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OZET

Hb D-LOS ANGELES ORNEGINDE
BETA GLOBIN GEN YAPISI VE POLIMORFIiZMLER

Oztiirk, Onur
Doktora Tezi, Biyofizik ABD
Tez Damismani: Prof. Dr. Erol Omer ATALAY

Haziran 2012, sayfa 74

D-Punjab, D-Nort Carolina, D-Portugal, D-Chicago, D-Neath ve Oak Ridge
isimleri ile de bilinen Hb D-Los Angeles mutasyonu, beta zinciri kodon 121’de
G>C baz yer degistirmesi ile glutamik asit yerine glutamin gelmesi sonucu olusan
amino asit fakhihgindan kaynaklanmaktadir. Hb D Los Angeles klinik olarak
belirti vermeyen bir anormal hemoglobin tiiriidiir ve Denizli yoresinde gozlenen
anormal hemoglobin tiirleri icinde % 57.8 siklik ile ilk sirada yer almaktadir.
Denizli yoresinde anormal hemoglobinler ve beta talasemiler, T.C. Saghk
Bakanhg Denizli Hemoglobinopati Merkezi verilerine gore % 3.5 oranindadir.
Denizli ili, iilkemizde Hemoglobinopati Kontrol Programm uygulanan 33 il
merkezinden bir tanesidir. Anormal hemoglobinler yoremizde toplum saghg
acisindan onemli kalitsal hastaliklar arasinda yer almaktadar.

Beta globin gen ailesi gibi tiim gen aileleri, iiriinleri aym genel islevi goren
bolgesel gen gruplaridir. Gen ailesi icinde yer alan genler arasindaki DNA dizi
benzerligi, bunlarin ortak atasal genden geldikleri hipotezinin dogmasina sebep
olmustur. Bu islergelerin kesfedilmesine yonelik, beta globin gen ailesinin icindeki
polimorfizm odaklari son 30 y1l icerisinde arastiricilarin ilgisini cekmektedir.

Tez caliymasinda; tiim beta geninin dizi analizi yapilarak, model olarak
sectigimiz Hb D-Los Angeles mutasyonu ile iliskili olabilecek beta geni 1. ekzonda
2. kodon nt.3 ile 2. intronda nt.16, nt.74, nt.81, nt.666 olmak iizere 5 adet
framework polimorfik odagimin baz tiirii belirlenmistir. Beta globin gen ailesi
icerisinde yer alan beta geni iizerindeki framework polimorfik odaklarimin
belirlenmesi ile bu odaklarin Hb D-Los Angeles mutasyonu ile olan olasi iliskileri
istatistiksel yazihm program (Arlequin 3.5) ile degerlendirilmistir. Calismada
ayrica, Denizli yoresindeki normal ve Hb D-Los Angeles mutasyonu tasiyicisi
bireylere ait beta globin gen ailesi haplotipleri ile beta geni framework analizi
verilerinin istatistiksel olarak karsilastirilmas1 yapilmistir. Bu verilerin elde
edilerek degerlendirilmesi, ilgili mutasyonlarin izlenmesinde antropolojik,
paleoklimatolojik, arkeolojik ve filocografik yaklasimlara katkida bulunmakta
olup, ayrica mutasyonlarin olusum islergelerinin tartisilmasi, bu islergelerin
modellenmesi ve bu noktadan hareketle olas1 gen tedavisi yaklasimlarina da
degerli katkilar saglayabilecegi ongoriilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Hb D-Los Angeles, Hb D-Punjab, Beta geni, Framework
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ABSTRACT

BETA GLOBIN GENE STRUCTURE AND POLYMORPHISMS
IN MODEL OF Hb D-LOS ANGELES

Oztiirk, Onur
PhD. Thesis in Biophysics
Supervisor: Prof. Dr. Erol Omer ATALAY

june 2012, 74 pages

Hb D-Los Angeles (also known as D-Punjab, D-North Carolina, D-Portugal, D-
Chicago, D-Neath and Oak Ridge) is an abnormal hemoglobin (Hb) with an amino
acid substitution of glutamine for glutamic acid at codon 121 of the beta-globin.
Hb D-Los Angeles an asymptomatic abnormal type of hemoglobin in clinically. In
Denizli province, the most common abnormal hemoglobin variant is Hb D-Los
Angeles [B121(GH4)Glu—GIn] with a frequency of 57% of the total abnormal
hemoglobins observed. In Denizli province of Turkey, carrier rate for abnormal
hemoglobins and beta-thalassemias is 3.5 % according to the data obtained from
Turkish Ministry of Health, Denizli Hemoglobinopathy Center. The city of Denizli
is one of the 33 target cities of which Hemoglobinopathy Control Program is
applied as premarital screnning in Turkey. In terms of public health, abnormal
hemoglobins are one of the major inherited diseases in our region.

All genes families such as beta-globin gene families, as a general regional groups
of the gene that same functions. DNA sequence similarity between genes within the
this gene family, leads to a discussion of their come from a common ancestral gene
hypothesis. Loci of polymorphism in the beta globin gene family has drawn the
attention of researchers in the last 30 years.

In this thesis study, to determine the framework, the B-globin gene region
containing the five SNPs were sequenced. Micro-haplotype polymorphism of the -
globin gene designated as ‘framework’ (FW) is defined by five single nucleotide
polymorphisms (SNPs) (nt.3, nt.16, nt.74, nt.81, nt.666). To examine the possible
relationships between Hb D-Los Angeles mutation with these loci was used the
statistical software program (Arlequin 3.5). In addition, normal and carriers of Hb
D-Los Angeles mutation in Denizli province were compared statistically owned by
individuals beta-globin gene cluster haplotypes with the data analysis framework.
With evaluation of these data conribute to approaches
anthropological, paleoclimatic, archaeological and phylogeographical. In addition,
expected to provide valuable contributions discuss the mechanisms of mutations
and mechanisms of modeling to the potential of gene therapy approaches.

Keywords: Hb D-Los Angeles, Hb D-Punjab, Beta gene, Framework
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1.GIRiS

Anormal hemoglobin kavrami, 1959 yilinda M.F. Perutz ve arkadaslarinin (Perutz vd
1968) hemoglobin yapisini tarif etmesinden sonra bir¢ok arastirmacinin ¢alisma konusu
olmustur. Globin genlerinin okunan bolgelerindeki (ekson dizileri) mutasyonlar nedeni
ile ortaya cikan aminoasit degisiklikleri anormal hemoglobinleri olusturmaktadir.
Anormal hemoglobine yol acan globin gen yapisindaki degisiklikler proteinin yap1 ve
islevine yansimaktadir (Schrier 1994). Bunun sonucu olarak, kalitsal klinik sorunlara
sebep olan anormal hemoglobinler olustugu gibi, herhangi bir klinik belirti gostermeyen
ve kalittm yolu ile aktarilabilen anormal hemoglobinler de ortaya c¢ikmaktadir
(Weatherall 2001, Ho 1999). Hemoglobin molekiilii ile yapilan caligmalarla birlikte,
farkli cografyalarda, farkli mutasyonlara sahip ¢cok sayida anormal hemoglobinin varligi
bilinmektedir (Globin Gene Server 2012). Alfa ve beta globin gen odaklarindaki
bolgeye Ozgii mutasyonlarin tek odakl filojenez analizleri gé¢ yollarim aydinlatmada
oldukca kullaniglt olmustur (Oppenheimer 2012). Bu anormal hemoglobinlerden Hb D-
Los Angeles [B121(GH4)Glu—Gln], klinik olarak belirti vermeyen ve yoremizde
gozlenen hemoglobin mutasyonlar1 igerisinde, en yiiksek bulunma yiizdesine sahiptir
(Atalay 2005). Bu ve benzeri anormal hemoglobinlerin olusum islergelerinin
anlagilmasina yonelik, beta globin gen ailesinin icindeki polimorfik odaklar son 20 yil
icerisinde arastiricilarin ilgisini ¢ekmektedir (Currat vd 2002). Beta globin gen ailesi
icindeki genler yapi, islev ve organizasyonlar1 ile gen duplikasyonu ve molekiilsel
evrim arastirmalarina biiyiik destek saglayabilmektedir (Borg 2009). ‘‘Denizli yoresinde
gozlenen Hb D-Los Angeles mutasyonun haplotip analizi’® yiiksek lisans tez
calismasinda bu anormal hemoglobinin beta globin gen ailesi lizerindeki polimorfik
odaklar sinanarak, gensel kokeni ile iligkili haplotip tiirii Akdeniz kusagi haplotip I [+ -
- - - + +] olarak belirlenmistir. Her nekadar haplotip I agirlikli bir gensel yap1 gozlenmis
olsa da, Denizli yoresinde Tayland Tipi (- + + - + + +) haplotip de gozlenmektedir.
Bunlarin yani sira Denizli yoresinde gozlenen ve literatiirde ilk kez bildirilen ti¢ farkl (-
+--+++-+4+-+++ --+-+++) haplotip de bulunmaktadir (YL Tezi Oztiirk
2007, Oztiirk vd 2007, Atalay vd 2007). Denizli yoresinde gozlenen bu haplotip tiirleri
ile mutasyonlarin ¢ok odakli kokene sahip oldugu ve yerel popiilasyon iizerinde
cesitlilige neden olabilecegi sonucuna varilabilmektedir. Hb D-Los Angeles

mutasyonunun beta globin geni 121. kodonda yer almasi, 3' haplotiplerin degisimine



neden olan nokta mutasyonlar veya gen doniisiim islergeleri ile iligkili olabilecegini
diisiindiirmektedir (Atalay vd 2007, Oztiirk vd 2007). Literatiirde, klinik olarak belirti
vermeyen mutasyonlarla ilgili olarak polimorfizmlerin tanimlanmasi ve veri
bankalarinin kurulmasina yonelik calismalarin énemi vurgulanmaktadir (Giardine vd
2011). Mutasyon ve ilgili polimorfik odaklar arasindaki iligki, mutasyonun olusum

siirecine 151k tutmasi agisindan 6nem tasimaktadir.

Bu bakis acis1 altinda calismamizda; tiim beta geninin dizi analizi yapilarak, model
olarak sectigimiz Hb D-Los Angeles mutasyonu ile iligkili olabilecek framework
polimorfik odaklar1 belirlenmistir. Beta globin gen ailesi icerisinde yer alan beta geni
tizerindeki framework polimorfik odaklarinin belirlenmesi ile, bu odaklarin Hb D-Los
Angeles mutasyonu ile olan olasi iligkilerinin istatistiksel yazilim programi (Excoffier
vd 2006, Arlequin 3.5) ile degerlendirilmesi amaclanmaktadir (Excoffier vd 1,2 2006).
Bu verilerin elde edilerek degerlendirilmesi, ilgili mutasyonlarin izlenmesinde
antropolojik, paleoklimatolojik, arkeolojik ve filocografik yaklasimlara katkida
bulunmakta olup, ayrica mutasyonlarin olusum mekanizmalarinin tartisilmasi, bu
mekanizmalarin modellenmesi ve bu noktadan hareketle olast gen tedavisi
yaklasimlarina da degerli katkilar saglayabilecegi diisiiniilmektedir (Oppenheimer

2012).



2. KURAMSAL BIiLGILER ve LITERATUR TARAMASI

2.1 Hemoglobin Yapisi ve Islevi

Hemoglobin, hem gruplari iceren, zayif kovalent olmayan baglar ile birbirine bagh
dort globin zincirinden olusmus dordiinciil (tetramerik) yapiya sahip bir molekiildiir
(Sekil 2.1). Globin zincirleri tiirlerine gore, iki 6zdes alfa (o veya () ve beta (g, v, 6 veya
B) globinler olarak adlandirilir. Bu alt tinitelerin ii¢ boyutlu yapilanmasi non-kovalent
baglar, hidrojen baglari, tuz kopriileri ve non-polar etkiler ile saglanmaktadir. Polipeptit
yap1y1 olusturan polar aminoasit yan gruplar1 dis yiizeyde, non-polar yan gruplar ise i¢
yiizeyde yer almaktadir. Bu olusum iic¢iinciil yapiyr belirlemektedir (Perutz 1970,
Antonini 1970).

Sekil 2.1 Hemoglobin molekiilii tetramerik yapisi (Henry 2002)

Hb molekiiliiniin globin kismindaki polipeptit zincirlerinin sentezi i¢in once, hiicre
cekirdeginde globin genlerinin transkripsiyonu sonucu Oncii m-RNA (pre-mRNA)
sentezlenmektedir. Pre-mRNA’ daki intron bolgeleri kesilerek c¢ikarilmakta ve geri
kalan ekzonlar sirali olarak Dbirlestirilmektedir. Bu sekilde olusan mRNA
poliribozomlara giderek tasidig1 gensel bilgiye gore globin zincirlerinin sentezlenmesini
saglamaktadir. Sentezlenen 4 hem grubu ile 4 polipeptid zinciri birleserek hemoglobin
molekiiliinii  olusturmaktadir (Huisman 1993, Huisman 1995). Temel olarak
hemoglobinin, oksijenin akcigerden dokulara, karbondioksit ve protonlarin dokulardan
akcigere tasinmasi olmak iizere iki islevi bulunmaktadir. Bunun yaninda hemoglobinin,

kanin ve dolayli olarak diger viicut sivilarinin pH degerini sabit tutma 6zelligi de vardir.



Hemoglobinin bu 0zelligi  deoksihemoglobinin  protonlara olan ilgisinden
kaynaklanmaktadir. Bu bakimdan, hemoglobin molekiili hem kandaki yiiksek
derisimleri hem de igeriginde yer alan aminoasitlerin fizyolojik pH’ ye yakin olan pK’
lar1 sayesinde giiclii bir tampon sistemi olusturmaktadir. Bu 6zellikleri ile hemoglobin
molekiilii, eritrositler igerisinde islev gormektedir (Perutz 1978, Bermek 1997, Wada
2002, Celebi 2005). Hb molekiiliiniin ortalama omrii 120 giindiir. Bu siire sonunda,
molekiiliin yikimi1 karaciger, kemik iligi ve dalakta eritrositlerin parcalanmasiyla
baslamaktadir. Ac¢iga ¢ikan Hb molekiilinde 6nce hem ve globin kismi birbirinden
ayrilir. Hem grubu, demir ve porfirin kismina ayrilir. Demir tekrar kullanilmak iizere
depolanirken porfirin, oksidasyona ugrayarak biliverdine, biliverdin ise bilirubine
doniisiir. Polipeptit zincirleri ise par¢alanarak amino asitlerine ayrilir ve bu amino asitler

depolanir (Lukens vd 1993, Donbak 2005).

Insan saf oksijen soludugunda dahi, kanda oksijenin kismi basinci 101,3 kPa (760
mmHg) olacagindan, 100 cm3 kan icinde, fiziksel olarak 2,3 cm3 oksijen ¢oziinebilir.
Oysaki insanin dinlenim halinde bile oksijen gereksinimi bu degerden ¢ok daha
yiiksektir (5 cm? oksijen/100 cm?® kan). Kandaki ortalama derisimi 15 gr/100 ml olan
hemoglobin molekiilleri, fiziksel olarak kanda ¢oziinebilen oksijen miktarinin 65 kat
fazlasim kimyasal yoldan baglayabilmekte ve oksijen tagimmminda temel bir rol
oynamaktadir. Bu yol ile kandaki oksijenin % 97  si hemoglobine bagl olarak tasinir
(Hardison 1998, Pehlivan 2011). Hemoglobin, icinde bulundugu ortamdaki derisim
degisimlerine gore, yapisal olarak, oksijene ilgisi diisiik olan T (tense-gergin) veya
yiiksek olan R (relaxed-gevsek) formlarini alabilir. T formundan farkli olarak R
formunda tuz kopriileri bulunmamaktadir (Sekil 2.2). Ayrica oksijen baglama egilimleri

arasinda 3,5 kcal/mol enerji farki vardir (Bettati vd 1998).

Sekil 2.2 Hemoglobin molekiiliiniin T ve R formu (Henry 2002)



Hemoglobin yapis1 ve islevi termodinamik agidan ele alindiginda, yapisal modeli ve
islevi ile termodinamik kanunlar1 arasinda tamamen bir biitiinliik oldugu goriilmiistiir.
Hemoglobinin farkli fizyolojik kosullarda gosterdigi degisik yapisal ve islevsel
ozellikler, allosterik etkilesimlerin termodinamik acidan incelenebilmesini saglamistir.
Hemoglobinin oksijen ile iliskisi sicaklik, 2,3- difosfogliserat (DPG) ve Inositol
hekzakis fosfat (IHP) degiskenlerine bagl olarak Gibbs serbest enerjisi (AG), entalpi
(AH) ve entropi (AS) gibi termodinamik nicelikler acisindan incelenmistir. DPG
hemoglobinin oksijene olan ilgisini azaltir. Hemoglobine oksijen ve DPG baglanmasi
arasinda ters bir iliski vardir. DPG, hemoglobinin o ve B zincirleri arasindaki bir
bosluga baglanir. Hemoglobin T durumunda iken, zincirler arasinda bir DPG
molekiiliiniin girebilecegi kadar bosluk olusur ve DPG bu bolgeye baglanarak T
formunu kararh hale getirip, hemoglobinin oksijene ilgisini azaltmaktadir. R durumuna
gecis ise DPG’ nin baglandigi cebi daraltir ve bu nedenle DPG yapidan ayrilir. DPG ve
IHP derisiminin artmasi hemoglobinin T yapiya gecmesi ve oksijene egiliminin
azalmas1 anlamina gelmektedir. Yapilan bir calismada deneysel olarak sicaklik
arttiginda Gibbs serbest enerjisinin daha negatif degerlere degistigi gozlenmistir. Bu
degisim, hemoglobin molekiiline DPG veya IHP baglandigr ve bunun sonucunda da
Gibbs serbest enerjisinin azalarak sistem tarafindan is yapildigim1 gostermektedir.
Kuramsal olarak da biyolojik bir sistemin yapabilecegi is miktari, en fazla serbest
enerjisindeki azalma kadardir. Yapilan bu calismada, hemoglobin ile oksijen arasindaki
iliskiden yararlanilarak, hemoglobinin yap1 ve islevi termodinamik yasalar1 ile

tanimlanmaktadir (Bordbar vd 2006, Pehlivan 2011, Celebi 2011).



