacco
aacagctaat
ggattcaagt
ttattgtttt
ctoagoottag

gtecaactac
ARARaacatt
aagggaatgt
ttgggaasat
goacattgge
agaggcttga
agctgtoctc
actocactea

#16

Sekil 3.5. Beta globin gen dizisi, RFLP i¢in PCR primerleri ve Dde I kesim yerleri.
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3.3.4. DNA Dizi Analizi

Beta globin geni tek zincir halinde amplifiye edilerek (ssDNA), komplementer zincir
sentezinde kalip olarak kullanilmaktadir. Reaksiyon esnasinda sekans primeri radyoaktif *S-
dATPa ile isaretlenir. Daha sonra sentez dideoksi terminasyon reaksiyonu ile sonlandirilarak
farkli biytliklikteki fragmantlarin poliakrilamid jel elektroforezi (PAGE) ile ayristirilir.
Otoradyograminin alinmasi ve baz sirasinin normal dizi ile karsilastirilma islemiyle

degerlendirilir’*.

3.3.5.1. Tek Zincir DNA (ssDNA) Amplifikasyonu

Dizi analizi i¢in beta globin geni iki par¢a halinde asimetrik olarak amplifiye edilir.
Birinci parga, beta geninin 5' tarafindan (-140) baslayip IVS II'nin 71. niikleotidini (704 bp
uzunlugunda promotor bolge, Ekson I, IVS I ve Ekson II) i¢ine almaktadir. Dizi analizi igin

kullanilan amplifikasyon ve sequencing primerleri asagida verilmistir.

PCR i¢in forward primer #108 5'-GCCAAGGACAGGTACGGCTGTCATC-3'
PCR ig¢in reverse primer #109 5'-CCCTTCCTATGACATGAACTTAACCAT-3'
Sekans primeri #410 5-TGTGGAGCCACACCCTAGGGTTGG-3'
Sekans primeri #16 5-GCAGGTTGGTATCAAGGTT-3'

Beta geninin ikinci kismu; IVS 11, Ekson 3 ve 5' kodlanmayan bolge ile Poli A'y1
(IVSI’'nin 122. niikleotidinden UTR 464’¢ kadar) igine alacak sekilde 1098 niikleotid

uzunlugundadir. Amplifikasyon ve sequencing primerleri asagida gosterilmistir.

PCR i¢in forward primer #143  5'-CAGTGTGGAAGTCTCAGG-3'
PCR i¢in reverse primer #230 S'-GTATTTTCCCAAGGTTTGAACTAGCTC-3'
Sekans primeri #229 5-ATACAATGTATCATGCCTCTTTGCACC-3'
Sekans primeri #169 5'-GTCTGTGTGCTGGCCCATC-3'
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Reaksiyon karisimi
1 pg genomik DNA, 10xCetus Tamponu, 300 mM dNTP, 3 mM MgCl, ve 1 pmol
forward primer ile 100 pmol reverse primer bulunur. Primer konsantrasyonlari disinda tiim

ayrintilar dSDNA amplikasyonu ile aynidir.

10xCetus Tamponu 2x10 20uL
dNTP mix 2x 5 10ul
Forward (En az primer; 1 pmol/ul) 2x 1 2ul
Reverse (En fazla primer; 100 pmol/ul) 2x 1 2ul

Bu karisim 200 pL’ye steril saf su ile tamamlanir ve yeterli miktarda PCR iiriinii elde
etmek i¢in, bir 6rnek iki PCR tiiplinde amplifiye edilir.

Her tiipe bu karisimdan 50 pL ilave edilip tiipler Thermocycler'a yerlestirilerek
95°C'de 6' denatiire edilir. Siirenin bitimine yakin karisimin geri kalan kismina (50 pL) 0.5
uL Taq polimeraz (5 U/uL) ilave edilir. Denatiirasyonun (6 dakika) bitiminde her tiipe 50

pL enzim igeren reaksiyon karisimi ilave edilir.

Sicaklik Siklus I Siklus IT Siklus IIT
Denatiirasyon 94°C 430" 1'30" 1's"
Yapisma 55°C 1'30" 1'30" 1'30"
Uzama 72°C 6'00" 5'30" 10'00"
Tekrar 1 32 1 1

Toplam 34 dongliniin tamamlanmasi sonucunda her bir tiipden 5 pl alinarak %1.5'luk
agaroz jelde amplifikasyon iiriinii kontrol edilir. Beta globin geni iizerindeki amplifikasyon

ve reaksiyon primerleri Sekil 3.6 gosterilmistir.
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-148
-88

-28

+24
Ekson 1
Cd 16

IVS1 1
61

108

ccagaagagc caaggacagg tacggctgtc atcacttaga
ccctagggtt ggccaatcta ctcccaggag cagggagggce
aaagtcaggg cagagccatc tattgcttAc atttgcttct
caacctcaaa cagacacc

ATG GTG CAC CTG ACT CCT GAG GAG AAG TCT GCC
GGC AAG CTG AAC GTG GAT GAA GTT GGT GGT GAG

16

gttggtatca aggttacaag acaggtttaa ggagaccaat
cagagaagac tcttgggttt ctgataggca ctgactctct

Eks
C
C
C
C

1V

121
on 2
d 47
d 63
d 79
d 95

S2 1
61

121
181
241
301
361
421
481
541

601
661
721
781
841

ccacccttag

cctcaccctg
aggagccagg
gacacaactg

410

tggagccaca
gctgggcata
tgttcactag

GTT ACT GCC CTG TGG
GCC CTG GGC AG

agaaactggg
ctgcctattg

catgtggaga
gtctattttc

G CTG CTG GTG GTC TAC CCT TGG ACC CAG AGG TTC TTT GAG TCC TTT GGG
GAT CTG TCC ACT CCT GAT GCT GTT ATG GGC AAC CCT AAG GTG AAG GCT
CAT GGC AAG AAA GTG CTC GGT GCC TTT AGT GAT
GAC AAC CTC AAG GGC ACC TTT GCC ACA CTG AGT
AAG CTG CAC GTG GAT CCT GAG AAC TTC AGG

gtgagtctat

cataggaagg
14

tcagtgtgga
ttctttgtt
taatgcctta
aaaaaaaact
tgcatattca
tacatattta
ggtaattttg
atcttatttc

229
catgcctctt
aatatttctg
ttgctaatag
ctggattatt
cctcccacag

gggacccttg
ggagaagtaa
3

agtctcagga
taattcttgc
acattgtgta
ttacacagtc
taatctccct
tgggttaaag
catttgtaat
taatactttc

tgcaccattc
catataaata
cagctacaat
ctgagtccaa

atgttttctt
cagggtacag

tcgttttagt
tttetttttt
taacaaaagg
tgcctagtac
actttatttt
tgtaatgttt
tttaaaaaat
cctaatctct

taaagaataa
tttctgcata
ccagctacca
gctaggccct

tccecttectt
tttagaatgg

ttcttttatt
tttcttctee
aaatatctct
attactattt
cttttatttt
taatatgtgt
gctttcttct
ttctttcagy

cagtgataat

taaattgtaa

ttctgctttt

tttgctaatc
169

Ekson 3
Cd 121
Cd 137

CTC CTG GGC AAC GTG CTG GTC TGT GTG CTG GCC

GGC CTG GCT CAC CTG
GAG CTG CAC TGT GAC

ttctatggtt
gaaacagacg

tgctgttcat
gcaattttta
gagatacatt
ggaatatatg
taattgatac
acacatattg
tttaatatac
gcaataatga

ttctgggtta
ctgatgtaag
attttatggt
atgttcatac

109
aagttcatgt
aatgattgca

aacaattgtt
ctattatact
aagtaactta
tgtgcttatt
ataatcatta
accaaatcag
Tetettgttt
tacaatgtat

aggcaatagc
aggtttcata

tgggataagg
ctcttatctt

CAT CAC TTT GGC AAA

GAA TTC ACC CCA CCA GTG CAG GCT GCC TAT CAG
GTG GCT AAT GCC CTG GCC CAC AAG TAT CAC TAA

uT

ut
UTR
UTR
UTR
UTR
UTR
UTR

R 1
R 61
121
181
241
301
361
421

gctcgetttc
taaactgggg
tattttcatt
gggaggtcag
acactatatc
aacagccctg
tttggaggtt
atgaatgtct

ttgctgtcca
gatattatga
gcaatgatgt
tgcatttaaa
ttaaactcca
atgcctatgc
aaagttttgc
tttcactacc

atttctatta
agggccttga
atttaaatta
acataaagaa
tgaaagaagg
cttattcatc
tatgctgtat
catttgctta

Amplifikasyon Primerleri (#108, #109, #143 ve #230)

aaggttcctt
gcatctggat
tttctgaata
atgaagagct
tgaggctgca
cctcagaaaa
tttacattac
tcctgcatct

AAA GTG GTG GCT GGT

tgttccctaa
tctgcctAAT
ttttactaaa
agttcaaacc
aacagctaat
ggattcaagt
ttattgtttt
ctcagccttg

gtccaactac
AAAAaacatt
aagggaatgt
ttgggaaaat
gcacattggc
agaggcttga
agctgtcctc
actccactca

Dizi Analizi Primerleri (#410, #16, #229 ve #169)

230

Sekil 3.6. Beta globin gen dizisi amplifikasyon ve sekans primerleri.
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3.3.4.2. Amplifiye DNA'nin Piirifikasyonu

PCR fiiriinii bir kollektor tiiplinde (Sigma) toplanir. Kollektdr icindeki regineye
baglanmas1 i¢in “binding” soliisyonundan 400 pL eklenir. Tipler santrifiij edilip lizerine
600 pL “wash” “soliisyonu eklenir. Bagli DNA iki defa wash soliisyonuyla yikanip daha
sonra filtre temiz bir kollektor tiipiine aktarilarak tizerine 40 pL “eluvate” soliisyonundan
eklenerek bagli DNA saf olarak elde edilir. Purifikasyondan sonra 1 mL eliiat %1.5’lik
agaroz jelde, 150 V’ta 30 dk ytirtitiilerek kontrol edilir.