2.2 Hemoglobin Tiirleri

Hemoglobin, yasamin embriyonik, fetal ve erigkin donemlerinde yapisal farkliliklar
gostermektedir. Tiim normal hemoglobinler, iki alfa (o) ve iki beta (B) globin
zincirlerinin katkilartyla dordiinciil yapidan islev yapmaktadirlar. Erigskin ve fetal
hemoglobinler alfa globin zincirine ek olarak, beta (Hb A, ayf,), delta (Hb A,, a,0,)
veya gama globin zinciri (Hb F, ayy,) ile yapilanmaktadir. Embriyonik hemoglobinler
ise, alfa globin benzeri zincirler ({, zeta zincirleri) ile gama (Hb Portland, (yy,) veya
epsilon globin zincirlerinin (Hb Gower 1, (y&;), (Hb Gower 2, o,g;) dordiinciil yapiyt
olusturmasi sonucu meydana gelmektedir (Ho 2000). Alfa globin gen ailesi kromozom

16, beta globin gen ailesi ise kromozom 11°de yer almaktadir (Sekil 2.3).
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Sekil 2.3 insan globin genleri ve iiretim donemleri semast (Ho 1999)



Hemoglobin sentezinde, ilgili genlerin kontrolii molekiilsel acidan bu gen ailelerinin
yapisinda bulunan diizenleyici bolgeler tarafindan gergeklestirilmektedir. Bununla
birlikte DNA’daki kodlar, RNA araciligi ile bir protein olan hemoglobine
doniismektedir. Alfa ve beta globinleri kodlayan gen bolgelerinin niikleotid dizisi temel
alinarak, hemoglobinin dordiinciil yapisin1 olusturan bilesenler olan globinler
tiretilmektedir. Gen diizeyindeki bilginin akisi; replikasyon, transkripsiyon, translasyon
evreleri ile agciklanmaktadir (Sekil 2.4). DNA bilgisinde yer alan farkliliklarda, DNA’
daki bilginin RNA’ ya aktarilmasi (transkripsiyon) ve RNA’ daki bilginin proteine

doniistiiriilmesi (translasyon) asamalarinda olusan hatalarda, protein anormallikleri

gozlenmektedir.
d
b -
DNA — " RNA PROTEIN
d

Sekil 2.4 Santral dogma (a.Replikasyon, b.Transkripsiyon, c.Translasyon, d.Ters
Transkripsiyon)



2.3 Anormal Hemoglobinler

Yapisal hemoglobin bozukluklar1 ¢ogunlukla, alfa veya beta globin zincirlerindeki
tek amino asit degisimlerinden kaynaklanmaktadir. Baz1 mutasyonlar ise tek ya da daha
fazla niikleotid eklenmesi (insertion), cikmasi (deletion) veya globin genlerinin yeniden
diizenlenmesi ile olmaktadir. Alfa globin zinciri 141, beta globin zinciri 146 amino asit
icermektedir. Globin genlerinin yapisinda bulunan ekzonlardaki DNA dizilerinde olusan
mutasyonlar, amino asit kodlarin1 degistirmektedir. Bunun sonucu olarak, kalitsal klinik
sorunlara sebep olan anormal hemoglobinler olustugu gibi, herhangi bir klinik belirti
gostermeyen ve kalittm yolu ile aktarilabilen anormal hemoglobinler de ortaya
cikmaktadir (Ho 1999, Weatherall vd 2001).

Hemoglobin ¢esitleri veri tabani olan ‘‘Globin Gene Server’” 2012 yili nisan ay1
verilerine gore diinya capinda 1149 farkli anormal hemoglobin bildirilmistir. Anormal
hemoglobinler, mutasyonlarin o2, al, B, G,, A, gibi farkli globin genlerinde olmalarina
baghh olarak c¢esitli gruplarda simiflandirilmaktadir. Buna gore bildirilen anormal
hemoglobin ¢esitliliginin yaklasik % 82’ si tek baz degisimlerinden, % 18’ i ise aynmi
globin zincirindeki iki farkli bazin degisiminden, bir veya daha fazla niikleotid
eklenmesi (insertion) veya ¢cikmasindan (deletion), N- veya C- terminal uzamasindan ve
hibrid globin zincirlerinden kaynaklanmaktadir (Globin Gene Server 2012). Amino asit
degisiminden kaynaklanan bu anormal hemoglobin cesitliliginin biiyiikk kismu,
hemoglobin molekiiliinde yapisal ve fonksiyonel olarak ¢ok az degisime sebep olan
yada hi¢bir degisime sebep olmayan heterozigot formda ve klinik olarak belirti
vermeyen yapidadir. Bu cesitliligin biiyiik boliimii popiilasyon genetigi ¢alismalarinda
ve hemoglobinopati tarama programlarinda tespit edilmektedir. Tiirkiye geneli goz
Oniine alinarak yapilan calismada ise, 42 adet anormal hemoglobin tiiriiniin varligi
gosterilmistir (Altay 2002). Bu anormal hemoglobinlerden 13 tanesi a globin zincirinde,
24 tanesi B globin zincirinde, biri de & globin zincirinde yer almaktadir (bkz. Tablo 2.1).
2007 yilinda yapilan calismada ise Tiirkiye genelinde anormal hemoglobin tiiriiniin 88
oldugu bildirilmigtir (bkz. Tablo 2.2) (Akar 2007). Evlilik oncesi tarama programinin
uygulandig1 Denizli yoresinde, T.C Saglik Bakanlig1 Denizli Hemoglobinopati Merkezi
verilerine gore, anormal hemoglobinler ve B-talasemi tasiyicilifi oran1 % 3.5 olarak
saptanmistir. Ayrica, Denizli yoresinde gbzlenen anormal hemoglobinlerin ¢esitliligi ve
bulunma oranlar ile ilgili calisma yapilmis olup, sonuglar1 yaymlanmistir (bkz. Tablo

2.3). Bu sonuclara gore, Denizli yoresinde gozlenen anormal hemoglobin dagilimina



bakildiginda % 57.8 ile Hb D-Los Angeles [121(GH4)Glu—Gln] birinci sirada yer
almaktadir (Atalay 2005). Denizli yoresinde bildirilen anormal hemoglobin tiirleri; Hb-
D Los Angeles, Hb-C, Hb-E Saskatoon, Hb-G Coushatta, Hb-Beograd, Hb-Yaizu, Hb-
J-Iran, Hb-D-Ouled Rabah ve Hb-Tunis olarak siralanmaktadir (Koseler vd 2006,
Atalay vd 2008, Koseler vd 2008, Koseler vd 2010). Bunlardan Hb-D-Ouled Rabah,
Hb-Yaizu ve Hb-Tunis diinyada ikinci kez iilkemizde de ilk kez bildirilen anormal

hemoglobin 6zelligi tasimaktadir (Kdseler vd 2010).

Tablo 2.1 Tiirkiye’de saptanan anormal hemoglobin tiirleri (Altay 2002)

Anormal Hemoglobin

| Mutasyon

o - globin zincirinde olusan mutasyonlar ve neden olduklari anormal hemoglobinler

Hb O-Padova a30(B11) Glu ---> Lys (GAA--->AAG)
Hb Hasharon 047(CES) Asp---> His (GAC--->CAC)
Hb Montgomery 048(CE6) Leu ---> Arg (CTG--->CGG )
Hb Adana a59(E8) Gly ---> Asp (GGC--->GAC)
Hb J-Anatolia a61(E10) Lys--->Thr (AAG--->ACG)
Hb Ube- 2 a68(E17) Asn--->Asp (AAC--->GAC)
Hb Q-Iran 75 (EF4)Asp--->His (GAC--->CAC)
Hb Moabit a86(F7) Leu--->Arg (CTG--->CGG)
Hb M-Iwate a87(F8) His--->Tyr (CAC--->TAC)

Hb Capa 094(G1) Asp--->Gly (GAC--->GGC)

Hb G-Georgia

095(G2) Pro--->Leu (CCG--->CTG)

Hb Strumica

al12(G19) His--->Arg (CAC--->CGC)

Hb J-Meerut

@120(H3) Ala—>Glu (GCG—-->GAG )

P - globin zincirinde olusan mutasyonlar ve neden olduklar1 anormal hemoglobinler

Hb S B6 (A3) Glu --->Val (GAG--->GTG)
Hb C B6 (A3) Glu --->Lys (GAG--->AAG)
Hb Ankara B10 (A7) Ala --->Asp (GCC--->GAC)

Hb E- Saskatoon

B22 (B4) Glu —>Lys (GAA-—>AAA )

Hb G- Coushatta

B22(B4) Glu -—>Ala (GAA-->GCA )

Hb D-fran B22 (B4) Glu --->GIn (GAA--->CAA )
Hb E B26 (B8) Glu --->Lys(GAG--->AAG )
Hb Knossos B27 (B9) Ala--->Ser (GCC--->TCC)

Hb Hakkari B31 (B13) Leu--->Arg (CTG--->CGG)

Hb G-Copenhagen

B47 (CD6) Asp—>Asn (GAT-—>AAT)

Hb Summer Hill

B52 (D3) Asp--->His (GAT-—->CAT)

Hb Hamadan B56 (D7) Gly--->Arg (GGC--->CGC)

Hb J-Antakya B65 (E9) Lys--->Met (AAG--->ATG)

Hb City of Hope B69 (E13) Gly--->Ser (GGT--->AGT)

Hb J-Iran B77 (EF1) His--->Asp (CAC--->GAC)

Hb G-Szuhu B80O(EF4)Asn--->Lys (AAC--->AAAveya AAG)

Hb Istanbul Saint Etienne

B92 (F8) His——>Gln (CAC-—>CAA veya CAG)

Hb N-Baltimore

B95 (FG2) Lys-—>Glu (AAG-—->GAG)

Hb Kéln B98 (FG5) Val--->Met (GTG--->ATG)
Hb D-Los Angeles B121 (GH4) Glu--->GIn (GAA--->CAA)
Hb O-Arab B121 (GH4) Glu--->Lys (GAA--->AAA)
HbBeograd B121 (GH4) Glu--->Val (GAA--->GTA)
Hb Sarrebourg B131 (H9) Gln--->Arg (CAG--->CGQG)
Hb Brockton B138 (H16) Ala--->Pro (GCT--->CCT)

v - globin zincirinde olusan mutasyonlar ve neden olduklar1 anormal hemoglobinler

Hb F-Bagkent

[ y128 (H6) Ala-—>Thr (GCT-—->ACT)
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Tablo 2.2 Tiirkiye’de 2002’den sonra saptanan anormal hemoglobin tiirleri (Akar

2007)

Anormal Hemoglobin

| Mutasyon

o - globin zincirinde olusan mutasyonlar ve neden olduklari anormal hemoglobinler

Hb Selif a 94(G1) Asp ---> Tyr
Hb Q-Iran o75(EF4) Asp ---> His
Hb Hasharon 047(CES) Asp ---> His
Hb Bronovo A103(E8) His ---> Leu

P - globin zincirinde olusan mutasyonlar ve neden olduklar1 anormal hemoglobinler

Hb C

B6 (A3) Glu --->Lys

Hb E- Saskatoon

B22 (B4) Glu --->Lys

Hb G- Coushatta

B22(B4) Glu —>Ala

Hb D-Iran B22 (B4) Glu --->Gln
Hb Hamadan B56 (D7) Gly--->Arg
Hb Volga B27 (B9) Ala --->Asp
Hb Beograd B121 (GH4) Glu--->Val
Hb Siirt B27 (B9) Ala --->Gly
Hb D Punjab B52 (D3) Asp--->His
Hb J-Iran B77 (EF1) His--->Asp
Hb Tyne B65 (E9) Lys--->Met
Hb G-Copenhagen B69 (E13) Gly--->Ser
Hb D-Iran B22(B4) Glu --->Gln

v - globin zincirinde olusan mutasyonlar ve neden olduklar1 anormal hemoglobinler

Hb A2 Yialousa

| Y82 C-T Ala 28 Ser

Tablo 2.3 Denizli yoresinde saptanan anormal hemoglobinler

. Bulunma
Anormal Hemoglobin Mutasyon viizdesi (%) Kaynak
Hb D- Los Angeles B121(GH4)Glu >Gln 57.8 Atalay 2005
Hb S B6(A3)Glu > Val 21,9 Atalay 2005
Hb G-Coushatta B22(B4)Glu > Ala 15,6 Atalay 2005
Hb E- Saskatoon 22(B4)Glu >Lys 3,1 Atalay 2005
Hb C B6(A3)Glu > Lys 1,6 Atalay 2005
Hb J-Iran B77(EF1) His > Asp - Koseler 2006
Hb Beograd B121(GH4) Glu >Val - Atalay 2008
Hb Yaizu B79(EF3)Asp > Asn - Atalay 2007
Hb D Ouled Rabah B19(B1)Asn 2Lys - Koseler 2008
Hb Tunis B124(H2)Pro > Ser - Koseler 2010
Hb Hinsdale B139(H17)Asn 2Lys - Koseler 2010
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2.3.1 Beta Globin Gen Ailesi; Yapi ve Islevi

Alfa ve beta globin gen aileleri i¢inde bulunan genler hemoglobin sentezi i¢in amino
asitleri kodlamakla gorevlidir. Alfa globin gen ailesi (5'-C-02-a1-3") kromozom 16’nin
kisa kolunda bulunurken, beta globin gen ailesi (5'-e-Gy-A,-yn-38-p-3") kromozom 11’in
kisa kolunda yaklasik 60 kb’ lik bir alanda yer almaktadir. Daha 6nce belirtildigi gibi,
her iki gen ailesinde yer alan genler, insanin gelisim evrelerine bagl olarak ifade edilir.
Her iki beta globin gen ailesinden zeta () ve epsilon (¢) embriyonik donemde, gama
(Gy, A)) genleri fetal donemde, delta (3) ve beta (B) genleri ise eriskin donemde ifade
edilmektedir. Ayrica beta globin gen ailesi icinde herhangi bir amino asit kodlamayan
dolayisi ile protein iiriinii olusturamayan psddo (yn) geni yer almaktadir (Chen vd 1990,
Ho 2000). Beta globin geninin 5' ucunda, yaklasik olarak 16 kb uzunlugunda beta geni
kontrol bolgesi (B LCR) yer almaktadir (Levings 2002) (bkz. Sekil 2.5). Beta geni
kontrol bolgesi, protein sentezi asamasinda beta globin genlerinin ifade edilmesinde
diizenleyici rol oynamaktadir (Hardison 1998, Ho 2000, Athanassiadou 2004). Tiim
beta globin genlerinde ortak olarak 3 ekzon ve 2 intron bulunmaktadir (Sekil 2.5).
Ekzonlarda yer alan DNA dizileri ilgili proteini kodlamaktadir. Yine, her genin 5' ucu
tarafinda yaklagik 50 niikleotid uzunlugunda bir cap bolgesi ve protein sentezini
baslatan kodon (AUG) yer almaktadir. Ekzon III’ iin sonunda ise dur kodonunu takip
eden ve Poli A kuyruguna kadar uzanan DNA dizisi bulunmaktadir. Bu dizi
transkripsiyonun bitis sinyalini i¢cermektedir. Poli A kuyrugu (AAT AAA) ise mRNA’
nin kararliligini ve ribozomlara baglanmasini saglamaktadir.

Beta globin gen ailesi gibi tiim gen aileleri, iirlinleri ayn1 genel islevi goren bolgesel
gen gruplaridir. Gen ailesi i¢inde yer alan genler arasindaki DNA dizi benzerligi,
bunlarin ortak atasal genden geldikleri hipotezinin dogmasina sebep olmustur. Bu
islergelerin kesfedilmesine yonelik, beta globin gen ailesinin icindeki polimorfizm
odaklar1 son 30 yil icerisinde arastiricilarin ilgisini ¢cekmistir (Currat vd 2002). Gen ve
protein diizeyinde yapilan caligmalar sonucu, gen cesitlenmesi, mutasyon islergeleri ve
molekiilsel evrim siireci ile ilgili yeni yaklasimlar ortaya ¢ikmistir. Gen ¢esitliliginin
olusmasinda gen duplikasyonu en 6nemli islergelerden biridir. Gen duplikasyonundan
sonra olusan gen kopyalarinda, islevini kaybettikleri, yeni islevler kazandiklar1 ya da
islevlerini kismen yerine getirebildikleri mutasyonlar gerceklesebilir (Aguileta vd
2004). Gen duplikasyonlar1 genellikle yeniden diizenlenmis yapilanma (recombination)

olayindan sonra gerceklesir (Papadakis 1999). DNA dizi homolojisi igeren iki
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kromozom boyunca, esdeger pozisyonlardaki genetik bilgi degis tokusuna yeniden
diizenlenmis yapilanma adi verilmektedir. Gen doniisiimii (gene conversion), DNA’nin
yeniden diizenlenmis yapilanmasi sonucu ortaya cikar. Gen doniisiimii iki yakin ve
baglantili gen arasinda, karsilikli olmayan (non-reciprocal) gensel degis tokus olarak
tanimlanmaktadir. Bu bakis acis1 altinda, beta globin gen ailesi lizerinde yeniden
diizenlenmis yapilanma ve gen doniisiimiinii konu alan ¢alismalarda, 3' ucuna yakin,
delta (8) ve beta (B) genlerini i¢inde bulunduran yaklasik 9 kb uzunlugundaki bolgede
onemli oranda yeniden yapilanma saptanmistir (Currat vd 2002) (Sekil 2.5). Sicak nokta
(hot spot) olarak adlandirilan bu bolgede genler arasi uzaklik az oldugu i¢in yeniden
yapilanma orani yiiksek oldugu gosterilmistir (Schneider vd 2002, Currat vd 2002,
Falchi vd 2005). Beta globin gen ailesi icindeki genler yapi, islev ve organizasyonlari
ile gen duplikasyonu ve molekiilsel evrim arastirmalarina biiyiilk destek
saglayabilmektedir. Beta globin gen ailesi, arastiricilar tarafindan gensel koken

incelemelerinde siklikla kullanilan bir yontemdir (Oppenheimer 2012).

Intron intron

5 3

Beta geni

B-LCR
—A—
g Gy Ay vB o B
5' 3'
10kb 0 10kb 20kb 30kbE 9kb E40kb 50kb 60kb 70kb
" —
¢ Sicak :
nokta

Sekil 2.5 insan beta globin gen ailesi, Beta geni ve Sicak nokta (Ho 2000, Currat vd
2002).
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2.3.2 Haplotip Analizi ve Polimorfizm Kavram

Haplotip analizi, polimorfizm gosterebilen odaklarin PCR yontemi ile ¢ogaltilip,
RFLP yonteminin uygulanmasi ve elde edilen sonuglarin mutasyon tasiyan allel ile olan
olasi iligkilerinin istatistiksel olarak degerlendirilmesi islemi olarak ifade edilmektedir.
Polimorfizm, normal bireylerde %2’ den daha sik gbzlenen ve genomik DNA’ nin tek
baz ciftlik pozisyonunda farkli dizi (allel) alternatiflerinin bulunmasi olarak ifade
edilmektedir. DNA polimorfizmleri teriminden, toplumda yaygin olarak rastlanan ve
genellikle hastalik etkeni olmayan niikleotid degisiklikleri anlagilir. Bu polimorfik
ozellikler farkli goriiniimlerde karsimiza cikabilmektedir. Kisa ve uzun niikleotid
tekrarlar1 (STRP ve VNTR polimorfizmleri) ya da tek baz degisimleri (SNP) bunlara
ornek olarak verilebilir. Bu polimorfizmleri tespit etme yontemleri birbirinden farkli
olmakla birlikte gerek STRP gerekse SNP degisikliklerinin ¢alisilmasindaki ana amag
bireyin biri anneden digeri ise babadan kalitmis oldugu alleller arasindaki farkliliklarin
belirlenebilmesidir. Bu durum genotipleme olarak adlandirilir ve genotipleme
sonucunda hangi allelin hangi ebeveynden kalitildig1 saptanabilir. Birbirine ¢ok yakin
yerlesimli birden fazla polimorfik bolgenin genotiplenmesi (haplotip olusturma) ise tek
bir allelin degil, ilgili kromozomun belli bir parcasinin hangi ebeveynden geldigini
saptamamizi saglamaktadir. Genotip ve haplotip diizeyinde olusan farkliliklar
kromozomlarin kusaklar arasi kalittminin izlenmesi i¢in kullanilir ve bu yontem gensel
koken arastirmalar1 icin olduk¢a degerlidir. Mutasyon odagini iceren gen bolgesi
yakinlarinda bulunan polimorfik odaklar mutasyonun gecmise doniik incelenmesinde
oldukca yararl veriler sunmaktadir (Akarsu 2006, Xing vd 2010).

S6z konusu polimorfizmleri belirleyebilmek icin restriksiyon endoniikleazlar ve
DNA dizi analizi yontemi kullanilmaktadir. Restriksiyon endoniikleazlar, kendilerine
0zgii niikleotid dizilerini taniyarak kesebilmektedir. RFLP, DNA dizisi iizerinde yer
alan tamimlanmis enzim kesim bdlgelerinin, bu bolgelere 6zgii restriksiyon enzimleri
yardimi ile izlenmesini saglayan bir yontemdir. Bu yonteme gore, DNA dizisinde,
restriksiyon enzimine 0zgii enzim kesim bolgelerinin bulunmasi art1 (+), bulunmamasi
eksi (-) isaretleri ile temsil edilir. Bu polimorfik odaklar yeniden diizenlenmis
yapilanma (recombination), duplikasyon ve gen doOniisimii (gene conversion)
iglergelerinin iirlinii olduklarindan, haplotip ¢alismalar ile elde edilen sonuglar, gensel
koken arastirmalarinda oldukca degerli veriler olarak kabul edilmektedir. Bu verilerin

degerlendirilmesi ve anlamli hale getirilmesi, aile calismalari ve istatistik tabanl
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yazilimlar ile miimkiin olmaktadir. Arlequin (ver 3.5) yazilimi, bu amaca yonelik
olarak gelistirilmistir ve popiilasyon genetigi verilerinin islenmesinde kullanilmaktadir
(Excoffier, Laval ve Schneider 2006).

2007 yilinda gergeklestirilen yiiksek lisans tez calismasinda Denizli yoresinde Hb D-
Los Angeles mutasyonu ile iligkili haplotipin belirlenmesi amaci ile bu yazilimdan
yararlanilmistir. Bu tez c¢alismasinda, Denizli yoresinde Hb D-Los Angeles
[B121(GH4)Glu—GIn] mutasyonu tasiyan ve normal bireylere ait, beta-globin gen
ailesi icerisindeki €-globin, Gy/Ay-globin, yB-globin, &-globin ve B-globin genleri
tizerinde bulunan toplam yedi enzim kesim bdlgesi i¢cin bes adet restriksiyon enzimi
kullanilarak haplotip analizi sonuglar1 elde edilmistir (Sekil 2.6, Tablo 2.4) (YL Tezi
Oztiirk vd 2007, Oztiirk vd 2007, Atalay vd 2007).

5 3
[ 3kh| 11.5 kb 41=:b|
+ * b | — | * = |
Hinc IT Hind IO Hinc T Avall Hinfl

Sekil 2.6 Beta globin gen ailesi ve haplotiplemede kullanilan 7 odak. Enzim kesim
bolgesi (1) (Chen 1990, Currat vd 2002).

Tablo 2.4 Hb D-Los Angeles ve normal olgulara ait haplotip analizi sonuglan ile
literatiir haplotip ¢esitleri (Oztiirk vd 2007, Atalay vd 2007)

Hb D-Los Angeles mutasyonlu olgular Normal olgular
Nao: Hap lo tip Yo No: H ap lotip %o
1 I 346 l === =4 26.6
2 -+ 4+ 4 2938 2 -+ e+ttt 14.6
3 + == === + 12.5 3 === + - 12.5
4 + == ==+ - 6.5 4 Ik S 6.2
Haplotp Cesitleri
. 5'-g Gy Ay S -ywp 3-yp S-B I-p
Haplot  yie 11 Hind 111 Hind 111 Hinc 11 Hinc 11 Ava Il Hinf I
I + - - - - + +
11 - + - + +
11 - - + + -
‘.. + - - - - + -
VIl + - - - - - +
VIII . + . + . + .

IX - + = + + + +
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Bu sonuglara gore Denizli yoresindeki Hb D-Los Angeles olgulart ve normal
bireylere ait haplotip sikliklarinin sirasi ile % 34,6 ve % 26,6 oranlarina sahip bicimde
Akdeniz kusagi haplotip I [+ - - - - + +] ile iliskili oldugu saptanmistir. Bununla beraber,
Tablo 2.4’ de ikinci sirada % 29,8 siklikla yer alan [- + + - + + +] Tayland tipi haplotip
ve iciincti sirada % 12,5 siklikla [+ - - - - - +] Haplotip VII olmak iizere Denizli
yoresinin Hb D-Los Angeles mutasyonu ile iliskili haplotip tiirleri tanimlanmistir.
Diinyada anormal hemoglobinlerin kokeni ve haplotip cesitliligi ile ilgili yapilan
caligmalarda, bu anormal hemoglobinlerin Asya ve Afrika gibi bir merkezden, goc
yollar1 ile iliskilendirilerek yayildigi varsayimi iizerinde durulmaktadir. Ancak
yoremizdeki Hb D-Los Angeles ve haplotip cesitliligini konu alan yiiksek lisans tez
caligmasinda elde edilen veriler dogrultusunda, normal popiilasyonda ilk sirada yer alan
Akdeniz kusagi haplotip I [+ - - - - + +]” in ayn1 zamanda Hb D-Los Angeles mutasyonu
tasiyan popiilasyonda da ilk sirada yer almasi, bu mutasyonun yerel haplotip olan
Akdeniz kusagi haplotip I [+ - - - - + +] lizerinde islergesi heniiz bilinmeyen bir sekilde
gelistigini diisiinmemize sebep olmaktadir Buna ek olarak aym1 Hb D-Los Angeles
mutasyonunun diinyada bildirilen Tayland [- + + - + + +] ve Tirk [- + - - + + +] tipi
gibi iki farkli gensel kokeni gosteren haplotipler ile iliskili olmasi, bu mutasyonun
gocler ile yayildigi varsayiminin tartismali olarak kaldigini gostermektedir (Oztiirk vd
2007, Atalay vd 2007). Doktora tez ¢alismamizda Denizli yoresindeki normal ve Hb D-
Los Angeles mutasyonu tasiyicisi bireylere ait beta globin gen ailesi haplotipleri ile beta
geni framework analizi verilerinin istatistiksel olarak karsilastirllmasinin yapilmasi

amaclanmaktadir.

2.3.3 Beta Geni ve Framework Kavram

1982 yilinda Orkin ve Antonarakis tarafindan yaymnlanan caligmalarda beta geni
icerisindeki 5 adet tek niikleotid polimorfizm (SNP; Single Nucleotid Polymorphism)
odag referans alinarak ‘‘Framework’’ adi ile ifade edilen bir ‘‘beta geni polimorfizm
mikro-haplotip dizisi’’ tanimlanmistir. Yayinlanan bu ¢alismalarda bildirilen framework
cesitleri 4 ana grup icerisinde sunulmaktadir (bkz. Tablo 2.5). Bu gruplara gore, FW1
(framework 1) ve FW2 diinya capinda yaygin olarak bulunmaktadir, FW3 Afrika,
Avrupa ve Bat1 Asya popiilasyonlarinda yaygin olarak goriilmektedir, FW3A ise Dogu

Asya popiilasyonlarinda yaygindir. Framework dizisini belirlemek icin 5 SNP odagini
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iceren beta geninin dizi analizi yapilmaktadir. Uygun primerler kullanilarak ilk SNP
odagi, beta geni 1. ekzonda yer alan 2. kodonun 3. niikleotidi DNA dizi analizi yontemi
ile incelenerek belirlenmektedir (Sekil 2.7). Diger 4 SNP odagi (nt.16, nt.74, nt.81,
nt.666) beta geninin 2. intronunda yer almaktadir (Orkin vd 1982, Antonarakis vd
1982). Aym1 kromozom iizerinde birbirine ¢ok yakin yerlesimli genlerin ya da
polimorfik odaklarin mayoz sirasinda parca degisimine ugramasi (crossing over) ve
birbirinden bagimsiz olarak bir sonraki kusaga kalitilmasi diisiik olasilik olarak ifade
edilmektedir. Boylelikle birbirine yakin yerlesimli genler ve iliskili polimorfizmler ile
mutasyonlar kusaklar boyunca bir arada kalitilmaktadirlar. Bu 6zellik yeni yapilanmalar
(rekombinant iiriinler) ortaya ¢ikmasini engellemektedir. Bu olaya baglanti (/inkage) ad1
verilir (Akarsu 2006). Tez ¢alismamizda da beta geni igerisinde yer alan Hb D-Los
mutasyonu ile framework odaklar1 arasindaki olasi iligkilerin istatistiksel yazilim

programi kullanilarak arastirilmas: amaclanmaktadir.

Tablo 2.5 Beta geni framework siiflandirmasi (Orkin, Antonarakis vd 1982).

Codon 2 IVS II
nt. 3 nt. 16 nt. 74 nt. 81 nt. 666
FW 1 C C G C T
FW 2 C C T C T
FW 3A T G T C C
FW 3 T G T T C
Beta geni intron intron

—{ea [ e [ [em—
l ll,l, ,l, — Cd 121G>C

Cd 2t 016 nt™4 w8l ntGee fhD-Tos Angeles

Sekil 2.7 Beta geni iizerinde framework polimorfik odaklarinin ve Hb D-Los Angeles
mutasyonunun yerlesimi.
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2.3.4 Hb D-Los Angeles

D-Punjab, D-Nort Carolina, D-Portugal, D-Chicago, D-Neath ve Oak Ridge isimleri
ile de bilinen Hb D-Los Angeles mutasyonu, beta zinciri kodon 121°de G>C baz yer
degistirmesi ile glutamik asit yerine glutamin gelmesi sonucu olusan amino asit
fakliligindan kaynaklanmaktadir. Hb D-Los Angeles ilk olarak Itano tarafindan 1951
yilinda beyaz Amerikan ailesinde tespit edilmis ve bu adi almistir (Itano 1956). 1964
yilinda molekiilsel yapisi tanimlanmig ve giiniimiize kadar Hb D ailesinin 21 farkli
tiyesi bildirilmistir (Tablo 2.6). Hb D ailesi iiyelerinin bazilar1 ayn1 amino asit
degisikliginin farkli bolgesel isimlerle tanimlanmasini ifade etse de temelde 9 farkhi

tiyesi bulunmaktadir (Welch ve Bateman 1993).

Tablo 2.6 Hb D Ailesi Cesitliligi (Welch 1993)

Amino asit Cesitliligi Hb Adi

B 16(A13) Gly—Arg D-Bushman

B 19(B1) Asn—Lys  D-Ouled Rabah

B 22(B4) Glu—GIn  D-Iran

Glu—Val D-Granada

B 87(F3) Thr—Lys  D-Ibadan

B 121(GH4) Glu—Val D-Camperdown
D-Beograd

B 121(GH4) Glu—Ala  D-Neath

Glu—GIn D-Los Angeles

D-Punjab
D-Chicago
D-Nort Carolina
D-Portugal
D-Oak Ridge

a 68 (E17) Asn—Lys D-Baltimore
D-St. Louis
D-Washington
G-Philadelphia
Stanleyville-T
G-Bristol
G-Knoxville-T
G-Azakuoli

Literatiirde Hb D-Los Angeles mutasyonunun gensel kokeni i¢in iki farkli varsayim
tartisilmaktadir. Bunlardan biri mutasyonun Akdeniz kusaginda bagimsiz olarak
olustugu digeri ise Hindistan ve kuzeybat1 Cin’ de yaygin oldugu 6ngoriilerek Asya gibi
bir merkezde olusup gogler ile diinyaya yayildig1 varsayimidir (Fioretti vd 1993). Vella

ve Lehmann (1974) bu mutasyonun Pers yada Mogol istilasinda askerler tarafindan
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Hindistan’ dan Iran ve Tiirkiye’ ye gelmis olabilecegini one siirmektedirler. Benzer
sekilde Hb D-Los Angeles mutasyonunun Fransiz, Portekiz ve Ingiliz somiirgeciligi
donemlerinde evlilikler aracilifi bu iilkelere gelmis olabilecegi ve gocler yolu ile
Amerika ile Kanada’ ya ulagsmis olabilecegi ifade edilmektedir (Lischka 1984). Lehman
ve Huntsman Hb D-Los Angeles mutasyonunun Mogolistan kokenli bir anormal
hemoglobin olabilecegini ileri siirmektedirler. Bu varsayim test etmek i¢in yapilan 7
ayri ¢alismada Uygur ve Kazak popiilasyonlarinda bu mutasyonun goriilme sikliligi cok
diisiik oldugu bildirilmektedir. Bu durum Hb D-Los Angeles mutasyonun Mogol
popiilasyonlarindan kdken almadigini acik bir sekilde desteklemektedir (Li vd 1986).
Diinya capinda yapilan ¢alismalarda Hb D-Los Angeles Brezilya (Zago 1988), Rusya
(Tokarev 1982), Iran (Rahimi 2006), Amerika (Rahbar 1983), Sardunya (Masala 1992),
Italya (Marinucci 1982), Macaristan (Szelenyi 1983), Avusturya (Lischka 1984), Cin
(Li 1986), Belcika (Husquinet 1986), Japonya (Harano 1987), Tayland (Fuchaoren
2002), Bosnahersek (Efremov 1982) ve Birlesik Arap Emirlikleri (El-kalla 1997) gibi
tilkelerde tespit edilmistir.