3.3.4.3. DNA Dizi (Sekans) Analizi

"Sequence Version 2" enzimi bir DNA polimerazdir. Bakteriyofaj T7 DNA
polimerazinin genetik bir varyanti olan bu enzimin genetik bir modifikasyonla 3'—>5'
eksoniikleaz aktivitesi yok edilmistir. Dizi analizi i¢in niikleotid analoglarina hassasiyeti,
hizli kapasitesi ve 3'—>5' eksonilikleaz aktivitesinin bulunmamast bu alandaki
kullanilabilirligini artirmistir. Sekans reaksiyonu, primer baglanmasi, isaretleme ve zincir
sonlandirma olmak iizere ii¢ basamaktan meydana gelmektedir. Birinci basamakta primer
baglanmakta ikinci basamakta ise deoksiniikleosid trifosfatlarin dCTP, dGTP, TTP ve *°S-
dATP-a (deoksiadenosine 5'[a-thio] triphosphate, spesifik aktivite 1325 Ci/mmol,
konsantrasyonu 12.5 mCi/ml "Dupont") smirli miktardaki konsantrasyonlar1 primerleri
uzatir. Ugiincii basamakta ise deoksiniikleosid trifosfatlarm konsantrasyonu artirilirken
dideoksi niikleosid trifosfatlar da eklenir. Uzayan zincirler dideoksiniikleosid trifosfatlar
tarafindan sonlandirilir. Bu basamak 5 dakika sonra stop soliisyonu ile (EDTA ve
formamid varliginda) durdurulur. Tiim sekans reaksiyonlar1 1.5 ml'lik ependorf tiipleri

igerisinde yapilir. Buharlagsmay1 6nlemek amaciyla kapaklari daima kapali tutulur.
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3.3.4.3.1. Primer Baglanmasi
DNA sequencing kiti ve primerler -20°C’den ¢ikarilarak oda 1sisinda ¢oziiliir ve
santriftij edilir. Genomik DNA’ya primer baglanmasi i¢in uygun sicaklik 68°C’dir. Primer

baglanmasi i¢in asagidaki maddeler eklenir;

Purifiye DNA 7 pL
Primer 1 uL
Sequence tamponu 2 ulL

Ustteki karisim bir ependorf tiipiine konulur ve 3 dk 68°C’de primer bekletilir. Primer

baglama asamasindan sonra tiipler hemen buza alinmalidir.

3.3.4.3.2. Isaretleme

Bir ependorf tiipiine 1 pL isaretleme karisimi ve 8 uL saf su konularak karistirilir.
Diger bir tiipe 7 uL enzim seyreltme tamponu aliip {izerine 1 pL enzim (Sequence versiyon
2.0) eklenir. Enzim seyreltmesi tam kullanilacagi anda yapilmalidir. Enzim kesinlikle oda
1s1sina ¢ikarilmaz, gerektiginde dondurucu agilarak enzimden yeterli miktarda otomatik pipetle
alinir ve tekrar dondurucuya (-20°C) geri konulur. Diliie edilen enzim buz igerisine alinarak

hemen kullanilir. Primer baglanmis DNA 6rnegi lizerine asagidaki maddeler eklenir.

DDT (0.1 M) 1.0 pL
Seyrelmis isaretleme karigimi 2.0 uL
S dATPa, 0.5uL
Seyreltilmis enzim 2.0 uL

Hafifce karistirilan tiip 5 saniye kadar santrifiij edilerek oda 1sisinda 3' bekletilir.

Dort tane ependorf tiipiliniin kapagma A,C,G ve T harfleri yazilir. A ile isaretlenmis

tiipe 2.5 puL dideoksi ATP (ddATP) eklenir. Ayn1 sekilde C, G ve T tiiplerine de ayn1 miktarda
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ddCTP, ddGTP ve ddTTP eklenir. Bu islem tek zincir DNA'a baglanmis primer karigiminin
oda 1s1sia kadar sogumasi ve isaretleme i¢in gegen zamanda hazirlanir.

Isaretleme siiresince dideoksi tiipleri 37°C'deki 1sitic1 blokta preinkiibasyona tabi
tutulur. Isaretleme siiresi biter bitmez, 15.5 ul reaksiyon karisimindan 3.6 pl A tiipiine
alinarak, karistirilir. Ayni sekilde C, G ve T ile isaretli tiiplere de ayn1 hacimde eklenerek
karigtirlir. Bu dort tiip santrifiije konularak 5-10" gevrilir ve tekrar 37°C'ye alinarak 5 dakika
inkiibe edilir. Santrifiij islemi ve tekrar 37°C' ye transfer islemi miimkiin oldugu kadar kisa

stire icerisinde yapilir. Bu iglemlerin semtaik 6zeti Sekil 3.7°de gosterilmistir.

7 al ss DNA (w300 ng)
Primer badlanmasi " +2mul 5xRB
(Annealing) + 1 ul Primer

65 °C’'de 3 dakika inkibe edilir
sonra buz banyosuna alinir.

1l DDT ,
. 2 ut LM
lsaretteme 05 ut Bs-dATP«
(Labeling) 3 dakika oda isisinda beklenir

Her tupe 36 ul bu
karnsimdan eklenir.
Sonlandirma
(Termination) | I | I | |

\YARY/

ddATP ddCTP ddGTP ddTTP

5l 25 1l 25 il 25 ul 5 dakika inklbe
e A M M edilip Uizerine
stop sollsyonu
Isitici blok 37 °C konur.

Sekil 3.7. DNA dizi analizinin sematik 6zeti.



3.3.4.3.3. Sonlandirma Reaksiyonu
Reaksiyon stiresinin bitiminde her tiipe 4 uL stop sollisyonu eklenerek reaksiyon
durdurulur. Reaksiyon durdurulduktan sonra tiipler santriflij edilerek, 95°C'de 5' denatiire

edilir ve 6rnekler hemen buz igerisine alinir.

3.3.4.4. Poliakrilamid Jel Elektroforezi (PAGE)

Jel hazirlanmasinda bir ¢ift cam kullanilir. Kalinlig1 3 mm olan camlarin boyutlar
33x38 ve 33x40 cm'dir. Deterjanla ¢ok iyi yikanmis ve etil alkol ile silinmis bu camlarin
arasma 0.4 mm kalinliginda ve 1 cm eninde polikarbonat "seritler" yerlestirilir. Bunlar
camin alt, sag ve sol tarafina gelecek sekilde ayarlanarak plastik yapistirici ile etrafi sarilir,
yada %1'lik agaroz ile yapistirilip (klemp) kiskag ile sikigtirilir. Camlarin tist kismi farklh
uzunluklarda olup jel dokerken uzun olan alt tarafa yatay diizlemle 45° ac1 olusturacak

sekilde ayarlanir. Hazirlanan jel buradan iki cam arasina dokiilerek doldurulur.

3.3.4.4.1. Jelin hazirlanmasi
Akrilamide/Bisakrilamide 19:1 oraninda kanstirilmis  olarak  International

Biotechnologies Inc (IBI)'den saglanabilir. Ikiyiiz gram karisim iizerine 352 ml saf steril su
ilave edilerek tamamen ¢oziinmesi i¢in magnetik karistirict ile karigtirilir. Bu %40k stok
soliisyon +4°C'de uzun siire saklanabilir. Bu soliisyondan 10.5 ml alinip, iizerine 10 ml
10xTBE tamponu (1 M Tris, 1 M Borik asit, 20 mM EDTA Nay; pH:8.3), 25 ml saf su ve
29.4 g iire konarak magnetik karistiricida ¢oziiniinceye kadar karigtirtlir. Whatman kagidi ile
stizlildiikten karisim bir siseye transfer edilir. Bu siseye 350 ul taze hazirlanmis %10'Tuk
amonyum persulfat (Electrophoresis Grade,BRL) ve 35 ml N,N,N',N'-Tetamethylethylene-
diamine (TEMED, electrophoesis gade, BRL) eklenir. Amonyum persulfat saf suda ¢oziiliir,
en fazla bir hafta kullanilir. Bu jel iki cam arasina hava kabarcig1 girmemesine dikkat edilerek
dokiiliir. Eger kabarcik girmigse cam yere dikey olarak tutulur ve kabarciklarin ¢ikmasi
beklenir ve tekrar 45°C ac1 yapacak sekilde konularak tarak bu iki cam arasina ters olarak
yerlestirilir. Camlarin iist kismu klemplerle sikistirilarak jelin polimerlesmesi beklenir. Bunu
kontrol edebilmek i¢in bir ependorf tiipiine yaklasik 1 ml jel soliisyonundan alinir. 15-20

dakika sonra kontrol edilir. Polimerlesme gergeklestikten sonra jel kullanima hazirdir. Eger
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jel hazirlama asamasinda erken polimerize oluyor ise (5-6 dakika igerisinde) amonyum

persiilfat konsantrasyonu azaltilir, polimerlesme zamani 15' dan fazla ise artirilir.

3.3.4.4.2. Jel Elektroforezi

Onceden hazirlanan jelin iist kismma koydugumuz klempler ile tarak cikarilr, alt
kisimdaki bant sokiilerek dikey elektroforez cihazina (Bethesda Research Laboratories, Life
Technologies Inc Model S2) yerlestirilir . Boyu kisa olan cam cihazdan tarafa getirilerek
yandaki vidalarla sabitlestirilir. Cihazin alt ve iist rezervuarina 1 x TBE tampon konulur. Jelin
tampon ile temas ettigi yerde olusan hava kabarciklari, kristallesen tire ve akrilamid jel
artiklar1 temizlenir. Jelin tist kismindan ayrilan tarak bu sefer disleri jele hafifce bastirilarak
kiiciik klemplerle sabitlestirilir. Sekans kiti icerisindeki stop soliisyonundan (fenol mavisi
iceren) jelin iist kismina otomatik pipetle biri dolu digeri bos olmak {izere ardigik olarak her
birine 1 pL uygulanir. Yiiksek voltaj giic kaynagina (LKB Browma; 2297-Macrodrives)
baglanan jel elektroforez cihazina 75 W (~1500 Volt,50 mA) akim yiiklenir. Ornekleri aplike
etmeden 1-1.5 saat yiiriitillerek camlarin 1sinmast saglanir. Bromfenol mavisinin jeldeki
hareketi gozlenir. Her 6rnek i¢in hazirlanan A,C,G ve T tiipleri 95°C'de 5' denatiire edilir. Bu
stirede giic kaynag1 kapatilarak tarak disleri arasinda olugsan hava kabarciklar1 temizlenir.
Denatiirasyonun tamamlanmasi ile 95°C'den aliman bu 4 tiip buz igerisine daldirilir. A
tiplinden alman 2.5-3.0 pL'lik 6rnek jele (tarak disleri arasina) aplike edilir. Sirastyla ayni
miktarda C, G ve T tiiplerinden alinarak aplike edilir. Tekrar gii¢ kaynagi agilarak ayni

miktarda akim {i¢ saat siire ile uygulanir.

3.3.4.5. Tespit (Fixing)

Elektroforez bitiminde giic kaynagi kapatilarak cam cihazdan ayrilir. Sandevig
seklinde olan camlar bir bicak yardimiyla ayrilir. Jeli iizerinde tasiyan cam, bir kap
icerisine alinarak iizerine tespit soliisyonu (%10 asetik asit, %12 Metanol) eklenir. Tespit
esnasinda jel biiyiikliigiinde bir tane Whatman 3 kagidi kesilir. 20 dakika tespit islemi
tamamlanirken soliisyon aspire edilerek alinir. Cam ve jel hafifce egilir, iizerindeki fazla
solisyon akitilir. Kesilen whatman kagidi jel lizerine kapatilip kagit kaldirilarak ters

cevrilip jelin iiste gelmesi saglanir.
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3.3.4.6. Kurutma ve Otoradyogram

Whatman kagidi iizerine alinan jel, Saran Wrap ile kaplanarak vakuma bagl jel
kurutucusunda 80°C de 1 saat kurutulur. Saran Wrap ayrilarak, jel kaset igerisine
yerlestirilip lizerine film konarak bir gece ekspose edilir. Filmin banyosu otomatik banyo

cihazi kullanilarak yapilir.

3.3.5.7. Degerlendirme (Okuma)
Film tizerinde elde edilen goriintii beta globin gen dizisi ile karsilagtirilarak kontrol edilir.
Bir niikleotidin digerine degisimi, eksilmesi veya yeni bir niikleotidin araya girmesi gibi

degisimlerin varlig1 kontrol edilir.
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4. BULGULAR

T.C. Saglik Bakanlig1 birinci basamak merkezlerinde evlilik dncesi tarama sonucu
anormal hemoglobin tasidig1 belirlenen ciftler Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi Prenatal
Tam Unitesine bagvurmustur. Ayrica Balcali Hastanesi cocuk ve dahiliye hematoloji
kliniklerinde tedavi goren orak hiicre anemili hastalar ve bunlarin anne-babasindan kan
ornekleri almmustir. Biyokimya Anabilim Dali Molekiiler Genetik Laboratuarinda
orneklerin hemoglobin elektroforezi ile uyumu DNA seviyesinde ARMS ve RFLP ile
analiz edilmistir. Hb varyantlar1 ile kombine olabilecek diger varyantlar ve beta talasemi

mutasyonlarinin tayini de yapilmustir.

Bu tez ¢alismasinda Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi Prenatal Tani Unitesine ve
mutasyon analizi i¢in Biyokimya Ana Bilim Dali’na bagvuran olgularin mutasyon analizi
yapilmistir. Hemoglobin elektroforezi ile uyumu ARMS ve RFLP yontemi ile

tanimlanamayan Ornekler dizi analizi ile tanimlanmigtir.

Cukurova bolgesinde, orak hiicre anemisine neden olan HbS’in tastyicilik orani
%38.2 olarak belirlenmistir. HbS insidansinin yiiksek olmasindan dolay1 prenatal tani igin
gelen ailelerin ¢ogu HbS tasiyicisidir. Benzer sekilde beta talasemi tasiyiciliginin yiiksek

olmasindan dolay1 HbS/beta talasemi kombinasyonlar1 da bulunmaktadir.

Bu c¢alismada HbS tasiyan 22 Ornegin hematolojik bulgulart Tablo 4.1°de
gosterilmistir. Bu olgularin hematolojik verileri normaldir. Bu tabloda HbS ile karigmasi
muhtemel diger anormal hemoglobinleri ayirmak i¢in oraklagsma testi yapilarak hepsinin
pozitif oldugu goriilmiistiir. Alkali pH’da yapilan Hb elektroforezi ile HbD ve HbG, HbS
ile ayn1 yere go¢c etmektedir. Molekiiler analizler yapilmadan (ARMS, RFLP gibi
yontemler) Once oraklasma testi yapilarak bu olgularin HbS veya HbD/G ayrimi
yapilmaktadir. Bu olgularin HPLC veya IEF gibi yontemlerle analizi vakalarin daha kolay

¢Ozlimiinii saglanmaktadir.
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Tablo 4.1. HbS tasiyicilarina ait hematolojik veriler.

Sra| Adi | RBC | Hb | Het | MCV | MCH | MCHC | Hb | . ..
No | Soyadi | 10%L | g/dL | % | fL | Pg | gdL | Elektr. | ckling
1 | O.B. | 510 | 159 |46.1| 903 | 312 | 346 | AS )
2 | KB | 487 | 141 |420] 862 | 200 | 337 | as )
3| U0 | 557 |156]457| 819 | 280 | 342 | AS *)
4 | RK | 573 | 164 480 837 | 286 | 342 | as )
5 | E.A | 513 | 144|428 835 | 280 | 336 | AS )
6 | NV. | 551 | 163|468 850 | 296 | 349 | AS *)
7 | SF. | 540 | 153 |446| 826 | 283 | 342 | AS )
8 | C.D. | 483 | 145 |43.1| 891 | 300 | 337 | As )
o | B.Y. | 509 | 142 |455] 891 | 278 | 312 | as )
10 | RU. | 530 | 15.1 | 446 841 | 286 | 339 | AS *)
11| MU, | 539 | 164 |47.5| 880 | 305 | 346 | As )
12| s.Y. | 49 |138[397] 81.1 | 282 | 348 | as *)
13 | UY. | 517 | 144|418 808 | 278 | 344 | As *)
14 | AC | 530 | 154|441 833 | 201 | 350 | AS )
15 | K.S. | 504 | 151|432 858 | 300 | 349 | AS )
16 | B.Y. | 578 | 164 |47.8| 82.8 | 284 | 344 | As *)
17 | LY. | 527 | 149|430 81.6 | 284 | 347 | As *)
18 | G.M. | 527 | 16.1 | 464 | 87.9 | 306 | 349 | AS )
19 | MN. | 492 | 141 |429] 872 | 287 | 329 | as )
20 | AC | 463 | 149 434 936 | 321 | 342 | AS )
21 | S.D. | 505 | 148|389 81.8 | 284 | 343 | AS *)
2 | HG | 497 | 144 [428] 836 | 281 | 336 | Aas )
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HbD tastyicilarinin hematolojik degerleri genellikle normaldir. Baz1 6rneklerde Hb
diizeyleri biraz diisiik ve RBC degeri ise hafif artis goriilmektedir. HbD tasiyicilarina ait
hematolojik veriler Tablo 4.2°’de gosterilmistir. MCV degerleri genelde normal olmakla
birlikte 25, 27, 30, 33, 34, 36, 41 ve 42 nolu 6rneklerin MCV degeri diisiik bulunmustur.
Benzer olarak Hb degerleri genel olarak normal olmakla birlikte birkag¢ olguda (27, 28, 30,
35 ve 42 nolu 6rnekler) Hb diisiik bulunmustur.