Hb D Los Angeles klinik olarak belirti vermeyen bir anormal hemoglobin tiiriidiir.
Daha once belirtildigi tizere, Hb D-Los Angeles Denizli yoresinde gbzlenen anormal
hemoglobin tiirleri i¢inde % 57,8 siklik ile ilk sirada yer almaktadir. Ayn1 zamanda,
Denizli yoresinde yapilan calismada Hb D-Los Angeles [B121(GH4)Glu—Gln]
olgularina 6zgii beta globin haplotiplerine ait, yeni bir haplotip cesidi bildirilmistir
(Atalay vd 2007).

Hb D-Los Angeles’in ayiric1 tamist ilk olarak kromotografik ve elektroforetik
ozelliklerinden yararlanarak iyon degistirici kolon kromatografisi ve hemoglobin
elektroforezi teknikleri kullanilarak yapilmistir. Protein diizeyinde yapilan bu
tetkiklerden sonra gen diizeyinde, PCR iiriiniiniin restriksiyon enzim analizi teknigi
kullanilmistir. Normal beta globin geninin 121. kodonu GAA, 122. kodonu ise TTC baz
dizisine sahiptir. Hb D-Los Angeles mutasyonunda 121. kodon CAA, 122. kodon ise
TTC niikleotid dizilimi gostermektedir. Gen diizeyinde yapilan bu analiz icin, cift
iplikli DNA (dsDNA-double stranded) iizerinde yer alan 5-GAATTC-3' dizisini
tantyarak kesen, EcoRI restriksiyon endoniikleaz kullanilmaktadir. Sekil 2.8 de
gosterildigi gibi mutasyon tasiyicisi bireylerde, PCR yontemi ile cogaltilan ilgili allele

0zgii PCR iiriinii EcoRI enzimi tarafindan kesilememektedir.
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5. GLAATTC- 3’
3’- CTTAATG- &’
M : Marker [ S0bg DMA Ladder Plus)
1,3,5,7 : Mormal PCR Grdnd (861 bg)
4 : Mormal PCR drdndnin enzim kesimi (332 bg, 309 bg)
2,6,8 :Hb D Los Angeles enzim kesimi 861 bg 552 be, 309 be)

M 1 2 3 4EEEREIETERE

Sekil 2.8 Hb D-Los Angeles EcoRI enzim kesimi (Ustel 2006)

2.4 Arlequin; Istatistik Tabanh Yazilim ve Istatistiksel Kavramlar

Arlequin yazilimi haplotip veya genotip verilerini, biinyesinde bulunan temel
istatistik yontemleri kullanarak analiz edebilmektedir. S6z konusu yazilim ile DNA dizi,
RFLP, DNA mikrodizinler, standart ve allel sikligi gibi verilerin analizi
gerceklestirilmektedir (Excoffier and Heckel 2006, Manual Arlequin ver 3.5 2011).
Calismamizda beta geni dizi analizinden elde edilen veriler ile beta globin gen ailesi
haplotip verilerinin istatistiksel analizleri Arlequin (ver 3.5) yazilimi kullamilarak
yapilmistir. Arlequin yazilimi populasyon genetigi verilerinin islenmesinde arastiricilar
tarafindan oldukc¢a sik kullanilmaktadir (Weir 2006). Arlequin yaziliminda yer alan
istatistiksel analiz yontemleri popiilasyon i¢i ve popiilasyonlar arasi olmak iizere iki ana
kategoride toplanmaktadir. Popiilasyon i¢i yontemler ile elde edilen istatistiksel bilgi
diger popiilasyonlardan bagimsiz hesaplanmaktadir (bkz. Tablo 2.7). Popiilasyonlar
arast yontemler ile elde edilen istatistiksel bilgi ise popiilasyonlar karsilastirilarak
belirlenmektedir (bkz. Tablo 2.8). Arlequin yazilimi, beklenen maksimumlama (ML,
Maximum-Likelihood) yontemi ile maksimum olabilirlik (EM, Expectation
Maximization) algoritmasini  kullanarak framework ve haplotip sikliklarini
hesaplayabilmektedir. ML (Maximum-Likelihood) yontemi gensel koken arastirmalari
icin oldukga iyi bir degerlendirme olanag saglar (Weir vd 2006). Arlequin (ver 3.5)
yaziliminda EM algoritmasinin ¢alisma ilkesi baslica dort adimda incelenebilmektedir.
Ik adimda, program framework ve haplotip frekanslarmi rasgele degerlendirmekte,
ikinci adimda ise bu verileri kullanip Hardy-Weinberg esitligine dayali olarak her
fenotip icin beklenen genotip sikliklarin1 hesaplamaktadir. Uciincii adimda, yeni olusan
framework ve haplotip ile genotip sikliklar1 karsilagtirir, son adim olan dordiincii
adimda ise epsilon degerini, Onceden tanimlanmis degerle karsilastirarak sikliklar

dengeye ulasincaya kadar ikinci ve iiclincii adimlar tekrarlar.
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Bu uygulama ile elde edilen framework ve haplotipleme sonuglar1 ile Hb D-Los
Angeles mutasyonu tasiyan allel arasindaki iligki belirlenebilmektedir. Arlequin
yazilimi gensel c¢esitlilik incelemeleri, F-istatistigi ve popiilasyonlar arasi gensel
iliskiler, baglant1 dengesizligi (LD, Linkage Disequilibrium) ve popiilasyon ici cesitlilik,
coklu genotiplere ait gametik faz degerlendirmeleri, niifus dagilimlart ve yayginlk
testleri, Hardy-Weinberg kesin testi, molekiilsel cesitlilik analizi (AMOVA) gibi
ilgilendiren bir¢cok konuda veri

popiilasyon genetigini degerlendirme olanagi

saglamaktadir (Excoffier ve Heckel 2006).

Tablo 2.7 Arlequin yazilimi ile gerceklestirilebilen popiilasyon ici istatistiksel analiz

yontemleri (Manual Arlequin ver 3.5, 2011).

Popiilasyon ici yontem

Kisa Tanim

Polimorfik site sayis1 ve gen cesitliligi gibi

Standart endeksler bazi cesitlilik olgiimleri.
Niikleotid  cesitliligi ve  popiilasyon
Molekiilsel cesitlilik parametresi olan Teta (0) degerinin farkli

formlarini hesaplar.

Uyumsuzluk (Mismatch) dagilimi

Haplotipler  arasindaki  ikili  (pairwise)
farkliliklarin ~ dagilimindan, popiilasyonun
niifussal ve mekansal genisleme

parametrelerini belirler.

Maximum Likelihood (ML) yontemi ile

Gametik faz tahmini

Haplotip frekans1 tahmini popiilasyon  icinde  bulunan  haplotip
sikliklarin belirler.
Pseudo-Bayesian  yaklagimimi  kullanarak,

coklu-lokus genotiplerinin en olas1 gametik
fazinm belirler (ELB algoritmasi).

Baglant1 dengesizligi (LD)

Farkl1 lokuslardaki allellerin rastgele-olmayan
baglantilarini test eder.

Hardy-Weinberg dengesi

Diploid bireylerde allellerin rastgele olmayan
baglantilarini test eder.

Tajima’ nin tarafsizlik testi (sonsuz site
modeli)

Sonsuz site modeli altinda DNA dizileri ve
RFLP haplotiplerinin rastgele drneklem secici
tarafsizlik testidir.

Fu' nun F'S tarafsizlik testi (sonsuz site
modeli)

Sonsuz site modeli altinda DNA dizileri ve
RFLP haplotiplerinin rastgele érneklem secici
tarafsizlik testidir.

Ewens-Watterson tarafsizlik testi
(sonsuz allel modeli)

Sonsuz site modeli altinda Ewens 6rnekleme
teorisi tabanli segici tarafsizlik testidir.

Chakraborty’ nin birlestirme testi
(sonsuz allel modeli)

Secici tarafsizlik ve popiilasyon homojenligi
testidir. Bu test homojenligin siipheli oldugu
durumlarda uygulanir.

Minimum yayilim ag1 (Minimum
Spanning Network; MSN)

Haplotipler arasinda Minimum yayilim agaci
(Minimum Spanning Tree; MST) ve MSN
hesaplar. Bu test AMOVA ile birlikte farkli
popiilasyonlardaki haplotiplerin baglantilarim
belirlemek i¢in de kullanilabilir.
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Tablo 2.8 Arlequin yazilimi ile gerceklestirilebilen popiilasyonlar arasi istatistiksel
analiz yontemleri (Manual Arlequin ver 3.5, 2011).

Popiilasyonlar arasi yontem Kisa Tamim

Popiilasyonlar arasinda ortak olan Haplotip iceriklerine gére 6rneklerin

haplotiplerin belirleme popiilasyonlar arasi karsilagtirmasini yapar.

AMOVA Populz.l.syonlarl.n g§nse1 ygpllarl izerinde
molekiilsel cesitlilik analizi yapar.

ikili gensel uzakliklar Kisa siire igerisinde gerceklesmis gensel

cesitlenmeler icin Fgr tabanli gensel mesafe
analizi testidir.

Panmixia hipotezi altinda popiilasyonlar
icindeki haplotiplerin rastgele olmayan
dagilimlarini test eder.

Olasi allel sikliklar ile popiilasyonlardaki
bireylerin genotiplerini belirler.

FST dagilimi incelenmesi ile secilime ugrayan
lokuslar1 ve ‘‘hierarchical island model”’
altinda heterozigotlugu belirler.

(Pairwise genetic distances)

Popiilasyon farklilagsma kesin testi
(Exact test of population differentiation)

Genotip belirleme testi

F-istatistigi ile secilime ugrayan
lokuslar1 belirleme

2.4.1 Hardy-Weinberg Esitligi

1910 yilinda Ingiliz matematik¢i George Hardy ve Alman fizik¢i Wilhelm Weinberg
bir popiilasyonda bir genotip frekans oraninin jenerasyondan jenerasyona degismeden
kaldigin1 saptayarak popiilasyon genetiginin temel kuralimi tespit etmislerdir. Hardy-
Weinberg prensibi bazi basit varsayimlar altinda bir popiilasyondaki genotip ve allel
sikliklarinin ne olacagim gosterir. Bu varsayimlar gercek popiilasyonlarin karsilastigi
bir¢cok karmasik durumun bulunmadig ideal bir popiilasyonu belirlemektedir;

- Biitlin genotipler esit hayatta kalma oranina ve lireme basarisina sahiptir. Yani hi¢ bir
secilim yoktur.

- Yeni allel olusturacak ya da mevcut bir alleli digerine doniistirecek mutasyonlar
bulunmaz.

- Popiilasyonun i¢ine veya i¢inden disina hicbir go¢ yoktur.

Popiilasyon sinirsiz bir genislige sahiptir. Bir baska ifade ile, bu popiilasyon
ornekleme hatalarinin ve diger rastgele etkilerin goz ardi edilebilecegi kadar biiyiik bir
popiilasyondur.

Hardy-Weinberg kanununa gore yukaridaki varsayimlara uygun popiilasyon
asagidaki ozelliklere sahiptir;

- Bir popiilasyondaki allel frekanslar1 nesilden nesile degismemektedir.
- Bir nesil siiren rastgele eslesmenin ardindan genotip frekanslari allel frekanslarindan

tahmin edilebilmektedir
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Denge test edilirken oncelikle genotip frekanslar1 hesaplanmalidir. Daha sonra genotip
frekanslarindan allel frekanslar1 hesaplanir. Son olarak hesaplanan allel frekanslar
kullanilarak genotip frekanslar1 tahmin edilir. Hardy-Weinberg kanununa gore genotip
frekanslarinin p*+2pq+q” =1 denklemine uymasi beklenir. Aksi takdirde varsayimlardan
biri veya bir kac1 bu popiilasyon i¢in gegersizdir (Klug ve Cummings, 2002).

Olgiilen degerler ile beklenen degerler arasinda gercek bir fark olmadigi kabul
edilerek “sifir hipotezi” (Hp) kurulur. Arlequin yaziliminda sifir hipotezi, genotipik
siklalar beklenen degerde oldugunu ve nesilden nesile degismeyecegini ifade
etmektedir. Alternatif hipotez (H;) ise, beklenen deger ile gozlenen deger arasinda fark
oldugunu ifade etmektedir. Bu hipotezi test etmek icin istatistiksel analizler kullanilir.
Buna dayanarak sifir hipotezi ya reddedilir ya da reddedilemez. Eger reddedilmisse
beklenen orandan sapma sadece sansa baglanmaz. Bu sapmanin sebebi gen akisi, dogal
secilim, gensel siiriiklenme veya rastgele olmayan ciftlesme olabilmektedir (Slatkin
1995). Dolayisiyla istatistiksel analizler, gozlenen verilerin tahmin edilen ya da
beklenene ne kadar iyi uydugunu, ondan ne kadar farklilik gosterdigini incelememiz
icin matematiksel bir temel olusturur. Bu teste uyumun mitkemmelligi (Goodness of fit)
ad1 verilir. Sifir hipotezinin miikemmellik uyumuna karar vermek icin gelistirilen en
basit istatistiksel testlerden biri Ki-kare (}2) analizidir. Bu sebeple Arlequin istatistiksel
yazilim programinda gozlenen ve beklenen degerler arasindaki farkin onemli olup
olmadigini test etmek i¢cin Ki-kare istatistik analiz yontemi kullanilmaktadir (Manual

Arlequin ver 3.5, 2011).

2.4.2 AMOVA; Molekiilsel Cesitlilik Analizi

Arlequin yazilimi ile molekiilsel cesitlilik analizi yontemi kullanilarak haplotipler
arasinda baglanti ve MSN hesaplanmaktadir (bkz. Sekil 2.9). Haplotiplerin allel
icerikleri 1ile birlikte siklik bilgisi kullanilarak gensel yapi indislerinin tahmini
yapilmaktadir (Excoffier vd 1992). Gensel yapinin olas1 farkli guruplar (bireyler icinde,
popiilasyonlar icinde, popiilasyon gruplar1 iginde ve gruplar arasinda) ile iliskili
kovaryans bilesenlerinin anlamliligi parametrik olmayan permutasyon yoOntemleri

kullanilarak test edilmektedir (Excoffier vd 1992).
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Sekil 2.9 Arlequin istatistiksel yazilim programi AMOVA kontrol paneli

Calismamizda Arlequin (ver 3.5) ile amova yontemi icerisinde yer alan F-istatistigi
testleri gerceklestirilmistir. Popiilasyon ya da popiilayonlar arasi gensel cesitliligin
seviyesini belirlemek icin kullanilan F-istatistigi fiksasyon indeksleri (Fis, Fst, Fir)
1951 yilinda Weir tarafindan yayimlanmistir (Weir vd 1984).

Fis (Alt popiilasyon bireyleri arasi ¢iftlesme); Analiz sonuclarina gore Fis degerinin alt
ve iist sinirlar1 0-1 araliginda degismektedir. Fis degerinin sifira yaklagsmasi p-degerine
bagl olarak heterozigotlugun arttigini yani rastgele ¢iftlesme (random mating) olayinin
varligini, bire yaklasmasi ise heterozigotlugun azaldigini yani popiilasyon i¢i secilimli
ciftlesme (inbreeding) olaymnin varligimi ifade etmektedir. (0; random mating — 1;
inbreeding). Analiz sonucuna gore p < 0,05 ise popiilasyonun Hardy-Weinberg
dengesinden (HWE) saptig1 yorumu yapilmaktadir. Eger p > 0,05 ise popiilasyon Hardy
Weinberg dengesindedir. Fis degerine gore popiilasyonun Hardy-Weinberg dengesinde
olmas1 popiilasyon icin genotipik sikliklarin ortaya cikisinda, haplotip cesitlerinin ve
frekanslarinin nesilden nesile degismeyecegi sonucunu dogurmaktadir.

Fir ( Tiim popiilasyon bireyleri arasi ¢iftlesme); Analiz sonuglarina gore Fir degerinin

alt ve st smrlannt 0-1 araliginda degismektedir. Fir degerinin sifira yaklagmasi p-
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degerine bagli olarak popiilasyonun Hardy-Weinberg dengesinde oldugunu yani rastgele
ciftlesme olaymin varligini, bire yaklagmasi ise gensel siiriikklenme ve secilimli
ciftlesme olaymnin varligini ifade etmektedir (0; HWE — 1;genetic drift and inbreeding).
Analiz sonucuna gore p < 0,05 ise popiilasyonun Hardy-Weinberg dengesinden (HWE)
saptigi yorumu yapilmaktadir. Eger p > 0,05 ise popiilasyon Hardy Weinberg
dengesindedir.

Fsr ( Alt popiilasyonlar arasi toplam gensel cesitlilik Olciitii); Analiz sonuglarina gore
Fsr degeri 0-1 araliginda degismektedir. Fsr popiilasyonlar arasindaki gen akisini (gene
flow) ve gensel benzerligi Ol¢mektedir. Popiilasyonlar gensel olarak birbirinden
farklilasmis ve aralarinda gen akist yok ise Fsr degeri bire yakin olarak
hesaplanmaktadir. Popiilasyonlar arasinda gen akisi var ise allel sikliklar1 ve
kompozisyonlar1 birbirine ¢ok benzerdir ve Fsr degeri sifira yakin olarak hesaplanir
(Silva vd 2008).

* Fs1 < 0.05; Fst degeri 0.05° e kadar ihmal edilebilir gensel farkliligi ifade etmektedir.
Bu durum karsilastirilan alt popiilasyonlarin gensel olarak cok benzer ve aralarinda
yiiksek gen akisinin oldugunu gostermektedir.

e Fst > 0.25; Fsr degeri 0.25° den biiyiik olmasi alt popiilasyonlar arasindaki gensel
farkliligin ¢cok fazla oldugunu ve diisiik gen akisini ifade etmektedir.