Tablo 4.2. HbD tasiyicilarina ait hematolojik veriler.

Sira| Adi | RBC | Hb | Het | MCV | MCH | MCHC | Hb | .. ..
No | Soyadi | 10%L | g/dL. | % | fL | Pg | g/dL | Elektr. | DKIng
23 | M.K. | 569 | 149 |460| 808 | 262 | 324 | AD | ()
24 | H.K | 443 | 125|382 862 | 28.1 | 327 | AD | ()
35 | M.K. | 627 | 132 |435] 694 | 21.1 | 303 | AD | ()
26 | M.G. | 563 | 16.1 | 478 | 848 | 285 | 336 | AD | ()
27 | M.D. | 570 | 109 |347] 609 | 192 | 315 | AD | ()
28 | E.H | 389 | 114 |356] 915 | 293 | 320 | AD | ()
20 | T.H. | 511 | 166 |502] 983 | 325 | 331 | AD | ()
30 | F.O. | 370 | 7.7 |264] 712 | 207 | 291 | AD | ()
31 | AO. | 541 | 163 |472] 872 | 301 | 345 | AD | ()
32 | T.K. | 434 | 128 |393] 90.7 | 295 | 325 | AD | ()
33 | E.G. | 577 | 134 |419] 726 | 232 | 319 | AD |
34 | N.D. | 501 | 13.4 [392] 767 | 263 | 343 | AD | (9
35 | F.D. | 415 | 11.8 | 348 | 838 | 284 | 340 | AD | (9
36 | S.D. | 632 | 139 |434| 68.7 | 220 | 320 | AD | (9
37 | F.K. | 487 | 13.7 |429]| 882 | 281 | 319 | AD | ()
38 | M.A. | 568 | 164 |47.8| 841 | 289 | 343 | AD | ()
39 | S.N. | 398 | 123 |347] 872 | 310 | 356 | AD | ()
40 | LN. | 561 | 157 |447] 80.0 | 280 | 349 | AD | (9
41 | D.C. | 486 | 125 |363| 747 | 258 | 345 | AD | (9
42 | Y.C. | 482 | 105 [327] 678 | 218 | 321 | AD | ()
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HbE tasiyicilart klinik olarak herhangi bir bulgu gostermemektedir. Bu olgularin Hb
diizeyleri normal, eritrositler hafif hipokrom ve mikrositerdir. HbE tasiyicilarina ait
hematolojik veriler Tablo 4.3’te verilmistir. Bu olgularda Hb degeri genelde biraz diisiik
olmakla birlikte 43, 44, 46, 50, 55, 57, 60 ve 64 nolu o6rnekler normal degerlerde tespit
edilmistir. Bununla birlikte baz1 olgularin MCV ve MCH degerleri diisiik 44, 46, 57 ve 59

nolu 6rnekler ise normal bulunmustur.

Tablo 4.3. HbE tastyicilarina ait hematolojik veriler.

Sira | Adi RBC | Hb | Het | MCV | MCH | MCHC Hb
No | Soyadi | 10"/L | g/dL | % fL Pg g/dL Elektr.
43 B.S. 529 | 1222 | 37.1 | 703 | 23.1 32.9 AE
4 | L.B. 488 | 14.1 | 447 | 91.6 | 289 31.5 AE
45 | B.B. 436 | 11.0 | 340 | 77.8 | 25.1 31.8 AE
46 | Z.B. 540 | 145 | 442 | 819 | 2638 32.8 AE
47 | E.O. 447 | 107 | 344 | 770 | 24.0 31.1 AE
48 | 0.0. 3.85 | 10.0 | 305 | 79.1 | 259 32.8 AE
49 | N.R 464 | 106 | 32.0 | 688 | 229 33.2 AE
50 | M.E. 6.09 | 157 | 447 | 734 | 2538 352 AE
51 | V.Y. 349 | 88 | 255 73.0 | 25.1 34.4 AE
52 G.E. 466 | 114 | 349 | 750 | 24.4 32.6 AE
53 Y.S. 498 | 117 | 359 | 72.0 | 234 32.5 AE
54 | A.O. 469 | 113 | 337 | 71.8 | 240 33.4 AE
55 | M.E. 584 | 141 | 423 | 725 | 24.1 33.3 AE
56 | Y.H. 6.78 | 15.7 | 47.5 | 70.0 | 23.1 33.0 AE
57 | K.D. 444 | 142 | 374 | 843 | 275 32.7 AE
58 | E.B. 474 | 100 | 320 | 675 | 21.1 31.3 AE
59 S. Y. 423 | 112 | 340 | 803 | 26.4 32.9 AE
60 | B.Y. 623 | 16.8 | 462 | 741 | 269 36.3 AE
61 | M.B. 440 | 11.0 | 334 | 76.0 | 249 32.8 AE
62 S. T. 550 | 11.0 | 365 | 663 | 20.0 30.2 AE
63 | 0.0. 480 | 115 | 343 | 71.5 | 240 33.5 AE
64 S. 0. 525 | 13.9 | 40.0 | 763 | 265 34.7 AE
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HbE, alkali tampon ile yapilan seliiloz asetat elektroforezinde HbC ve HbA; ile ayn1
yerede goc etmektedir. Bunlar HPLC, IEF veya asit pH’ta agar jel elektroforezi ile
ayristirilmaktadir.

HbC, Cukurova bolgesinde ¢ok nadir rastlanan bir hemoglobin varyantidir. HbC
tastyicist olarak tespit edilen bireylerde MCV degerleri hafif diisiik ama Hb degerleri
normal degerlerde bulunmustur. HbC tasiyicilarina ait hematolojik veriler Tablo 4.4’te

gosterilmistir.

Tablo 4.4. HbC tasiyicilarina ait hematolojik veriler.

Sra| Adit | RBC | Hb | Het | MCV | MCH | MCHC Hb
No | Soyad:i | 10'*/L | g/dL | % fL Pg g/dL Elektr.
65 | N.S. | 606 | 165 | 46.7 | 770 | 272 35.3 AC
66 | C.D. 8.7 16.1 | 452 | 774 | 276 35.6 AC
67 | D.K. 5.0 129 | 382 | 763 | 259 33.9 AC
68 | HK. | 584 | 16.6 | 459 | 78.6 | 284 26.2 AC
69 | A.K. | 575 | 163 | 455 | 79.1 | 283 35.7 AC

Orak hiicre anemili (HbSS) hastalar klinik olarak ciddi hemolitik anemi tablosu ile
seyreder. Hastalarda anemi dogumdan birka¢ ay sonra baglar. Bu hastalarda HbF
degerlerinin %1-2 ile 30 arasinda degistigi goriilmiistiir. HbF degerinin yiiksek olmasi
genetik bir faktore bagl olup sickle cell krizlerinin azalmasina neden olmaktadir. HbF’in
oksijen azliginda eritrositler iginde polimerlesen HbS molekiillerini interfere ettigi
bilinmektedir. Orak hiicre anemili hastalarin HbF miktar1 alkali denatiirasyonla
Olctilmiistiir.

Orak hiicre hastlarin elektroforezinde HbF band1 yoksa, alkali denatiirasyon testi ile
HbF miktar1 da diisiik bulunmus, elektroforezde HbF bandi bulunan 6rneklerin % HbF
miktar1 yiiksek bulunmustur ve bu olgularin elektroforezleri HbSS(F) seklinde

gosterilmistir. Cukurova bolgesinde HbS tastyici sikliginin yiiksek olmasindan dolayr orak
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hiicre anemili hastalarin sayis1 da fazladir. Orak hiicre anemili hastalara ait hematolojik

veriler Tablo 4.5’te gdsterilmistir.

Tablo 4.5. Orak hiicre anemili hastalara ait hematolojik veriler.