Hesaplanan Fgsr degeri popiilasyonlar arasindaki gensel farklilik oraninin yiizdesini
vermektedir. Hamrick and Loveless’ e (1986) gore akrabalik dis1 ciftlesen
populasyonlarin ortak ozelligi populasyon ici yiiksek degerde gensel cesitlilik ve
populasyonlar arasi diisiik degerde gensel farklilik (Fst) olmasidir. Gen akist arttiginda
populasyonlar arasi farklilik azalir (Silva vd 2008).

Fsr ayn1 zamanda gen akis1 parametresinin (Nm) hesaplanmasinda kullanilmaktadir
(Sekil 2.10). Bu parametre gensel uzakligin belirlenmesi acisindan oldukca yararli ve
giivenilir bilgiler saglamaktadir (Crow ve Aoki 1984). Eger Nm degeri 1.0’ dan biiyiik
ise gensel siiriiklenmeden (genetic drift) kaynaklanan popiilasyonlar aras1 farklilagmay1

engelleyecek kadar yeterli gen akis1 gerceklesmektedir (Slatkin ve Barton 1989).

2

Nm =) =—|-1]  a=|
4’|\ Fy, (n-1)

Sekil 2.10 Gen akis1 parametresi, Nm; Jenerasyon basina gog¢ sayisi, n; popiilasyon
sayis1 (Silva 2008).
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2.4.3 Baglant1 Dengesizligi; Linkage Disequilibrium (LD)

Aynmi kromozom iizerinde birbirine ¢ok yakin yerlesimli genlerin ya da polimorfik
odaklarin mayoz sirasinda parca degisimine ugramasi (crossing over) ve birbirinden
bagimsiz olarak bir sonraki kusaga kalitilmasi ¢ok zordur. Boylelikle birbirine yakin
yerlesimli genler ve polimorfik odaklar kusaklar boyunca bir arada kalitilirlar ve yeni
haplotipler (rekombinant {iriinler) ortaya ¢cikmamaktadir. Bu olaya baglant1 (linkage) ad1
verilir. Baglanti dengesizligi (LD) ayn1 kromozom iizerinde ya da farkli iki kromozom
tizerinde yer alan iki ya da daha fazla lokustaki allellerin rastlantisal olmayan
baglantilaridir (Akarsu 2006). Belirli lokuslardaki polimorfizimlerin rastgele olmayan
sekilde birliktelikleri onlarin baglanti dengesizligi (LD) ile ol¢iiliir. Baglanti
dengesizligi kavraminda tiim bireylerde aym allel ya da ayni haplotipin secilmesi
durumu aranmaktadir. Dogal secim yoluyla siklig1 artan bir gen, barindirdig1 ve baglanti
halinde bulundugu polimorfik odaklarin da sikligin1 arttirir. Bu sayede genlerin evrimsel
gecmisleri ve dogal secimin tarih boyunca onlara nasil davrandigi belirlenebilmektedir.
Bu tip bir calismayr yapabilmek i¢in aday oldugu diisiiniilen bir gene ve bu genin
icindeki SNP dagiliminin bilinmesine ihtiya¢ vardir. Toplum tabanli caligmalarda
polimorfik odaklar tizerinden LD testi gerceklestirilmesine yonelik zorluk hangi allelin
hangi ebeveynden kalitildiginin  bilinmemesinden  kaynaklanmaktadir.  Aile
calismalarinda oldugu kadar rahatlikla haplotip olusturulamadigr i¢in tahmini
haplotipler iizerinden en olas1 haplotip bulunmaya calisilir ve daha sonra bu haplotipin
ilgili nitelik ile iliskisinin anlaml1 olup olmadig istatistiksel olarak test edilir (Ardlie vd
2002, Bansal vd 2003). Istatistiksel hesaplamalarda Maksimum olabilirlige dayali
algoritmalar (Expectation Maximization (EM) algoritmast) ile ML (Maximum-
Likelihood) yontemini biinyesinde bulunduran Arlequin yazilimi bu istatistiksel baglanti
analizini gerceklestirebilmektedir (bkz. Sekil 2.11). Arlequin yaziliminda LD
sonuglarinin istatistiksel olarak anlamliliginin belirlenmesi i¢in Ki-Kare test istatistigi
kullanilmaktadir. Ki-Kare testi ‘‘iki lokus arasinda LD vardir’” seklinde kurulan Hy
hipotezinin reddedilip edilemeyecegine karar verilmektedir. Istatistiksel olarak P < 0.05
sartt saglandiginda Hy hipotezi kabul edilir. Sifir (Hp) hipotezinin kabul edilmesi,
degiskenlerin birbirinden bagimsiz olmadigi, diger bir ifadeyle, deg8iskenler arasinda

baglant1 bulundugu anlamini tasimaktadir.
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Sekil 2.11 Arlequin istatistiksel yazilim programi LD kontrol paneli

2.4.4 Uyumsuzluk (Mismatch) Dagilim Analizi

Mismatch analizi popiilasyon i¢i haplotip ciftleri arasindaki gozlenen farkliliklarin
dagiliminm1 hesaplamaktadir (bkz. Sekil 2.12). Popiilasyon niifussal dengede oldugunda
bu dagilim ¢cok modlu (multimodal) bir grafik olarak ortaya ¢ikmaktadir. Niifusu iistel
olarak artan popiilasyonlar icin ise mismatch analizi sonucunda diizgiin ve tek modlu
(unimodal) grafik ortaya ¢ikmaktadir. Mismatch dagilimi popiilasyonlarin tarihsel niifus
degisimleri ile ilgili olarak onemli bilgiler saglamaktadir (Slatkin ve Hudson 1991,
Rogers ve Harpending 1992). Mismatch analizi cercevesinde niifussal genisleme
parametreleri olarak 1, 0y, 0;, SSD, RI degerleri hesaplanmaktadir. 6y ve 0,
popiilasyonun niifus artisindan onceki ve sonraki biiyiikliik degerlerini ifade etmektedir.
Raggedness indeks (RI), p degeri ile birlikte mismatch dagiliminin uygunlugunu test
etmektedir. Sum of square deviations (SSD) ani popiilasyon yayilma modeli ile
mismatch dagilimin1 beklenen ve gozlenen degerler acisindan karsilastiran bir test

istatistigi olarak ifade edilmektedir (Schneider ve Excoffier 1999). Popiilasyonlar i¢in rg
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indekslerinin diisiik degerlerde ve SSD P-degerlerinin > 0.05 olmas1 bu popiilasyonlarin
niifussal olarak ortak ge¢cmise sahip oldugunu gostermektedir (Xiao vd 2011). SSD ve
rg indekslerinin p degerleri, Hp hipotezinin kabul edilip edilemeyecegini
gostermektedir. Dolayisiyla bu istatistiksel analiz, gézlenen verilerin tahmin edilen ya
da beklenene ne kadar iyi uydugunu, ondan ne kadar farklilik gosterdigini incelememiz
icin matematiksel bir temel olusturur. Bu teste uyumun miikemmelligi (Goodness of fit)
adi1 verilmektedir. Sifir hipotezinin miikemmellik uyumuna karar vermek igin
gelistirilen istatistiksel testlerden biri Ki-kare (¥2) analizidir. Bu sebeple Arlequin
yaziliminda, gozlenen ve beklenen degerler arasindaki farkin 6nemli olup olmadigini
test etmek i¢in Ki-kare istatistik analiz yontemi kullanilmaktadir. Hy hipotezi dagilimin
tek modlu oldugunu ifade etmektedir. Buna gore P > 0,05 oldugunda Hy hipotezi kabul
edilir ve dagilim tek modludur denir. Bu sonug popiilasyonlar arasindaki gozlenen ikili
cesitlilik dagiliminin, ani popiilasyon yayilmasi modeli altindaki beklenen cesitlilikten
istatistiksel olarak onemli derecede farkli olmadigin1 gostermektedir. Ayrica tek modlu
dagilim, popiilasyon niifusunun herhangi bir kisitlama veya go¢ olay1 etkisi altinda
kalmadan iistel olarak diizgiin bir sekilde arttigin1 ifade etmektedir (Schneider ve
Excoffier 1999, Rogers 1995, Slatkin ve Hudson 1991, Rogers ve Harpending 1992).
Rogers tarafindan 1995 yilinda yayinlanan istatistiksel yonteme gore 0, = 2uNj, 6, =
2uN; ve t = 2ut (u; mutasyon orani) parametreleri modellenerek bu parametrelerin
giiven araliklar1 bildirilmistir. Bu modelde haplotipik veriler ile hesaplanan t (Tau;
mutasyonel zaman birimi) degerinden yola c¢ikilarak popiilasyonun olas1 yasi
belirlenebilmektedir. Calismada insan mitokondriyel niikleotid diverjans orani giiven
araligi milyon yilda %2 - %4 olarak ifade edilmektedir. %4 diverjans oranina karsilik
mutasyon orani u = 15x10™, %2 diverjans oranina karsilik mutasyon orani u = 7.5 x10™,
jenerasyon sayist 1/2u ve jenerasyon yast da her jenerasyon basina 25 yil olarak
bildirilmektedir. Bu veriler ile zaman parametresi i¢in giiven araligi 8333 — 16666 yil
olarak hesaplanmaktadir. Bu zaman parametresinin istatistiksel olarak hesaplanan tau
degeri ile carpimi incelenen gen bolgesi lizerinden, popiilasyonun ilk niifus
biiytikliiglinden son niifus biiyiikliigiine ulasincaya kadar gecen zamani yaklasik olarak

ifade etmektedir (Rogers 1995).
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Sekil 2.12 Arlequin istatistiksel yazilim programi Mismatch Dagilim1 kontrol paneli
2.4.5 Molekiilsel Cesitlilik Analizi indeksleri

Molekiilsel c¢esitlilik analizi indeksleri 0, 0w, 0(s), 0wy, O, m, k gibi simgeler ile
ifade edilmektedir (bkz. Sekil 2.13). Bu indekslerden 0; popiilasyon mutasyon
parametresi, iki lokus arasindaki olas1 rekombinasyon olaylarin1 uzakligin fonksiyonu
olarak tanimlamaktadir. Oy); gozlenen homozigotluktan (H) elde edilen teta tahmin
parametresidir ve gensel siiriiklenme ile mutasyon olaylarinin dengede bulundugu
popiilasyonlarda beklenen homozigotlugu tanimlamaktadir. 6s); gézlenen ayrik site (S)
sayisindan elde edilen teta tahmin parametresidir ve bir rekombinant olmayan DNA
ornegi icin ayrik site (S) sayisi, ornek biiyiikliigii (n) ve teta (0) ile sonsuz-site esitligi
arasindaki iliskiden hesaplanmaktadir (Watterson 1975). 0); gozlenen allel sayisindan
(k) elde edilen teta tahmin parametresidir ve beklenen allel sayis1 (k), 6rnek biiyiikligi
(n) ve teta (0) ile sonsuz-allel esitligi arasindaki iliskiden hesaplanmaktadir (Ewens
1972). O); ortalama cift fakliligr sayisindan (ya da her gen icin niikleotid ¢esitliligi) ()
elde edilen bir teta parametresidir ve ortalama cift farklilig1 (n), teta (0) ile sonsuz-site

esitligi arasindaki iliskiden hesaplanmaktadir (Schneider and Excoffier, 1999).
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Sekil 2.13 Arlequin istatistiksel yazilim programi Molekiilsel Cesitlilik Indeksleri
kontrol paneli

2.4.6 Tarafsizlik (Neutrality) Testleri

Calismamizda elde edilen verilere Tajima’ nin D ve Fu’ nun Fs tarafsizlik testleri
uygulanmustir (bkz. Sekil 2.14). Tajima D testi popiilasyon i¢indeki ayrik site sayist (S)
ve haplotipler arasinda ortalama c¢ift farkliliklar1 (m) tabanlh iki teta (0) popiilasyon
parametresini karsilastirmaktadir (Tajima 1989a, 1989b, 1993). Tajima D testi
popiilasyonlarin standart nétral modelden sapmasimi test etmektedir. Istatistiksel olarak
anlaml (P < 0.05) kabul edilen Tajima D degeri nétral modelde dogal secilim, niifussal
dalgalanmalar ve diger popiilasyon dengesi bozucu nedenler ile beklenen S ve =
parametrelerinin  de@ismesinden kaynaklanmaktadir. Istatistiksel olarak anlamli
olmayan (P > 0.05) Tajima D degeri ise, popiilasyonlarin nétral dengede oldugunu ifade
etmektedir. BOyle popiilasyonlarda nadir varyasyonlarin sayist her zaman diisiik
olmaktadir (Hasan vd 2008). Pozitif Tajima D degeri heterozigotlugun secilimli bir

avantaja sahip oldugunu, negatif Tajima D degeri ise belirli bir allelin diger allel
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arasinda secilimli bir avantaja sahip oldugunu ifade etmektedir. Ayrica negatif degerler
bir dis etki ile popiilasyonda hizli niifus artis1 oldugunu ifade etmektedir (Stephens
2001). Fu’ nun Fg testi niifussal genisleme hareketlerine olduk¢a duyarl bir test olarak
ifade edilmektedir (Fu 1997). Fu Fs testi popiilasyon ici segici tarafsizlik tabanli allel
sayist (k) olasiliklarimi kullanarak popiilasyon genislemesi siireclerine ve popiilasyon
dengesi degisimlerine duyarlilik gostermektedir. Istatistiksel olarak anlamli (P < 0.05)
kabul edilen negatif Fu test sonuglari incelenen popiilasyonlarin ortak niifussal

biiylimeye sahip ve ayn1 gen havuzuna ait olduklarini ifade etmektedir (Li 2009).
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F‘ru:uject] Structure Editor  Settinos l.&rlequin Cnnfiguration] Project Wizard] Import data]

Reset‘ Load ‘ Save ‘ Infinite allele model

ARLEQUIM SETTIMGE [v Ewensz-Watterson neutrality test

= ® Calculation settings Mo, of simulated zamples: | 1000
El @ Genetic structure
& AW OV
& Detecting loci under selection
® Population comparisons
® Population differentiation v Tajimats O
& Genaotype assignment

¥ Chakraborty's test of population amalgameation;

Infinite site madel

® Haplotype inference A
Il ® Linkage disequilibrium Mo. of simulated samples: 1000
& Hardy-Weinherg
& Pairwize linkage Haplotype definition
3 Mantel test (" Use original definition (* Infer from distance matrix

& Mismatch distribution
& holecular diversity indices
® Meutrality tests

General settings

Sekil 2.14 Arlequin istatistiksel yazilim programi Tarafsizlik Testleri kontrol paneli
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2.5 Modern insanmin Tarihsel Go¢ Yollar1 ve Go¢ Zamanlar:

Cografik ac¢idan, ortak goriis; Modern insan Afrika’ nin giineyinden tek bir rotadan
Kizildeniz bogazim gecerek ilk once Hint okyanusu kiyillarinda Bali’ ye oradan da
giineybati pasifikte Malenesya ve Avustralya’ ya gectigi, diger kolunun ise Amerika’ ya
ulastig1 yoniindedir. Bu goriis Afrika’ 1 olmayan gruplar ile Afrika’ I1 gruplar arasinda
RFLP tabanli populasyonlar arasi gensel uzakhik analizi calismalarn ile de
desteklenmektedir (bkz. Sekil 2.15). Afrika’ da bulunan en erken fosil kayd: 160.000 —
195.000 y1l oncesine tarihlenmektedir. Modern insanin afrikadan cikisi ile ilgili gensel,
klimatik ve arkeolojik bulgular bu gociin yaklasik 70.000 yil 6nce giiney rotasi
kullanilarak gerceklestigini gOstermektedir. Paleoantropoloji ve paleoklimatoloji
verileri 90.000 y1l 6nceki asir1 soguk iklim kosullari nedeniyle avrupaya levant bolge
(orta dogu) ve Tiirkiye iizerinden gecikmis (yaklasik 40.000 yil 6nce) bir goc rotasi
oldugunu desteklemektedir. Ayrica gensel calismalar Giiney Asya modern insan
popiilasyonunun  Avrupa popiilasyonunun erken donemini temsil ettigini
gostermektedir. Literatiirde yer alan bu bilgiler cografik ve topografik calismalarin
katkisin1 igceren yiiksek dogruluk oranina sahip soy agaci c¢alismalari, rekombinant
olmayan tekata (uniparental) (mtDNA ve NRY,; Y kromozom / rekombinant olmayan Y
kromozom)  analizleri, populasyon allellerinin yerine belirli allellerin izlenmesi
yontemi, popiilasyonlarin teknolojik gelisim siireclerinin izlenmesi, popiilasyonlarin
niifus yogunluk analizleri, globin genlerinde bulunan cografik olarak spesifik
mutasyonlarin incelenmesi ve izlenmesi ile detaylandirilarak desteklenmektedir

(Oppenheimer 2012, Currat ve Excoffier 2004, Petraglia 2010).



Modzrninsanin Orta Asya'dakiHs gruplann
(Homo Sapiens), Batida Avrupaile Doguda
Avrupaya girigi. Bering Bogazina gogll.
46.000 —50.000 20.000 —30.000 yil Bnce
yil Gnce

Birgrup HS Arap

yanmadasmn
j gineyinden

Hindistan'a

gogetti

Yaklagik 72.000

yil Gnce

Moderninsanin {HS})

Afrika kikeni,
150,000 —200.000 LevantBolge; GiineydoguAsyave Cin’
il Bnce HS grubununisrall — gayipoderninsanin, dogu
ve Misir'mn Hindistan Gizerinden gd i
kuzeyine gogi.
Vaklagik 120.000
il Gnce

Meodermn insanin Sibirya ve
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olan Bering bogazindan gegigi.
Yaklagik 15.000 yil 8nce
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kayianndan ipekyolu
izerindzn batrya
gogil. Yaklagk 40.000
yil énce
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Moderninsanin
buzul gagindan
once Amerika"ya
gogii. 15.000 —
19.000 yil Gnce

Modzrninsamin Sili* dzki
izleriyaklagik 12.500 il
fnce

Sekil 2.15 Modern insanin tarihsel go¢ yollari ve gb¢ zamanlart haritasi (Oppenheimer

2012)
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3. MATERYAL ve METOD

Tez ¢alismamizda kullanilan, Hb D-Los Angeles [B121(GH4)Glu—Gln] mutasyonu
tasiyan bireyler (40 adet) ile normal (59 adet) bireylere ait DNA ornekleri Pamukkale
Universitesi Tip Fakiiltesi, Biyofizik Anabilim Dali Hemoglobinopati DNA arsivinden
alinmustir. Hb D-Los Angeles mutasyonu tasiyan bireylerden kan alinirken, kendilerine
veya ebeveynlerine bilgilendirilmis onay formu verilerek yazili onaylari alinmaktadir.
Bilgilendirilmis onay formu ile yazili onaylar1 alinmis kisilerden elde edilen DNA
ornekleri, Biyofizik Anabilim Dali DNA arsivine anonim olarak konulmaktadir.
Calismamizda kullanilan normal ve Hb D-Los Angeles mutasyonu tasiyicisi bireylerin
beta geni, uygun primerler kullanilarak PCR yontemi ile ¢cogaltilmistir. Her bir 6rnek
icin beta geni niikleotid dizilerini temsil eden PCR iiriinlerinin BECKMAN
CEQ™8000 sisteminde DNA dizi analizi yapilarak sahip olduklar framework cesitleri
belirlenmistir. Sonraki agsamada ise her bir 6rnek i¢in belirlenen framework ¢esitlerinin
istatistiksel analizi yapilmistir. 2007 yilinda gerceklestirilen yiiksek lisans tez
caligmasinda ise, normal ve Hb D-Los Angeles mutasyonu tasiyicisi bireylere ait beta
globin gen ailesi icerisinde yer alan 7 adet polimorfik odagin bulundugu gen bolgeleri,
uygun primerler kullanilarak PCR yontemi ile cogaltilmistir. Elde edilen PCR
iriinlerinin, haplotip analizinin devam eden asamalarinda, sirasi ile enzim kesimi ve
haplotip cesitlerinin istatistiksel degerlendirme ¢alismalar1 yapilmistir (YL tezi; Oztiirk
2007).

Calismamizda kullanilan her bir 6rnegin genomik DNA izolasyonu, Hb D-Los
Angeles mutasyonunu igeren beta genindeki 5'-GAATTC-3" dizisinin uygun primerler
kullanilarak PCR yontemi ile ¢ogaltilmasi, bu mutasyonun EcoRI restriksiyon enzimi ve
dizi analizi yontemi ile gen diizeyinde tanmisinin yapilmasi islemleri daha ©nce

gerceklestirilmistir (YL tezi; Oztiirk 2007).



PAUTF-Biyofizik

EcoRl enzim kesimi
M : Marker-Strip (738 bg, 596 bg, 251 bg)
1 :(+/+), (552 bg, 309 bg), Normal érnek
2,3,4:(+/-), (861 bg, 552 bg, 309 bg), Hb D-Los
Angeles heterozigot drnek
37°C’de gece boyu bekletildi.

Sekil 3.1 EcoRI enzim kesimi ile beta globin geni kodon 121" deki Hb D-Los
Angeles (GAA—CAA) mutasyonunun saptanmasi (YL tezi; Oztiirk 2007).

55 ATCACTTTGGCAAA|[GAATTJACCC 3 ileri

CTTAAGTGGGS Geri
EcoRI Bélgesi

33TAGTGAAACCGTTT

SGAATTC 3 —» Normal dizi (Geri)

SGAATT(S)3 —— Heterozigot Hb D-Los Angeles mutasyonuna 6zgii dizi
f‘| 210 —
5 G A A ¥ =y or T

220

230
G C C A A A G T G

5 T3

I

Sekil 3.2 Heterozigot Hb D-Los Angeles mutasyonunun, geri primer kullanilarak
dizi analizi ile tanimlanmasi1.(S: G/C) (YL tezi; Oztiirk 2007).
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3.1 Framework Analizi

Beta genine 6zgii framework analizi icin, sekil 3.3 de verildigi gibi gen icerisindeki
5 adet tek niikleotid polimorfizm (SNP; Single Nucleotid Polymorphism) odag referans
alimarak ‘‘Framework’’ adi ile ifade edilen bir ‘‘beta geni polimorfizm mikro-haplotip
dizisi’’ tanimlanmaktadir. Bu odaklar, beta geni 1. ekzonda yer alan 2. kodon 3.
niikleotid ve beta geninin 2. intronunda yer alan 16., 74., 81. ve 666. niikleotid olarak
siralanmaktadir. Her bir ornek i¢in, bu odaklarin yer aldigi beta geni niikleotid dizileri
uygun primerler ile cogaltilmaktadir. PCR yontemi kullanilarak hazirlanan DNA
parcalarimin niikleotid dizilerindeki polimorfik odaklar DNA dizi analizi yapilarak

arastirilmagtir.

Intron Intron
| |

S'—-lmn TR _—

cd 2utd nt1o nt 74 8l nteus fhD-Tos Angeles

Beta geni

Sekil 3.3 Beta geni iizerinde framework polimorfik odaklarinin ve Hb D-Los Angeles
mutasyonunun yerlesimi.

3.1.1 ilgili Odaklarin PCR Yéntemi ile Cogaltilmasi

Beta geni icerisinde yer alan, 5 polimorfik odak incelenmek {izere, bolgelere 6zgii
uygun pirimer ciftleri kullanilarak PCR yontemi ile cogaltldi. Ilgili bolgelerin
cogaltilmast i¢in Tablo 3.1° de verilen 50 pl’ lik PCR karistmi hazirlandi. Bu PCR
karsimi icerisindeki, dizi analizi icin DNA pargalarimi ¢ogaltacak olan primer ciftleri

Tablo 3.2° de gosterilmistir (bkz. Sekil 3.4).

PCR yontemi ile ¢ogaltim islemi, sicaklik dongii cihaz1 (Technegene Thermo Cycler)
kullanilarak yapildi. Daha sonra, elde edilen PCR iiriinii, % 1’ lik agaroz jelde

yiiriitiilerek, jel goriintiileme cihazi ile goriintiilendi.
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Tablo 3.1 PCR karigimu.

PCR bilesenleri Tek tiip icin miktar Derisimler
DNA (0,03 pg/ul) 2l 0,06 ng/ 50 pl
Tampon (Buffer BIORON 10X) Sul 1X
dNTPuix (BIORON, 0,5 mM) Sul 0,05 mM
Mg (BIORON, 16 mM) Sul 1,6 mM
Primer I (10 pmol/ul) 2ul 20 pmol
Primer II (10 pmol/ul) 2ul 20 pmol
Tag DNA polimeraz (BIORON, 1 u/pl) Sul 0,2 u/ 50 pl
Steril dH,O 24 ul -
Toplam Hacim 50 ul 50 ul

Pam 604 (F) Pam 613 (F)
-81.nt Codon 77

130nt 344 nt

Intron Intron
1 [

S'
— e [ E1 | [ E1o

Cd121G>C
T HbD-Los Angeles

Beta geni

2073 be T

M

Pam 607 (R)
71.nt

Pam614 (R)
763.nt

Sekil 3.4 Beta geni iizerindeki framework polimorfik odaklarinin c¢ogaltilmasi icin
kullanilan pimer ¢iftleri.

Tablo 3.2 PCR yonteminde kullanilan primerler ¢iftleri.

Primer A.dl Primer Dizisi
PAM 604 (Ileri) 5’- GGT TGG CCA ATC TAC TCC CAG GAG -3’
PAM 607 (Geri) 5’- ATG GTT AAG TTC ATG TCA TAG GAA GGG -3’
PAM 613 (ileri) 5°- TCA CCT GGA CAA CCT CAA G -3’
PAM 614 (Geri) 5’- GTTGGGATAAGGCTGGATTA -3’
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3.1.2 PCR Uriinlerinin Saflastiriimasi

Genomik DNA kullanilarak elde edilen PCR iiriinleri GenElute™ PCR Clean-Up Kit
(Sigma) kullanilarak saflastirildi. Bu saflastirmada 100 bp — 10 kb’lik disinda kalan
DNA parcalar1 ortamdan uzaklastirildi.

3.1.2.1 PCR Uriinlerinin Saflastirilmas: Yontemi

¢ FElde edilen PCR iiriiniin toplam hacminin 5 kati binding soliisyonu eklendi.
Toplam hacim kolon i¢ine transfer edildi. 12000 rpm’de 1dk santrifiij yapildi.

e Kolona 500uL. Wash soliisyon eklenip 12000 rpm’de 1dk santrifiij yapildi. Bu
kolon yikama islemi iki kez tekrar edildi.

e Kolon steril ependorf tiipiine yerlestirilerek iizerine 35uL steril H,O eklendi.
Oda sicakliginda 2 dakika beklendikten sonra 12000 rpm’de 1dk santrifiij
yapidi.

¢ FElde edilen saflastirilmis PCR iiriinii -20 °C’de saklanda.

3.1.3 DNA Dizi Analizi

Her bir ornek icin beta geni niikleotid dizilerini temsil eden PCR {iriinlerinin
BECKMAN CEQ™8000 sisteminde DNA dizi analizi yapilarak sahip olduklart

framework cesitleri belirlenmistir.

Dizi analizi yonteminde, Beckman Coulter Genome Lab™ Methods Development
Kit Dye Terminator Cycle Sequencing (DTCS) Kiti ile beta geni icerisindeki polimorfik
odaklar saptanmistir. Reaksiyon uygulamasi 94 °C’de 20 sn, 50 °C’de 20 sn ve 60 °C’
de 4 dak. olmak iizere toplam 30 dongii olarak gerceklestirilmistir. DNA dizi analizi
reaksiyon karistmi ve uygulama bicimi Tablo 3.4’ de, kullanilan geri primerlerin baz
dizilimleri Tablo 3.3’ de verilmistir. Sekil 3.5’ de dizi analizi yontemi ile polimorfik

odaklarin tanimlanmasina yonelik bir 6rnek gosterilmistir.
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Tablo 3.3 DNA dizi analizi yonteminde kullanilan primerler ve dizileri.

Primer A.dl Primer Dizisi
PAM 604 (1leri) 5’- GGT TGG CCA ATC TAC TCC CAG GAG -3’
PAM 607 (Geri) 5’- ATG GTT AAG TTC ATG TCA TAG GAA GGG -3’
PAM 613 (ileri) 5’- TCA CCT GGA CAACCT CAAG-3
PAM 614 (Geri) 5’ - GTTGGGATAAGGCTGGATTA -3’

Tablo 3.4 DNA dizi analizi reaksiyon karsimi ve uygulama bi¢imi.

DNA dizi analizi reaksiyon bilesenleri Tek tiip icin miktar
DNA Sul
DTCS mix 10 ul
Kullanilan Primer (1,6 pmol/ul) 2ul
Steril dH,O 3ul
Toplam Hacim 20 pl
T 100220.C01_110816150R m=[X|
@ Sample -l New Analysis : Untitled
404.03, 4.20 Analyzed Data
:2 ECGTGGAT&UCTGAGAACTTZUCAGTGG TGF\GauTCTF\TG GGF\CAUCCT TGAAT GTﬁqr TTCTTTC CCSUCTI\TF\CTT T T?UCTAT G GTTAF\EUGT TCATCG TS%AT TG &AM
sk
§ 25 ;
i 2o ;
E ot
05 3
00

1 T 1 T T T T T
250 500 750 1000 1230 1300 1730 2000
Data Paints

< >
1 |ACGTGEATCCTEAGRACTTCAGTGETEAGTC TATGGGACCCTTGAATGTTTTC TTTCCCCTATAC TTTTC TATGGTTAAGTTCATCGTCRAATATGAG 4
98 | ARGGEEATATAGTARCAGGETACATGTC TTAGARTGGGTGARACACGACGAR TGATTGC TATGCACGC TG TAGAGAGAGTAC TACARGTGATC GGTA
195 [TATATGATGATTTTACHATATATTATATG TAAGCC TGG TTATACAT TTARACCARATTAT TG TTATATATACTTATATTAGTATGTCAATTTTCTTT
202 |GACTTTCTCTTATATTTCTTACTATTC TACCGCAGRATTT TG TGAC TATTATATC GTTACATGCCTTAACATTTG TG TATARCE v

Analysis: 1dle.

Sekil 3.5 Beta gen dizisinin, PAM 613 ileri primeri kullanilarak dizi analizi ile
tanimlanmasi.
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3.1.4 istatistiksel Analiz Yontemi

Elde edilen framework sonuclar1 ile haplotip analizi verilerinin degerlendirilmesi
amaci ile popiilasyon i¢i ve popiilasyonlar arasi gensel iliskilerin incelenmesine yonelik,
temel yontemler ve istatistiksel testleri i¢inde bulunduran Arlequin (ver 3.5) yazilimi
kullanilmistir. Normal ve Hb D-Los Angeles mutasyonu tasiyicist bireylere ait sz
konusu gensel veriler, Arlequin yazilimi ile islenerek mutasyonun, framework

cesitlerinin olusumu {izerindeki etkilerinin degerlendirilmesini saglamistir.
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4.BULGULAR

Hb D-Los Angeles mutasyonu tasiyan 40 ve normal bireylere ait 59 adet DNA
ornegi, Pamukkale Universitesi Biyofizik Anabilim Dali Hemoglobinopati DNA
arsivinden alinmis olup, anonim bi¢imde kullanilmistir. Calismamizda normal ve Hb D-
Los Angeles mutasyonu tasiyicisi bireylerin, dizi analizi sistemi ile belirlenen ikili allel
framework analizi sonuclari Tablo 4.1 ve Tablo 4.2’ de gosterilmektedir (Sekil 4.1).
Oztiirk tarafindan 2007 yilinda gerceklestirilen yiiksek lisans tez calismasi verileri olan
normal ve Hb D-Los Angeles mutasyonu tasiyicisi bireylerde haplotip analizi sonuglari
ve bu tez calismasinda elde edilen framework analizi sonuclari Arlequin (ver 3.5)
yazilimi ile degerlendirilmistir. Hem haplotip analizinin hem de framework analizinin
sonucunda elde edilen ikili allel ¢esitlerinden hangisinin mutasyonla iligkili oldugunu
belirlemek icin en olasi alleli hesaplayabilen Arlequin yazilimi ile popiilasyonlar arasi
gensel iligki, niifus, popiilasyon yasi, gensel siiriiklenme, gen akisi ve gen-mutasyon

iligkisi gibi parametreler degerlendirilmektedir.

TEGTEHCACCT G AC GGT GICAT|MT G A CRTGGTGEAYCT GACTCC
1 2 3 ]
) : No Cd2
' Ay | F bl 1 | CAC/CAC
‘|| “ . |'I] 1 | Ii |l LI '||' i |5 .' f\ 2 | CAT/CAT
[ | vVl fl (l .I :-
|| !\ | Fﬁ fl I }I || ; i".; i ql-'i 'l :|'|-H' LS
/| | ' ! ' (11N N
I'I' :'3‘!" Ll R = rl. 1 III I\IJ!I \'Ilj:: .{IJIE'.L ] [ Ul'i'-ll ;I .'\-hi .II |I':j.-I [Il A !Il.ﬂl !15 I
Cd2—CAC Cd2 —CAT Cd2 —CAC/T
& G EAC TG A G GGACKS: T TG A G GGACIITT TG A
9 3 ﬂ No nt 16
1 c/c
| '.’I |[ 2 G/G
T T s
f
i) n/w A M" '}S
! fi |
M. g | : \C'

nt16—> G nt 16— C/G

Sekil 4.1 DNA dizi analizi yontemi ile framework odaklarinin belirlenmesi.