Sira Ad1 RBC | Hb | Het | MCV | MCH | MCHC Hb

No | Soyadi | 10%L | g/dL | % | fL | Pg | gdL | Elektr. | TPF

%

70 S.S. 3.07 7.6 | 249 | 81.1 24.8 30.5 SS(F) 6.5

71 C.K. 3.58 9.9 |30.5| 854 27.8 32.6 SS(F) 9.0

72 Z.K. 2.83 89 |26.0| 91.8 29.2 33.0 SS(F) 7.9

73 G. A. 2.70 58 |21.0| 77.7 21.5 27.6 SS(F) 5.1

74 O.Z. 3.20 9.9 |28.1| 87.7 30.8 35.1 SS 1.9

75 Z.D. 2.95 9.2 | 2841033 | 333 32.2 SS(F) | 22.0

76 A.C. 2.9 7.8 | 246 | 84.5 26.7 31.6 SS(F) | 14.6

77 A.F. 3.01 10.1 | 30.1 | 99.9 33.5 33.5 SS(F) 5.8

78 0.G. 1.83 5.8 | 18.1 | 98.8 31.7 32.1 SS(F) | 12.0

79 U.D. 568 | 12.1 | 37.0 | 65.1 21.2 32.7 SS(F) 7.8

80 E. K. 2.32 84 | 250 107.7 | 363 33.7 SS(F) 8.0

81 A F. 1.98 9.9 | 303 | 101.8 | 333 32.7 SS(F) | 10.5

82 A. U 2.79 7.5 | 23.1| 83.0 26.9 323 SS 2.0

83 M.D. 2.87 82 | 254 | 883 28.7 324 SS(F) 9.0

84 R. Z. 2.08 6.2 | 19.5| 93.6 29.8 31.9 SS(F) | 10.2

85 Z.E. 2.49 7.7 123.0] 925 31.1 33.6 SS 1.0

86 B.T. 2.63 8.7 | 258 | 98.1 33.1 33.8 SS(F) | 15.0

87 I.D. 1.44 4.7 | 149 ] 103.2 | 325 31.5 SS(F) | 42

88 N. H. 3.09 94 | 28.7| 93.0 30.5 32.8 SS(F) | 142

89 F.S. 3.37 9.5 | 28.6 | 84.9 28.1 33.1 SS(F) | 4.5

90 F. E. 2.08 7.0 | 203 | 97.7 33.8 34.6 SS(F) 8.3

91 M. B. 2.83 | 10.3 | 29.0 | 102.2 | 36.5 35.7 SS(F) | 183

-82-



Yoremizde beta talasemi tasiyiciligi da yiiksek oranda (%3.9) goriilmektedir. Bazi
hastalarin HbS ile beta talasemi allelini birlikte tasidigi goriilmektedir. Olgularin Hb
elektroforezinde HbSS olarak tespit edilmis olmasimna ragmen molekiiler analizleri
sonucunda (ARMS, RFLP) HbS tastyicist oldugu belirlenmistir. Bu nedenle beta talasemi
mutasyon taramasina gereksinim duyulmustur.

HbS ve beta talasemi kombinasyonunu tasiyan hastalarin klinik tablolar
degiskendir. Bu degiskenlik HbS ile birlikte tasidigi beta talasemi mutasyonu tipine
baglidir. HbS ile birlikte B° talasemi tasiyiciligi durumunda hastalik orak hiicre hastaligina
benzemekte, B’ talasemi tasiyicilign durumunda ise klinik olarak orak hiicre anemisinden
daha hafif bir seyir gostermektedir. HbS ile kombine beta talasemi tasiyicilarina ait
hematolojik veriler Tablo 4.6’te gosterilmistir. Bu olgularin HbF degerleri birbirinden

farkl olarak tespit edilmistir.

Tablo 4.6. HbS- B talasemili olgularin hematolojik verileri.

Sira| Adi | RBC | Hb | Het |MCV | MCH |MCHC| Hb

No |Soyadi| 10%L |g/dL| % | fL | Pg | gdL |Elektr PE,ZF Mutasyon
92 | G.G. | 416 | 85 |29.5| 70.9 | 20.6 | 30.7 | SS(F) | 3.4 | SAVSII
93 | G.A. | 5.03 | 105 |33.0] 65.6 | 209 | 318 | SF |158| S/IVSIS
94 | L.T. | 610 | 13.1|39.5] 67.6 | 225 | 375 | SS | 1.7 | S/AVSI6
95 | S.S. | 3.94 | 85 265 67.2 | 32.1 | 21.6 | SS(F) | 3.7 | SAVSI-110
96 | S.K. | 470 | 10.6 |33.4] 71.0 | 22.0 | 318 | SS(F) | 5.6 | S/AVSI-110
97 | C.Y. | 341 | 6.9 |23.5| 68.9 | 203 | 29.5 | SS(F) | 3.2 | SAVSI-110
98 | H.K. | 466 | 10.2 |32.8| 70.4 | 22.1 | 314 | SS(F) | 7.0 | S/AVSI-110
99 | 1.O. | 353 | 7.9 |255] 72.1 | 224 | 311 | SS | 1.6 | SAVSI-110
100 | E.B. | 472 |10.4|343] 72.5 | 22.1 | 305 | SS | 2.0 | SAVSI-110
101 | M.K. | 3.89 | 8.7 |29.5| 75.9 | 22.4 | 29.6 | SS(F) | 47 | SAVSI-110
102] S.U. | 362 | 7.8 |249| 68.7 | 21.6 | 314 | SS(F) | 45 | SAVSI-110
103 | H.O. | 455 | 8.8 |294] 645 | 194 | 301 | SS | 2.0 | SAVSI-110
104 | A.C. | 371 | 91 |286| 77.1 | 244 | 31.6 | SS(F) | 7.7 | SAVSI-110
105 | S.K. | 326 | 7.3 |22.8] 70.0 | 223 | 318 | SF |17.0| S/Cd39
106 | A.K. | 275 | 6.0 |194] 705 | 21.6 | 30.7 | SF | 10.0| S/Cd39
107 | D.G. | 449 | 9.8 |323| 72.1 | 219 | 304 | SS | 19 | S/Cd39
108 | S.B. | 2.99 | 9.5 |289] 96.4 | 31.7 | 329 | SS | 0.9 | S/Fsc5
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Yoremizde HbD-beta talasemi ve HbE-beta talasemi birlikteligi de tespit edilmistir.
HbS-beta talasemi birlikteligi gibi bu olgular elektroforezde homozigot (HbDD veya
HbEE) ama molekiiler analizlerinde tasiyici olarak tespit edilmektedir. Bu nedenle
olgularda beta talasemi mutasyonlar1 taranmistir. 109 ve 110 nolu olgular elektroforezde
HbDD olarak belirlenmis ve molekiiler analizler ile dogrulanmistir. Bazi homozigot HbD
vakalarinda Hb ve MCV degerleri biraz diisiik bulunmustur. HbD-beta talasemi
tagiyicilarin  hematolojik verileri homozigot HbD tasiyicilarina goére daha diisiik
bulunmustur. HbDD ve HbD ile birlikte beta talasemi olduklar1 tespit edilen hastalarin
hematolojik verileri Tablo 4.7°da gosterilmistir.

HbE olgular ile birlikte beta talasemi tasiyiciligi da tespit edilmistir. Mutasyona
bagli olarak hematolojik verileri degismektedir. Bu olgularda (117 ve 118 nolu olgular) Hb
degeri ile MCH degeri diisik bulunmustur. HbE-B talasemi tasiyicilarinin hematolojik

verileri Tablo 4.7°de gosterilmistir.

Tablo 4.7. HbDD ile HbD-§ ve HbE-p talasemili vakalarin hematolojik verileri.

Sira| Ad1 | RBC | Hb | Het [ MCV | MCH | MCHC| Hb | HbF

No |Soyadi | 10%L |g/dL| % | fL | Pg | gdL |Elekir.| % | Mutasyon
109 | N.H. | 424 | 11.4|328] 775 | 268 | 346 | DD |04 | DD
10| S.D. | 467 |11.7]392| 733 | 251 | 342 | pp | 17| DD

111 | C.G. | 6.06 |12.3 [39.8| 65.6 | 20.3 30.9 DD 1.4 | D/IVSI-1

112 | M. A. | 692 | 149 (439| 634 | 215 33.9 DD | 0.5 | D/IVSI-110

113 | Z.A. | 7.54 | 14.6 |48.7| 64.5 | 194 30.1 DD | 24 | D/IVSI-110

114 | H.A. | 6.08 | 12.5 |38.2| 62.9 | 20.6 32.7 DD 1.5 | D/IVSI-110

115 | S.A. | 534 | 11.1 |33.9] 63.4 | 20.8 32.9 DD 1.1 | D/IVSI-110

116 | M. B. | 598 |12.1 |38.6| 64.6 | 20.3 31.3 DD 1.7 | D/IVSI-110

117 | B.G. | 4.67 | 85 [28.1| 60.1 | 18.2 304 EE 1.2 | E/IVSI-6

118 | B.D. | 426 | 104 |354| 83.2 | 245 294 EF |10.0 | E/IVSI-110
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Anormal hemoglobinler agisindan ¢ift heterozigotluk durumunda kombinasyona
gore hematalojik veriler degismektedir. Ornegin HbSD hastalifinda klinik olarak orak
hiicre anemisine benzemekte iken HbSE hastalarinda ise klinik tablo hafif anemik
olmaktadir. HbSD ve HDBSE tastyicilarina ait hematolojik veriler Tablo 4.8°de

gosterilmistir.

Tablo 4.8. HbSD ve HbSE olgularin hematolojik veriler

Sira| Adi RBC | Hb | Het | MCV | MCH | MCHC Hb
No | Soyadi | 10'/L | g/dL | % fL Pg g/dL Elektr.
119 A A 267 | 6.6 | 227 850 | 246 28.9 SD
120 M.Y. 518 | 117 [ 379 | 732 | 277 31.0 SE
121| H.A. 534 | 134 [ 389 | 749 | 251 34.4 SE
122] G.M. 542 | 133 [ 419 772 | 245 31.7 SE
123] 1K 561 | 128 [ 417 ] 743 | 229 30.8 SE

Cukurova bolgesinde bulunan S, E, D ve C gibi anormal Hb’ler yaninda tilkemizde
nadir goriilen 40 yakin Hb varyanti tespit edilmistir. Bu anormal Hb’lerden bazilarina
Cukurova bolgesinde de rastlanmis olup hematolojik verileri Tablo 4.9°da gosterilmistir.
124 nolu olgu elektroforezde HbE/C olarak go¢ etmesine ragmen HPLC’de HbD olarak
belirlenmistir. Molekiiler analizlerde HbE, HbC ve HbD mutasyonu tespit edilememistir.
Bu olgu dizi analizi ile HbE-Saskatoon olarak tanimlanmistir. Prenatal tani i¢in basvuruda
bulunan #125 nolu olgu hemoglobin elektroforezinde HbEE olarak belirlenmistir. #124
nolu olguya benzer olarak HPLC analizinde bu olgu homozigot HbD olarak tanimlanmaistir.
Bu olgunun molekiiler analizleri sonucunda HbE, HbC ve HbD mutasyonu tespit
edilememistir. Dizi analizi yapilarak bu olgunun homozigot HbE-Saskatoon oldugu tespit

edilmistir. Bu allellerden birinin fetusa da gectigi DNA dizi analizi ile gosterilmistir.
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Tablo 4.9. HbE-Saskatoon ve HbG-Coushatta tasiycilarina ait hematlojik veriler.

Sira| Adi | RBC | Hb | Het [MCV |MCH |MCHC| Hb
No |Soyadi|10"/L|g/dL| % | fL | Pg | g/dL |Elektr.

124 | A.S. | 599 |15.1 |44.6| 74.5 | 25.3 33.9 AE | AE-Saskatoon
125 | S.A. 428 |12.4 ({36.3| 84.9 | 29.0 34.1 EE | EE-Saskatoon

Mutasyon

126 | T.B. | 446 | 11.0 (34.1| 76.5 | 24.7 | 323 AS | AG-Coushatta

127 | Z.B. | 4.64 |12.5|38.2| 824 | 269 | 32.7 AS | AG-Coushatta

Bir diger ailenin iki bireyi (#126 ve #127) Hb elektroforezinde HbS/D olarak
belirlenmis, HPLC analizinde ise HbE olarak tanimlanmistir. Bu olgularin ARMS ve RFLP
ile molekiiler analizlerinde HbS, HbD ve HbE mutasyonu tespit edilememistir. Bu nedenle
bu olgularin DNA dizi analizi yapilarak HbG-Coushatta olarak tanimlanmustir.

Bu ¢alismada anormal hemoglobin tasiyan vakalar HPLC ile analiz edilmis olup, bu
anormal hemoglobinlere ait kromatogramlar Sekil 4.1-4.6’da gosterilmistir. HPLC ile
yapilan analizler 10 dk gibi kisa bir siirede analiz edilebilmektedir.

HbS tasiyan bir 6rnek HPLC ile zayif katyon degistirici bir kolon kullanilmis ve bu
Oornege ait kromatogram Sekil 4.1’de gosterilmistir. Bu kromatogramda olgunun Hb
molekiilleri ve kromotogramin X ekseninde ise kolonu terk etme siireleri goriilmektedir.
HbS tasiyicisinin HPLC analizinde sirastyla HbF, HbA, HbA, ve HbS kolondan ayrilmistir.
HbC tastyicisinin kromatogrami HbS tasiyicisina benzemekta yalniz HbC molekiilii kolonu
daha geg terk etmektedir (Sekil 4.2). HbD molekiilii HbS’ten dnce kolondan ayrilmaktadir.
HbD tasiyicisina ait HPLC kromatogrami Sekil 4.3’te gosterilmistir. HbE molekiilii ise
HbA’dan sonra HbA,’den 6nce kolonu terk etmektedir (Sekil 4.4). HPLC analizinde nadir
bulunan Hb varyantlar1 kolondan ayrilma zamanina bagh olarak HbF, HbA, HbE, HbD,
HbS veya HbC olarak tanimlanmaktadir. Ornegin HbE-Saskatoon HbD ile ayn1 zamanda
kolondan ayrildigindan HbD olarak (Sekil 4.5) tanimlanirken, HbG-Coushatta ise HbE
olarak (Sekil 4.6) tanimlanmaktadir.
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Sekil 4.1. HbS tasiyicisinin HPLC goriintiisii.
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Sekil 4.2. HbC tasiyicisinin HPLC goriintiisii.
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Sekil 4.3. HbD tasiyicisinin HPLC goriintiisii.
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Sekil 4.5. Homozigot HbE-Saskatoon vakasinin HPLC goriintiisti.

Sekil 4.6. HbG-Coushatta tagiyicisinin HPLC goriintiisii.
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Prenatal tani i¢in gelen HbS tasiyicisi olan #1 ve #2 nolu olgular ARMS yo6ntemi
analiz edilmis olup, bu ailenin sonucu Sekil 4.7°de gosterilmistir. ARMS yonteminde
mutasyona spesifik primerler kullanilarak tek asamada teshis yapilmaktadir. Her mutasyon
icin biri normal, digeri mutant alleli belirlemek iizere iki PCR reaksiyonu yapilmaktadir. #1
nolu anne ve #2 nolu babada hem mutant hem de normal primer ile amplifiye oldugu igin
tastyict olarak tespit edilmisken, CVS sadece normal primer ile amplifiye oldugundan

HbAA olarak belirlenmistir.

1IN 2N 3N 4N SN 6N

Sekil 4.7. HbS mutasyonun ARMS ile belirlenmesi. 1 anne (#1), 2 baba (#2), 3 ve 4 CVS, 5
negatif kontrol ve 6 pozitif kontrol.
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Bazi mutasyonlar PCR-RFLP yontemi ile tanimlanabilmektedir. Altincit kodondaki
A—T degisimi sonucu meydana gelen HbS ve besinci kodondaki ¢ergeve kaymasi (Fsc5)
Ddel enziminin bu noktadaki kesim yerini yok etmektedir. 11 ve 12 nolu primerlerle
amplifiye edilen normal bir 6rnek (HbAA) Ddel enzimi 146, 201, 88, 89, 37 ve 38 bg
uzunluklarinda 6 parca iiriin vermektedir. Orak hiicre tagiyan olgularda enzim bir allelinde
kesim yerini kaybettigi i¢cin 347, 146, 201, 88, 89, 37 ve 38b¢’lik 7 parca, orak hiicre
hastalarinda ise 347, 88, 89, 37 ve 38 b¢’lik 5 parca olusmaktadir. Agaroz jelde yiiriitiilen
ornekler 88 ve 89 bg’lik parcalar ile 37 ve 38 be¢’lik parcalar birbirinden ayrilmadigi igin
tek bant seklinde gorilmektedir. Ayirict tan1 347, 201 ve 146 bg’lik parcalar ile
yapilmaktadir.

Sekil 4.8. HbS mutasyonu tagiyan allellerin RFLP yontemi ile belirlenmesi.
1 anne, 2 baba 3 ve 4 CVS, 5 HbAA kontrol, 6 HbAS kontrol, 7 HbSS kontrol.

ARMS ve RFLP yontemi ile mutasyonu tespit edilemeyen olgular DNA dizi analizi
ile tanimlanmaktadir. HbS tasiyicisina (B6;GAG—GTG) ait dizi analizi Sekil 4.9°da
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gosterilmistir. Normal bir olguda B globin geninin 6. kodonunda GAG niikleotidleri
bulunmaktadir. HbS tasiyicisinda ise normal allellinde GAG niikleotidi bulunurken S
allelinde ise GTG niikleotidleri bulunmaktadir.

ACGT

B6 GAG—GTG

Sekil 4.9. HbS tasiyicisinin (B6GAG—GTG) DNA dizi analizi.
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HbAA ve HbC tasiyicisina (6 GAG—AAG) ait dizi analizi Sekil 4.10°da gosterilmistir.

ACGT ACGT

HbAC
B6GAG—AAG

HbAA
B6 GAG

Sekil 4.10. Normal HbAA’l1 ve HbC tasiyicist (B6GAG—AAG) olgularina ait DNA dizi
analizi.
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Normal HbAA’ll olguda goriildiigii gibi 22. kodonda GAA niikleotid siralar
goriilmekte, ayni pozisyonda homozigot HbE-Saskatoon olgusunda AAA niikleotid siralari
goriilmektedir (Sekil 4.11).