Tablo 4.1 Normal olgulara ait DNA dizi analizi ikili framework sonuclari
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No: Normaller | Cd 2 (604 F) | nt 16 (613 F) | nt 74 (613 F) | nt 81 (613 F) | nt666 (614 R)
1. 101311 CAC/CAC c/C T c/C T
7. 101319 CAC/CAC c/C T/ c/C T/T
3. 101323 CAT/CAT c/G /T c/C T/C
a. 101324 CAC/CAC c/C T c/C T
5. 101322 CAT/CAC c/G T c/C T
6. 101330 CAT/CAT c/G T c/C T/C
7. 101343 CAT/CAT c/G T c/C T/C
E. 101345 CAC/CAC c/C T c/C T
9. 101349 CAC/CAC c/C T c/C T
10.| 101355 CAC/CAC c/C T c/C T
11.| 101147 CAT/CAT c/G T TJC T/C
12.| 100029 CAT/CAT C/G T/ TJC T/C
13.| 100030 CAC/CAC c/C /T c/C T/T
14.| 100031 CAT/CAT c/G T TJC T/C
15.| 100034 CAT/CAT c/G T TJC T/C
16.| 100036 CAT/CAT c/C G/G c/C T
17.| 100040 CAT/CAC c/C T/G c/C T
18.| 100048 CAC/CAC c/C G/G c/C T/T
19.| 100050 CAC/CAC c/C G/G c/C T
20.| 100051 CAT/CAT c/C T/G c/C T
21.| 100054 CAC/CAC c/C G/G c/C T/T
22.| 100058 CAC/CAC c/C G/G c/C T/T
23.| 100064 CAT/CAT c/G T TJC T/C
24.| 100066 CAC/CAC c/C G/G c/C T
25.| 100070 CAC/CAC c/C G/G c/C T/T
26.| 100071 CAC/CAC c/C T c/C T
27.| 100076 CAT/CAC c/C T c/C T
28.| 100078 CAT/CAT c/G T/G TJC T/C
29.| 100079 CAT/CAC c/G T TJC T/C
30.| 101126 CAC/CAC c/C T c/C T
31.| 101130 CAT/CAT c/G T/G c/C c/C
32.| 101148 CAT/CAT C/G T/G c/C c/C
33.| 101170 CAT/CAT c/G T c/C c/C
34.| 101176 CAC/CAC c/C T c/C T
35.| 101265 CAT/CAC c/G T T/C T/C
36.| 101375 CAT/CAT G/G T TJC c/C
37.| 101377 CAC/CAC c/C G/G c/C T
38.| 101407 CAC/CAC C/C T C/C T
39.| 101420 CAC/CAC c/C T c/C T
40. 101066 CAC/CAC c/C T c/C T/T
1. 101124 CAT/CAT c/G T c/C T/C
42.| 101367 CAT/CAT c/G T TJC T/C
43. 101365 CAC/CAC c/C G/G c/C T
4. 101366 CAC/CAC c/C G/G c/C T
45, 101051 CAT/CAT G/G T/ TJC c/C
46.| 101006 CAT/CAT c/G T c/C T/C
47.| 101000 CAC/CAC c/C T c/C T/T
4B.| 100985 CAC/CAC c/C G/G c/C T
49.[ 101372 CAT/CAT c/G T/G TJC c/C
50.| 101282 CAT/CAT c/G T c/C c/C
51.| 101283 CAT/CAT c/G T c/C T/C
52.| 101285 CAC/CAC c/C G/G c/C T/T
53.| 101297 CAT/CAT c/G T/G TJC c/C
54.| 101301 CAT/CAT c/G T c/C c/C
55.| 101305 CAC/CAC c/C /T c/C T/T
56.| 101306 CAT/CAT c/G T TJC c/C
57.| 101310 CAC/CAC c/C G/G c/C T
58.| 101276 CAC/CAC c/C T c/C T
59.| 101277 CAC/CAC C/C G/G C/C T/T
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Tablo 4.2 Hb D-Los Angeles heterozigot olgulara ait DNA dizi analizi ikili framework

sonuclari
No: Hb-Dlos | Cd2(604F) | nt16 (613 F) | nt 74 (613 F) | nt 81 (613 F) | nt666 (614 R)
1. 100192 CAC/CAC CjC T/T CjC T/T
2. 100218 CAC/CAC c/cC G/G c/C T/T
3. 100219 CAC/CAC c/cC G/G c/C T/T
4, 100220 CAC/CAC c/cC T/G c/c T/T
5. 100221 CAC/CAC cjcC T/G cjC T/T
6. 100222 CAC/CAC CjC G/G CjC T/T
7. 100233 CAC/CAC CjcC G/G CjC T/T
B. 100292 CAC/CAC CjC T/G CjC T/T
9. 100302 CAC/CAC C/G G/G C/C T/T
10.| 100303 CAC/CAC C/G G/G C/C T/T
11.[ 100315 CAC/CAC c/cC G/G c/C T/T
12.| 100322 CAT/CAC ¢/ T/G c/c T/C
13.| 100324 CAC/CAC CjC G/G C/C T/T
14. 100325 CAC/CAC CjcC T/T CjC T/T
15. 100327 CAC/CAC CjC G/G CjC T/T
16.| 100330 CAT/CAC C/G T/T T/C T/C
17.] 100425 CAC/CAC C/C G/G C/C T/T
18. 100429 CAC/CAC c/cC G/G c/C T/T
19.| 100430 CAC/CAC /G G/G c/c T/T
20.| 100437 CAC/CAC /G G/G cjC T/T
21.[ 100438 CAC/CAC C/G G/G c/C T/T
22. 100439 CAT/CAC C/G T/T T/C T/C
23.| 100525 CAC/CAC C/cC G/G C/C T/T
24. 100526 CAC/CAC C/G T/G C/C T/T
25. 100560 CAC/CAC c/cC G/G c/C T/T
26.| 100563 CAC/CAC c/cC T/T c/c T/T
27. 100564 CAC/CAC cjcC G/G cjC T/T
28.| 100565 CAC/CAC CjC G/G CjC T/T
29.| 100572 CAC/CAC CjcC T/T CjC T/T
30.| 100573 CAC/CAC CjC G/G CjC T/T
31.| 100574 CAC/CAC C/G G/G c/C T/T
32. 100575 CAC/CAC /G T/T c/C T/T
33.| 100576 CAC/CAC c/cC G/G c/c T/T
34. 100621 CAT/CAC /G T/T cjC T/C
35. 100665 CAT/CAC C/G T/T T/C T/C
36.| 100666 CAT/CAC C/G T/T T/C T/C
37. 100668 CAT/CAC C/G T/T T/C T/C
38. 100672 CAT/CAC /G T/T e T/C
39.] 100705 CAC/CAC /G G/G cjC T/T
40.| 101284 CAC/CAC C/C G/G CjC T/T

4.1 Haplotip Analizi Verilerinin Istatistiksel Olarak incelenmesi ve Bulgular

Tez calismamizda, beta geni framework sonuclari ile Oztiirk (2007) tarafindan
yapilan yiiksek lisans tez ¢alismasindan elde edilen haplotip sonuglarinin istatistiksel
olarak karsilastirilmas1 amaciyla, tiim beta globin gen ailesindeki 7 polimorfik odak test
edilerek elde edilen haplotip analizi sonuc¢larinin Arlequin yazilimi ile istatistiksel

analizi yapilmistir.
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4.1.1 Haplotip analizi verilerinden elde edilen AMOVA bulgular:

Tablo 4.3 Haplotip sonuglar1 i¢in, normal ve Hb D-Los Angeles popiilasyonlarinin
molekiilsel varyans analizi.

Farkhihgin kaynag1 | Kareler toplamn | Varyans bilesenleri Farkhihgin
(Source of variation) | (Sum of squares) | (Variance components) | (%) yiizdesi
Popiilasyonlar arasi 7.411 0.06333 Va 4.27
Bireyler arasi 145.500 1.46970 Vc 99.0

Fis :-0.03415
Fst : 0.04266
Fir : 0.00996

Fiksasyon indeksleri (Fixation Indices)
p-value = 0.75464 +0.01456
p-value = 0.00391 +0.00185
p-value = 0.61975 £0.01361

Tablo 4.4 Haplotip sonuclar1 icin, normal ve Hb S Angeles popiilasyonlarinin
molekiilsel varyans analizi.

Farkhihgin kaynag1 | Kareler toplamn | Varyans bilesenleri fg;g::sl;gm (%)
Popiilasyonlar arasi 6.587 0.12991 Va 8.32
Bireyler arasi 103.500 1.45775 Vc 93.3

Fiksasyon indeksleri

FIS :-0.01841
Fst : 0.08321
Fir : 0.06633

p-value =0.70772 + 0.00548
p-value = 0.00001 +0.00001
p-value = 0.51026 +0.00501

4.1.2 Haplotip analizi verilerinden elde edilen gen akis1 parametresi bulgulari

Tablo 4.5 Haplotip sonuclarindan elde edilen gen akisi parametresi degerleri.

Popiilasyon Karsilastirmasi <. ..
(Haplotip) Fsr degeri Nm degeri
Normal x Hb D-Los. 0.0426 1.404 Nm > 1.0
Normal x Hb S 0.0832 0.688 Nm< 1.0

Gensel farklilik indeksi (Fst), Gen akist parametresi (Nm)

a

Le-1)

2
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4.1.3 Haplotip analizi verilerinden elde edilen mismatch dagilimi bulgular:

Tablo 4.6 Haplotip sonuclarindan elde edilen Mismatch analizi parametreleri.

. . Normal | Hb D-Los | Hb S Standart
Niifussal genisleme Ortalama
Pop. Pop. Pop. Sapma
Tau 3.4 3.1 2.1 2.91927 | 0.70225
Theta0 0.01758 | 0.00156 | 0.0000 | 0.00638 | 0.00973
Thetal 25.8203 | 12.6464 |9999.0 | 33345.8 | 57723.3
Uyumun miikemmelligi testi | (Test of Goodness of fit)
SSD 0.00352 | 0.00304 | 0.0079 | 0.00482 | 0.00269
Model (SSD) p-degeri 0.29000 | 0.57000 | 0.3400 | 0.40000 | 0.14933
Raggedness indeksi 0.02279 | 0.02137 | 0.0753 | 0.03985 | 0.03078
Raggedness p-degeri 0.54000 | 0.80000 | 0.2200 | 0.52000 | 0.29052

Mismatch dagihimi: Normal Pop.
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4.1.4 Haplotip analizi verilerinden elde edilen neutrality test analizi bulgular:

Tablo 4.7 Haplotip sonuclarindan elde edilen neutrality test istatistikleri parametreleri.

istatistik ady Normal | Hb D-Los Hb S Ortalama Standart
Pop. Pop. Pop. Sapma

Tajima' nin D testi;
Tajima D 3.00580 1.97688 | 0.21526 | 1.73265 | 1.41121
Tajima D p-degeri 0.99500 | 0.95300 | 0.54100 | 0.82967 | 0.25087

Fu' nun FS testi;

FS o -16.88260 | -6.37976 | -3.86829 | -9.04355 | 6.90398
FS p-degeri 0.00001 0.00500 | 0.01000 | 0.00500 | 0.00500
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4.1.5 Haplotip analizi verilerinden elde edilen Hardy-Weinberg esitligi bulgular:

Tablo 4.8 Normal popiilasyon haplotip sonuclarindan elde edilen Hardy-Weinberg
esitligi p-degeri bulgulari.

Lokus Genotip Giizlefnen Beklefnen P- degeri Standart Islem
sayist | Heterozigotluk | Heterozigotluk Sapma Sayisi

1 59 0.44068 0.49718 0.43522 | 0.00053 | 1001000

2 59 0.44068 0.50413 0.43454 | 0.00053 | 1001000

3 59 0.23729 0.26076 0.60500 | 0.00049 | 1001000

4 59 0.37288 0.44039 0.24873 | 0.00043 | 1001000

5 59 0.57627 0.50297 0.30386 | 0.00046 | 1001000

6 59 0.49153 0.40635 0.19169 | 0.00040 | 1001000

7 59 0.45763 0.42083 0.54780 | 0.00048 | 1001000

Tablo 4.9 Hb D-Los Angeles popiilasyonu haplotip sonuglarindan elde edilen Hardy-

Weinberg esitligi p-degeri bulgulari.

Lokus Genotip Gozlenen Beklenen P- degeri Standart Islem
sayisl Heterozigotluk | Heterozigotluk Sapma Sayisi

1 40 0.47500 0.49842 1.00000 | 0.00001 | 1001000

2 40 0.47500 0.49842 1.00000 | 0.00001 | 1001000

3 40 0.50000 0.44430 0.48953 | 0.00049 | 1001000

4 40 0.12500 0.11867 1.00000 | 0.00001 | 1001000

5 40 0.60000 0.47468 0.10553 | 0.00030 | 1001000

6 40 0.47500 0.36677 0.08208 | 0.00027 | 1001000

7 40 0.17500 0.16171 1.00000 | 0.00001 | 1001000

Tablo 4.10 Hb S popiilasyonu haplotip sonuclarindan elde edilen Hardy-Weinberg
esitligi p-degeri bulgulari.

Lokus Genotip Gozlenen Beklenen P- degeri Standart Islem
sayisl Heterozigotluk | Heterozigotluk Sapma Sayisi

1 12 0.58333 0.43116 0.48813 | 0.00048 | 1001000

2 12 0.33333 0.28986 1.00000 | 0.00001 | 1001000

3 12 0.83333 0.83333 1.00000 | 0.00001 | 1001000

4 12 0.33333 0.28986 1.00000 | 0.00001 | 1001000

5 12 0.50000 0.38130 0.52900 | 0.00049 | 1001000

6 12 0.25000 0.22826 1.00000 | 0.00001 | 1001000

7 12 0.33333 0.28986 1.00000 | 0.00001 | 1001000
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4.1.6 Haplotip analizi verilerinden elde edilen molekiilsel cesitlilik analizi

bulgularn

Tablo 4.11 Haplotip sonuglarindan elde edilen, popiilasyonlara ait molekiilsel cesitlilik
parametreleri bulgusu.

Istatistik ad1 Normal Pop. Hb D-Los Pop. Hb S Pop.

Cift farkhiliklar: sayisi (7) 3.0325 2.5629 2.0036
Gen cesitliligi (h) 0.9379 0.8791 0.9130
Niikleotid cesitliligi 0.4332 0.3661 0.2862
Teta k (04) 12.6541 6.9301 59124
0); alt sinir 8.1373 3.9746 2.6522

0x); list simir 19.3448 11.7500 12.8901

Teta H (01)) 13.5585 6.0973 9.1299
s.d. O 2.2739 1.3426 3.7403

Teta S (0s)) 1.3099 1.4132 1.8745
s.d. Os) 0.5699 0.6262 0.9013

Teta w (0(z) 3.0325 2.5629 2.0036
s.d. O 1.7627 1.5405 1.3040

4.2 Framework Analizi Verilerinin istatistiksel Olarak incelenmesi ve Bulgular

Calismamizda, haplotip analizi i¢in de kullanilan normal ve Hb D-Los Angeles
mutasyonu tagiyicist DNA orneklerinin, beta geni framework analizi yapilmistir. Elde
edilen framework analizi verileri Arlequin programi kullanilarak istatistiksel olarak

incelenmistir.

4.2.1 Framework analizi verilerinin istatistiksel olarak degerlendirilmesi ile elde

edilen popiilasyon ici framework cesitleri bulgusu

Calismamizda, iligkili framewok cesitlerinin ve sikliklarinin belirlenmesi amaciyla
ikili framework sonuglariin istatistiksel analizi yapilmistir. Alleller iizerinde, nesilden
nesile kalitilma oOzelligine sahip olan polimorfik odaklarin test edildigi framework
analizinden elde edilen bulgular ile normal ve Hb D-Los Angeles mutasyonu tasiyicisi
bireylerin gecmise doniik gensel izleri istatistiksel olarak arastirilabilmektedir.
Literatiirde yer alan ve tanimlanmis framework cesitleri Tablo 2.5 ve Tablo 4.12° de

sunulmaktadir.
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Tablo 4.12 Ikili Framework analizi sonuclarindan elde edilen framework cesitleri ve
sikliklar1 bulgusu.

Normal Olgular Hb D-Los Angeles Mutasyonlu
Olgular
No: | Framework Yo S.S. No: | Framework Y0 S.S.
1. CCTCT 27.9 0.041 1. CCGCT 52.5 | 0.056
2. CCGCT 22.9 0.038 2. CCTCT 16.2 | 0.041
3. TGTCC 15.2 0.033 3. CGGCT 10.0 | 0.033
4. TCTCT 8.5 0.025 4. CGTCC 8.7 | 0.031
5. TCTTT 7.6 0.024 5. TCTTT 6.2 | 0.027
6. TGGCC 4.2 0.018 6. TCTCT 3.7 | 0.021
7. TCTCC 4.2 0.018 7. CGGCC 1.2 ] 0.012
8. TCGCT 2.5 0.014 8. CGTCT 1.2 ]0.012
Beta Geni Framework Cesitleri Simiflandirmasi
Codon 2 IVS 1T
nt. 3 nt. 16 nt. 74 nt. 81 nt. 666
FW 1 C C G C T
FW 2 C C T C T
FW 3A T G T C C
FW 3 T G T T C

4.2.2 Framework analizi verilerinin AMOVA bulgulari

Tablo 4.13 Framework sonuglari icin, Normal ve Hb D-Los Angeles popiilasyonlarinin
molekiilsel varyans analizi.

Farklihgin kaynag1 | Kareler toplamn | Varyans bilesenleri fg:l;llsl;gm (%)
Popiilasyonlar arasi 13.953 0.13452 Va 13.86
Bireyler arasi 54.000 0.54545 Vc 56.21

Fiksasyon indeksleri

Fis : 0.34748 p-value = 0.00001 + 0.00001
Fsr : 0.13861 p-value = 0.00001 + 0.00001
Fir : 0.43793 p-value = 0.00001 + 0.00001

4.2.3 Framework analizi verilerinden elde edilen gen akisi parametresi

bulgular

Tablo 4.14 Framework sonug¢larindan elde edilen gen akisi parametresi degerleri.

Popiilasyon Karsilastirmasi

(Framework) Fgr degeri Nm degeri

Normal x Hb D-Los. 0.1386 0.418 Nm<1.0

Gensel farklilik indeksi (Fst), Gen akisi parametresi (Nm)
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4.2.4 Framework analizi verilerinden elde edilen mismatch dagilimi bulgular:

Tablo 4.15 Framework sonuclarindan elde edilen Mismatch analizi parametreleri.