ACGT ACGT

HbAA

HbEE-Saskatoon B22 GAA

B22 GAA—AAA

Sekil 4.11. Homozigot HbE-Saskatoon (f22 GAA—AAA) ve normal bir olgunun DNA
dizi analizi.
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HbG-Coushatta tasiyicisina (B22GAA—GCA) ait DNA dizi analizi Sekil 4.12°de

gosterilmistir.

A CGT

HbG-Coushatta
B22 GAA—GCA

Sekil 4.12. HbG-Coushatta tastyicisinin (B22GAA—GCA) DNA dizi analizi.
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5. TARTISMA

Hemoglobin molekiiliiniin yapisinda yer alan globin zincirleri lizerindeki aminoasit
degisikligi sonucu Hb varyantlari meydana gelmektedir®. Diinyada bugiine kadar 925 Hb
varyanti tanimlanmistir’. Bu Hb varyantlarinin bir ¢ogunun fonksiyonu normal olup, klinik
bir septom gostermemektedir. Bu varyantlardan bazilar1 yapisal 6zelliklerine bagli olarak
polimerlesme (HbS), kristallenme (HbC) veya dayaniksiz olmalari nedeniyle hemolitik
anemiye neden olmaktadir'. Anormal hemoglobinler; yapisal 6zelliklerine gére bir veya iki
aminoasit degisimi, aminoasit eklenmesi veya cikarilmasit yada iki farkli polipeptidin
birlesmesiyle meydana gelen (hibrit) zincirlerdir?.

Hemoglobinopatiler diinyadaki en yaygin tek gen hastaliklari olup énemli morbititiye
neden olurlar. Diinya sagilik orgiiti (WHO) diinya niifusunun yaklasik %5’inde klinik
olarak onemli hemoglobin hastaliklarina neden olan genleri tasidigi bildirmistir™'".
Anormal hemoglobinlerin diinyadaki dagilimi cografi bolgelere ve etnik gruplara gore
degismektedir. Milyonlarca insanin etkilendigi anormal hemoglobinlerden en yaygin
olanlar1 sirasiyla HbS, HbE, HbD veHbC’dir!.

Orak hiicre anemisine neden olan HbS, 1949 yilinda Pauling ve ark. tarafindan
kesfedilmistir. Ozellikle Afrika’da (ekvator) ve bu bdlgeden gog eden siyahlarin yasadig
iilkelerde, Suudi Arabistan ve Hindistan bazi eyaletlerinde, daha az olmak iizere Akdeniz
iilkelerinde goriilmektedir™'.

Ulkemizde HbS’in varlig: ilk kez 1950’li yillarda Aksoy ve ark. tarafindan rapor
edilmistir. Bunu takiben iilkemizde bulunan HbE, HbC, HbO-Arab homozigot ve heterozigot
olarak, HbS ile ¢ift heterozigotluk veya beta talasemi ile kombinasyonu ayni yazar tarafindan
rapor edilmistir. Ulkemizde son 40 yil boyunca anormal hemoglobinler ve beta talasemi
taramalar1 yapilmaktadir. Bu ¢alismalar sonucunda HbS’i takiben HbD-Los Angleles, HbE ve
HbO-Arab gibi bir ¢ok anormal hemoglobin tespit edilmistir®.

Tiirkiye’nin glineyinde yer alan Cukurova bolgesinde HbS tasiyiciligi %8.2, beta
talasemi tastyici sikligt %3.9 olarak belirlenmistir. HbS tasiyiciligi bazi yorelerde %44’°e

5,7,41

kadar ulagsmaktadir™”*". Orak hiicre tasiyicilart hipoksi gibi ekstrem kosullarda olusan

intravaskiiler sikling disinda herhangi bir anormal klinik bulgu gézlenmemektedir®'"'*.
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Ulkemizde en ¢ok tespit edilen ikinci anormal hemoglobin, HbD-Los Angeles olup

42,43

goriilme sikligi %0.2 olarak tespit edilmistir'™™. HbD tasiyicilart ve homozigotlari

genellikle asemptomiktir. Bu olgularm Hb diizeyleri normal veya hafif diisiiktiir'""*.
Bununla birlikte HbS ve HbD’nin ¢ift heterozigotluk durumunda hastalik agir
seyretmektedir. Klinik ve hematolojik  olarak homozigot HbS’li bireylerden ayirt
edilememektedir*.

HbE iilkemizde tigiincii siklikta gozlenen anormal hemoglobindir. HbE’de mutasyon
kodlanan bélgede olmasina ragmen, p“globin RNA’nin normal spicingde azalma izlenir ve
bu nedenle hafif talasemi gozlenir. HbE tasiyicilari klinik olarak herhangi bir anormal bulgu
gostermemektedir. Bu olgularin Hb diizeyleri normal, eritrositler hafif hipokrom ve
mikrositerdir. Benzer sekilde HbE homozigot olgulari asemptomatik olup heterozigot P
talasemi olgularina benzemektedir. HbE ve beta talasemi birlikteliginde klinik olarak 3
talaseminin hafif formu olan intermedia ile homozigot B talasemi arasinda degisiklik
gostermektedir®® !,

Eti Tiirklerinde HbE nin tastyici siklig1 %0.16-2.4 olarak tespit edilmistir*. HbE nin
yaninda Antalya, Aksaray ve Kayseri’de akraba olmayan ii¢ ailede HbE-Saskatoon tespit
edilmistir. HbE-Saskatoon ilk kez Kayseri’de akut 16semili bir hastada tespit edilmistir*.
Tespit edilen bu olgularin biri homozigot HbE-Saskatoon olarak tespit edilmistir. HbE’li
olgularda Hb yiizdesi HbE-Saskatoon olgularindan daha az olarak tespit edilmektedir.
Ayrica HbE’li olgular mikrositer ve hipokrom o6zelligi gostermektedir. Bu 6zelliklerinden
dolay1 bu iki varyant kolaylikla birbirinden ayirt edilebilmektedir ****7,

HbC HbA’dan daha az ¢oziindiigiinden kirmizi hiicrelerde kristalize olmaya
egimlidir. HbC tasiyicilart anormal bir klinik bulgu gdéstermemektedir. Homozigot HbC
olgularinda hafif hemolitik anemi ile birlikte splenomegali gézlenmektedir'"'*.

Orak hiicre anemisi klinik olarak, ciddi hemolitik hastalik tablosu ile seyreder. Bu
klinik tablo, alyuvarlarin deformabilite ozelliginin kaybolmasi ve yikilmasi yani sira;
oraklasan alyuvarlarin olusturdugu tikanikliklar sonucu olusan iskemik degisikliklerle
karakterizedir. Bu klinik tablolar, "kriz" denilen ara sira olusan ataklarla seyreder.
Hastalarda anemi dogumdan birkac¢ ay sonra baglar. Bu hastalarinda HbF degerlerinin %1-2

ile 30 arasinda degistigi gorilmiistir' ™",
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Yoremizde beta talasemi tastyicilign yiiksek oranda (%3.9) goriilmektedir™’. Bazi
hastalarin HbS ile beta talasemi allelini birlikte tasidigi goriilmektedir. Klinik olarak HbS-
beta talasemi tastyicilign agir seyreder' ™',

HbS alkali pH elektroforezinde HbD ile ayn1 yer go¢ etmektedir. Molekiiler
analizler yapilmadan 6nce HbS/D ayirimi oraklagma testi, IEF, HPLC gibi tekniklerle
birbirinden ayrit edilerek vakanin ¢6ziimii kolaylagsmaktadir. HPLC ile ayrimi yapilmasi

yaninda anormal hemoglobinin miktarinin Slgiilmesi agisindan kolaylik saglamaktadir'.

HbS tasiyicisina ait HPLC kromatogrami Sekil 4.1°de gosterilmistir.

Hb elektroforezinde S/D olarak tespit edilen vakalarin oraklagma testi de pozitif ise
ARMS ve RFLP yontemleri ile HbS mutasyonunu tasiyip tasimadiklart dogrulanmaktadir.
HbS tasiyicist olan #16 ve #17 numarali iki olgunun ARMS yontemi ile prenatal tani
sonucu Sekil 4.7’de gosterilmistir. Anne (1) ve baba (2) hem HbS mutant primeri hem de
normal primer ile amlifiye oldugundan HbS tasiyicisidirlar. CVS ise (3 ve 4) sadece normal
primerle amplifiye oldugundan HbAA olarak teshis edilmistir. Ayn1 aile RFLP ile analiz
sonucu Sekil 4.8’de gosterilmistir. Anne (1) ve baba (2) orak hiicre tasiyicis1 ve CVS (3 ve
4) ise normal HbAA oldugu RFLP ile dogrulanmistir. Sekil 4.9’da ise HbS tasiyan bir
olgunun DNA dizi analizi gosterilmistir. HbS tasiyic1 olgularinda beta globin genin 6.
kodonun GAG niikleotid dizisinde Adenin (A) karsisinda Timin (T) bulunmaktadir.

Yoremizde tespit edilmis HbD tasiyicilarina ait hematolojik veriler Tablo 4.2°de
verilmistir. HbD tasiyicilarindan #27, #30 ve #42 numarali vakalarda Hb degeri diisiik
bulunmustur. Oraklagsma testi negatif ¢ikan bu olgularin HPLC ile analizlerinde de HbD
olarak tamimlanmaktadir (Sekil 4.3). HPLC’de HbD, HDbS’ten sonra kolondan
ayrilmaktadir. Bu olgular molekiiler analizler ile de HbD mutasyonunu tasidiklar

dogrulanmaktadir.

Bolgemizde tespit edilen HbE vakalarinin bir kismi Tablo 4.3’te gosterilmistir. Bu
olgulardan #44, #46, #57 ve #59’un MCV degeri normal digerleri diisiik bulunmustur.
Bagka arastirmacilar tarafindan MCV degerinin 84 fL olmasina ragmen hastada talasemik

eritrosit morfolojisi tespit edilmistir*®.
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HbE, alkali pH elektroforezinde HbA; ile ayn1 yere go¢ etmektedir. Benzer sekilde
HbC’de ayn1 yere goc etmektedir. HbE/C ayirimi asit pH’ta agar jel elektroforezi, HPLC
veya IEF gibi yontemlerle yapilabilmektedir'®. Bir HbE olgusuna ait HPLC kromatogrami
Sekil 4.4°te gosterilmistir. HbE, HbA ve HbA,’nin kolonu terk etme siireleri arasinda
ayrilmaktadir. Elektroforezde HbE/C olarak tespit edilen olgularin analizleri ARMS ile

yapilarak ayrimi yapilmaktadir.

Bu yo6rede nadir HbC tasiyicilign tespit edilmistir. HbC tasiyicisi olarak tespit edilen
bireylerde MCV degerleri hafif diisiik ama Hb degerleri normal degerlerde bulunmustur.
HbC tasiyicilarina ait hematolojik veriler Tablo 4.4°te gdsterilmistir. Bu varyantin HPLC
analizinde kolonu en son terk etmektedir. HbC tastyicisi olan #67 numarali olgunun HPLC
kromatogrami Sekil 4.2°de gosterilmistir. Bu olgunun DNA dizi analizi Sekil 4.10°da
gosterilmistir.

Cukurova bolgesinde HbS tastyict sikligiin yiiksek olmasindan dolay: orak hiicre
anemili hastalarin sayis1 da fazladir. Orak hiicre anemili hastalara ait hematolojik veriler
Tablo 4.5te gosterilmistir. Elektroforezde HbF bandi belirgin olan orak hiicre anemili
hastalarin elektroforez sonuglart HbSS(F) seklinde gdsterilmistir ve bu olgularin HbF
miktar1 alkali denatiirasyonla Ol¢lilmiistiir. Elektroforezde HbF bandi yoksa, alkali
denatiirasyon testi ile de HbF miktar1 diisiik bulunmustur ve bu olgularin elektroforez
sonuglart HbSS seklinde gdsterilmistir. Bu olgularin molekiiler analizleri ARMS ve RFLP
ile yapilmustir.

Yoremizde HbS tasiyiciligr ile beta talasemi tasiyiciligi insidansinin yiiksek
olmasindan dolayr HbS-beta talasemi kombinasyonu bulunmaktadir. Bu olgular Hb
elektroforezinde HbSS molekiiler analizlerde (ARMS, RFLP) ise HbS tastyicist olduklar
tespit edilmistir. Bu nedenle beta talasemi mutasyon taramasma da gereksinim
duyulmustur. HbS ile birlikte beta talasemi tasiyicilarina ait hematolojik veriler Tablo 4.6
gosterilmistir. HbS hastalarinda oldugu gibi HbF diizeyleri farklilik gostermektedir.

Yoremizde iki vakada homozigot HbD tespit edilmistir. Bu vakalarda Hb ve MCV
degerleri diisiik bulunmustur. Ayrica HbD-beta talasemi tasiyiciligi ile HbE-beta talasemi
tastyiciligi da tespit edilmistir. Tablo 4.7°de bu olgulara ait hematolojik veriler
gosterilmistir. Ulkemizde bir hastada tespit edilen HbD/IVSI-110 olgusunda da Hb degeri
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yiiksek ve olgunun eritrositozisi bulunmustur®. HbS-beta talasemi tastyiciliginda oldugu
gibi bu vakalar elektroforezde homozigot, molekiiler analizlerde ise heterozigot olarak
tespit edilmistir. Bu nedenle bu olgularda beta talasemi mutasyonlar1 taranmistir. HbD-beta
talasemi tastyicilarinin MCV ve MCH degerleri homozigot HbD olgularindan daha diisiik
bulunmustur.

Anormal hemoglobinler agisindan c¢ift heterozigotluk durumunda hematolojik
veriler degismektedir. Ornegin HbSD hastaligi klinik tablo orak hiicre anemisine
benzemekte* iken HbSE hastalarinda bu tablo hafif anemik olmaktadir'™. HbSD ve
HbSE tasiyicilarina ait hematolojik veriler Tablo 4.8’da gosterilmistir.

Cukurova bolgesinde bulunan S, E, D ve C gibi anormal Hb’ler yaninda tilkemizde
de nadir goriilen Hb varyantlari tespit edilmistir. Tespit edilen bu anormal hemoglobinlerin
cogu heterozigot olarak bulundugundan genellikle asemptomatik olmakta ve tesadiifen
tarama calismalari ile tanimlanabilmektedir. Ancak anormal hemoglobin homozigot halde
bulunursa veya beta talasemi ile kombine olursa klinik belirti verebilir'.

Yoremizde yaygin olarak bulunan anormal hemoglobinler disinda tespit edilen
HbE-Saskatoon tasiyicisi, homozigot HbE-Saskatoon ve HbG Coushatta’ya ait hematolojik
veriler Tablo 4.9°da gosterilmistir. #124 numarali olgu elektroforezde E/C olarak tespit
edilmisken HPLC ile analizi sonucunda HbD olarak tanimlanmistir. Bu olgunun ARMS ve
RFLP ile yapilan molekiiler analizleri sonucunda HbE, HbC ve HbD mutasyonunu
tagimadig1 tespit edilmistir. Bu nedenle bu olgunun dizi analizi yapilmis ve dizi analizi
sonucunda HbE-Saskatoon tasiyicisi olarak tanimlanmustir.

Prenatal tani i¢in bagvuruda bulunan bir anne (#125) elektroforezde homozigot HbE
olarak tespit edilmistir. Rutin hematolojik ve klinik taramada herhangi bir anormalligi
bulunmamaktadir. Ulkemizde tanimlanan homozigot HbE-Saskatoon verileri ile uyumlu
oldugu bulunmustur*®. Bu olgu HPLC analizinde HbD olarak tanimlanmus (Sekil 4.5),
molekiiler analizlerinde HbE, HbC ve HbD mutasyonu bulunamamustir. Dolayistyla dizi
analizinde bu olgu homozigot HbE-Saskatoon olarak tanimlanmistir (Sekil 4.11).

Iki kardesin (#126 ve #127) alkali pH’ta yapilan elektroforez sonucunda HbS ve
HbD gibi gog ettigi belirlenmistir. Bu iki olgunun HPLC analizinde ise HbE olarak tespit
edilmistir (Sekil 4.6). Bu iki olgunun ARMS ve RFLP ile yapilan molekiiler analizlerinde
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HbE, HbC ve HbD mutasyonunu tasimadiklar1 belirlenmistir. Bu nedenle DNA dizi analizi
yapilan bu olgularin HbG-Coushatta oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.12). HbG-Coushatta
ilkemizde ilk Once Kastamonu ilinde daha sonralar1 Denizli ve Nazilli’de tespit

edilmistir">"2,
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6. SONUC

Biyokimya Anabilim Dali’na tarama merkezlerinden anormal hemoglobin tasidigi
tespit edilerek prenatal tani i¢in gonderilen olgular degerlendirilmistir. Bu yorede tasiyici
siklig1 yiiksek olan HbS, HbD ve HbE varyantlari ile beta talasemi mutasyonlart ARMS ve
RFLP analizleri ile kolaylikla tanimlanmaktadir.

HbS hari¢ diger anormal hemoglobinler iilkemizde nadir gozlenmektedir. Bu
anormal hemoglobinlerin homozigot durumlar1 dahi herhangi bir saglik sorununa neden
olmamaktadir. Beta talasemi major, orak hiicre hastaligi ve orak hiicre/beta talasemi ise
onemli saglik sorunlarina neden olmaktadur. Ilerleyen teknolojik gelisimlere ragmen kalitsal
hastaliklarin tedavisi hala miimkiin degildir. Bununla birlikte ancak dogum Oncesi tani ile
hasta ¢ocuklarin dogmas1 onlenebilmektedir.

Prenatal tanida HPLC veya elektroforez ile belirlenen vakalar DNA analizi ile teyit
edilmesi gerekmektedir. HbS, D ve E gibi Hb varyantlari ARMS gibi yoOntemlerle

tanimlanabilirken, nadir goriilen varyantlar i¢in DNA dizi analizinden faydalanilmaktadir.
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