Niifussal genisleme Normal Hb D-Los Ortalama Standart
Pop. Pop. Sapma
Tau 2.4 1.8 2.08105 | 0.41846
Theta0 0.00001 0.05449 0.02725 | 0.03853
Thetal 9.50684 2.99590 6.25137 | 4.60393
Uyumun miikemmelligi testi | (Test of Goodness of fit)
SSD 0.00730 0.00718 0.00724 | 0.00009
Model (SSD) p-degeri 0.27000 0.52000 0.39500 | 0.17678
Raggedness indeksi 0.03953 0.04486 0.04219 | 0.00377
Raggedness p-degeri 0.55000 0.79000 0.67000 | 0.16971
Mismatch dagihimi: Normal Pop. Mismatch dagilhmi: Hb D-Los Angeles Pop.
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4.2.5 Framework analizi verilerinden elde edilen neutrality test analizi bulgular:

Tablo 4.16 Framework sonuclarindan elde edilen neutrality test istatistikleri

arametreleri
istatistik ad Normal Hb D-Los Ortalama Standart
Pop. Pop. Sapma (s.s.)
Tajima' nin D testi;
Tajima D 2.17960 0.61529 1.39745 1.10614
Tajima D p-degeri 0.92100 0.67000 0.82967 0.25087
Fu' nun FS testi;
FS oo -2.07967 -1.35697 -1.71832 0.51103
FS p-degeri 0.26000 029100 | 027550 | 0.02192

4.2.6 Framework analizi verilerinden elde edilen Hardy-Weinberg esitligi
bulgular

Tablo 4.17 Normal popiilasyon framework sonuclarindan elde edilen Hardy-Weinberg
esitligi p-degeri bulgulari.

Lokus Genotip Gozlenen Beklenen P- degeri Standart Islem
sayis1 | Heterozigotluk | Heterozigotluk Sapma Sayisi

1 59 0.08475 0.50196 0.00001 | 0.00001 | 1001000

2 59 0.40678 0.36506 0.48467 | 0.00050 | 1001000

3 59 0.11864 0.42083 0.00001 | 0.00001 | 1001000

4 59 0.23729 0.21092 1.00000 | 0.00001 1001000

5 59 0.25424 0.42083 0.00385 | 0.00006 | 1001000
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Tablo 4.18 Hb D-Los Angeles popiilasyonu framework sonuclarindan elde edilen
Hardy-Weinberg esitligi p-degeri bulgulari.

Lokus Genotip Gozlenen Beklenen P- degeri Standart Islem
sayis1 | Heterozigotluk | Heterozigotluk Sapma Sayisi

1 40 0.20000 0.18228 1.00000 | 0.00001 1001000

2 40 0.42500 0.33892 0.16349 | 0.00035 | 1001000

3 40 0.12500 0.46804 0.00001 | 0.00001 1001000

4 40 0.12500 0.11867 1.00000 | 0.00001 1001000

5 40 0.20000 0.18228 1.00000 | 0.00001 1001000

4.2.7 Framework analizi verilerinden elde edilen molekiilsel cesitlilik analizi

bulgulan

Tablo 4.19 Framework sonuclarindan elde edilen, popiilasyonlara ait molekiilsel
cesitlilik parametreleri bulgusu.

Istatistik ad1 Normal Pop. Hb D-Los Pop.

Cift farkhliklar: sayis1 (7) 1.920 1.290
Gen cesitliligi (h) 0.8347 0.6832
Niikleotid cesitliligi 0.3839 0.2580
Teta k (0 3.1464 2.0163
0(x); alt sinir 1.6615 0.9290

0(x); list simir 5.6817 4.1003

Teta H (0g)) 4.0861 1.6433
s.d. Oan 0.5799 0.3805

Teta S (0(s)) 0.9356 1.0094
s.d. O 0.4615 0.5046

Teta 7 (0x)) 1.9196 1.2901
s.d. 0 1.2181 0.9057
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4.2.8 Framework analizi verilerinden elde edilen lokus ciftleri arasindaki LD

bulgulan

Tablo 4.20 Normal popiilasyon framework sonuclarindan elde edilen, baglanti
dengesizliginin ki-kare istatistigi ile belirlenmesi.

Lokus (1, 2)

LnLHood LD: -101.61215 LnLHood LE: -126.07489
Kesin P= 0.00001 +0.00001 (10100 uygulanan permiitasyon sayisi)
Ki-kare test degeri = 48.92549 (P = 0.00001)

Lokus (1, 3)

LnLHood LD: -139.52117 LnLHood LE: -144.94204
Kesin P= 0.00079 +0.00027 (10100 uygulanan permiitasyon sayist)
Ki-kare test degeri = 10.84173 (P = 0.00099)

Lokus (2, 3)

LnLHood LD: -106.77673 LnLHood LE: -114.90846
Kesin P= 0.00020 +£0.00014 (10100 uygulanan permiitasyon sayist)
Ki-kare test degeri = 16.26347 (P = 0.00006)

Lokus (1, 4)

LnLHood LD: -100.93654 LnLLHood LE: -111.32751
Kesin P= 0.00001 +0.00001 (10100 uygulanan permiitasyon sayist)
Ki-kare test degeri = 20.78193 (P = 0.00001)

Lokus (2, 4)

LnLHood LD: -66.04248 LnLLHood LE: -81.29393
Kesin P= 0.00001 +0.00001 (10100 uygulanan permiitasyon sayist)
Ki-kare test degeri = 30.50288 (P = 0.00001)

Lokus (3, 4)

LnLHood LD: -96.92680 LnLHood LE: -100.16107
Kesin P= 0.01218 +0.00109 (10100 uygulanan permiitasyon sayist)
Ki-kare test degeri = 6.46854 (P = 0.01098)

Lokus (1, 5)

LnLHood LD: -105.09482 LnLHood LE: -139.39686
Kesin P= 0.00001 +0.00001 (10100 uygulanan permiitasyon sayist)
Ki-kare test degeri = 68.60408 (P = 0.00001)

Lokus (2, 5)

LnLHood LD: -79.27525 LnLHood LE: -109.36328
Kesin P= 0.00001 +0.00001 (10100 uygulanan permiitasyon sayisi)
Ki-kare test degeri = 60.17607 (P = 0.00001)

Lokus (3, 5)

LnLHood LD: -124.26621 LnLHood LE: -128.23043
Kesin P= 0.00634 +0.00078 (10100 uygulanan permiitasyon sayisi)
Ki-kare test degeri = 7.92843 (P = 0.00487)

Lokus (4, 5)

LnLHood LD: -81.43230 LnLHood LE: -94.61589
Kesin P= 0.00001 +0.00001 (10100 uygulanan permiitasyon sayisi)
Ki-kare test degeri = 26.36719 (P = 0.00001)

Normal popiilasyonda, lokuslar arasindaki anlamli baglanti dengesizligi sonuclari

histogram gosterimi (anlamlilik seviyesi = 0.0500, P < 0.05; (+), P > 0.05; (-)).

Lokus 1 2 3 4 5
1 . + + + +
2 + . + + +
3 + + . + +
4 + + + . +
5 + + + + .




Tablo 4.21 Hb D-Los Angeles popiilasyonu framework sonuclarindan elde edilen,

baglanti dengesizliginin ki-kare istatistigi ile belirlenmesi.

Lokus (1, 2)

LnLHood LD: -41.35059 LnLHood LE: -50.05797
Kesin P= 0.00010 +£0.00010 (10100 uygulanan permiitasyon sayisi)
Ki-kare test degeri = 17.41477 (P = 0.00003)

Lokus (1, 3)

LnLHood LD: -61.15075 LnLHood LE: -69.38317
Kesin P= 0.00001 +0.00001 (10100 uygulanan permiitasyon sayisi)
Ki-kare test degeri = 16.46483 (P = 0.00005)

Lokus (2, 3)

LnLHood LD: -77.03652 LnLHood LE: -78.51822
Kesin P= 0.09564 +0.00282 (10100 uygulanan permiitasyon sayisi)
Ki-kare test degeri = 2.96341 (P = 0.08517)

Lokus (1, 4)

LnLHood LD: -25.75397 LnLHood LE: -35.69906
Kesin P= 0.00001 +0.00001 (10100 uygulanan permiitasyon sayisi)
Ki-kare test degeri = 19.89018 (P = 0.00001)

Lokus (2, 4)

LnLHood LD: -39.89507 LnLHood LE: -44.83411
Kesin P= 0.00129 +0.00041 (10100 uygulanan permiitasyon sayisi)
Ki-kare test degeri = 9.87808 (P = 0.00167)

Lokus (3, 4)

LnLHood LD: -58.78707 LnLHood LE: -64.15931
Kesin P= 0.00001 +0.00001 (10100 uygulanan permiitasyon sayisi)
Ki-kare test degeri = 10.74447 (P = 0.00105)

Lokus (1, 5)

LnLHood LD: -20.46146 LnLHood LE: -40.92292
Kesin P= 0.00001 +0.00001 (10100 uygulanan permiitasyon sayisi)
Ki-kare test degeri = 40.92292 (P = 0.00001)

Lokus (2, 5)

LnLHood LD: -41.35059 LnLHood LE: -50.05797
Kesin P= 0.00020 +£0.00014 (10100 uygulanan permiitasyon say1si)
Ki-kare test degeri = 17.41477 (P = 0.00003)

Lokus (3, 5)

LnLHood LD: -61.15075 LnLHood LE: -69.38317
Kesin P= 0.00001 +0.00001 (10100 uygulanan permiitasyon sayist)
Ki-kare test degeri = 16.46483 (P = 0.00005)

Lokus (4, 5)

LnLHood LD: -25.75397 LnLHood LE: -35.69906
Kesin P= 0.00001 +0.00001 (10100 uygulanan permiitasyon sayist)
Ki-kare test degeri = 19.89018 (P = 0.00001)

Hb D-Los Angeles popiilasyonunda, lokuslar arasindaki anlamli baglanti
dengesizligi sonuglar1 histogram gosterimi (anlamlilik seviyesi = 0.0500, P < 0.05; (+),
P > 0.05; (-)).

Lokus 1 2% 3* 4 5

1 . + + + +
2% + . - + +
3* + - . + +
4 + + + . +
5 + + + + .
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5. TARTISMA

Normal olarak, bir tiire ait popiilasyon icinde birbirinden farkli bireyler yer
almaktadir. Popiilasyon i¢indeki her birey, tiirlin baska bireyleriyle ortak genleri
paylasmasina ragmen, tasidigi pek cok gen bakimindan diger bireylerden farkli bir
gensel yapiya (genotip) sahiptir. Bir genin farkli allellerinden ve allellerin, popiilasyon
icerisindeki farkli sikliklarda dagilimindan kaynaklanan bu degisimler, popiilasyonun
bireyleri arasinda, morfolojik, fizyolojik, biyokimyasal ve davranis Ozellikleri
bakimindan cesitliliklerin ortaya ¢ikmasina neden olmaktadir. Gen ve gen iiriinleri olan
proteinler arasindaki bu ve benzeri gensel iliskiler konusunda hemoglobin molekiilii en
cok calisilan model sistemdir. 1980’ lerin basindan itibaren beta globin gen aileleri
filojenez verileri elde edilerek, popiilasyonlar arasi gensel uzaklik analizleri

yapilabilmektedir (Oppenheimer 2012).

Hemoglobin sentezinden sorumlu olan genler, calisilan popiilasyonun tiim
bireylerinde ortak olarak yer aldigi halde, icerdikleri mutasyonlar nedeni ile anormal
hemoglobinler ve talasemiler gibi toplumlarda godzlenen cesitlilige sebep olmaktadir. Bu
fakliliklar Hb S gibi orak hiicre anemisine yol acan ve dolayisi ile saglik sorunu
olusturan nitelikte olabilecegi gibi, saglik sorunu olusturmayan nitelikler de
tasiyabilmektedir. Hb D-Los Angeles, saglik sorunu olusturmayan bu tiir bir cesitlilik
ornegidir. Bu gensel cesitliliklere neden olan islergelerin tanmimlanmasina yonelik
caligmalar, gen teknolojisinin hizla gelistigi son 60 yilda bircok arastirmanin konusu
olmustur. Gensel cesitlilige neden olan mutasyonlarin geg¢mise doniik izlenmesi
(pedigree), bu mutasyonlar1 tasiyan bireylerin Onceki nesiller boyu takibini
gerektirmektedir. Ilgilenilen DNA bolgesinde yer alan polimorfizm odaklart
kullanilarak allel sikliklar1 hesaplanmast ve bu yolla elde edilen verilerin
degerlendirilmesi arastiricilar tarafindan tercih edilmektedir. Ingiliz matematikci
Godfrey H. Hardy ve Alman fizik¢ci Wilhelm Weinberg tarafindan gelistirilen
matematiksel bir model olan Hardy-Weinberg (HW) kanunu kullanilarak,
popiilasyonlarin allel sikliklari ile ilgili olduk¢a verimli sonuglar elde edilmektedir
(Klug ve Cummings 2002). HW kanunu gensel cesitliligin bir popiilasyona ait bireyler
arasinda nesilden nesile kalitilabilecegini gostermektedir. ikinci olarak HW kanunu, bir

genotipin stkliginin bilinmesi ile diger genotip sikliklarinin hesaplanabilmesini
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saglamaktadir. Bununla birlikte HW kanunu, bir popiilasyondaki heterozigotluk
sikliginin hesaplanmasi i¢in uygun bir yontem sunmaktadir. Popiilasyon diizeyinde
yapilan gensel calismalarda allel sikliklarinin hesaplanmasi ve temel olarak HW
kanununun kullanilip homozigot ve heterozigot sikliklarinin, dogal secilim, mutasyon,
go¢c ve gensel siiriiklenme olgulart altinda incelenmesi, iliski (association), baglanti
(linkage), ayrim (segregation), haplotip analizi, framework analizi gibi konular olasilik

ve istatistik modellerinin yardimu ile gergeklestirilmektedir (YL Tezi; Oztiirk 2007).

Bu bakis agist altinda, Denizli yoresinde normal ve Hb D-Los Angeles mutasyonu
tastyicist bireylerin framework ve haplotip analizi ile elde edilen verilerinin istatistiksel
olarak karsilastirmali analizinin yapilmasi bu tez ¢alismasinin amacini olugturmaktadir.
Bu amac¢ dogrultusunda, Arlequin (ver. 3.5) yazilimi cercevesinde cesitli istatistiksel
testler uygulanarak, Hb D-Los Angeles mutasyonunun ge¢mise doniik incelenmesi
gerceklestirilmistir. Ayrica, Denizli yoresindeki normal ve Hb D-Los Angeles
mutasyonu tasiyicist popiilasyonlarin gensel uzaklik dereceleri, gensel cesitlilikleri ve
niifussal olusum siirecleri istatistiksel modeller iizerinden karsilastirmali olarak

belirlenmistir.

Talasemiler ve anormal hemoglobinler, diinyada ve 6zellikle iilkemizin de yer aldig1
Akdeniz kusaginda karsilasilan en yaygin kalitsal hastaliklar arasinda yer almaktadir
(Weatherall 2001). Calismamiza model olarak sectigimiz anormal hemoglobin olan Hb
D-Los Angeles [B121(GH4)Glu—Gln], Tiirkiye genelinde goriilme sikligi agisindan
ikinci sirada yer alan bir anormal hemoglobin tiiriidiir. Bu hemoglobin tiiriiniin goriilme
sitkligt % 0,2 olarak verilmektedir (Altay 2002). Bu durum yoremiz icin farklilik
gostermektedir. Yoremizde evlilik oncesi tarama caligmalarinda karsilagilan anormal
hemoglobinler arasinda, Hb D-Los Angeles % 57,8 ile ilk sirada yer almaktadir (Atalay
2005).

Beta globin gen ailesi, iiriinleri hemoglobin molekiiliiniin yapisinda yer alan alt
birimleri kodlayan bolgesel gen grubudur ve 11. kromozomda yer almaktadir. Beta
globin gen ailesi igerisinde saptanan polimorfik odaklar 6zellikle, Hb S ve beta talasemi
mutasyonlarina iliskin bicimde cesitli arastirmacilar tarafindan incelenmistir. Bircok

molekiilsel sorun ile iliskisi nedeni ile beta globin gen ailesine 6zgii polimorfizm
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odaklar1 son 30 yil igerisinde arastiricilarin ilgisini ¢ekmistir (Chen vd 1990, Currat vd

2002, Falchi vd 2005, Oppenheimer 2012).

Tez calismamiza konu olan Hb D-Los Angeles mutasyonu temel bir saglik sorunu
olusturmamasina karsin, hemoglobinopatilere yonelik premarital tarama c¢alismalarinda
ozellikle Hb S ile karistirilabildigi icin 6zel onem tasimaktadir. Hb D-Los Angeles
diinyada bir¢ok iilkede siklikla gozlenen anormal hemoglobin tiirlerinden bir tanesidir.
Bunun yani sira Hindistan’ da ve kuzeybati Cin’ de yaygin bicimde gozlenmesinden
dolayi, mutasyonun Orta Asya kokenli oldugu ve gocler yolu ile yayildigi hipotezi
bulunmaktadir (Fioretti vd 1993). Bu hipotezin tartisilabilmesi i¢in, diinyanin farkl
bolgelerinde yapilan Hb D-Los Angeles haplotip analizi caligmalarinda, ilgili
mutasyonun cogunlukla Akdeniz kusagi haplotip I [+ - - - - + +] ile iliskili oldugu
gosterilmektedir (Fioretti vd 1993, Perea vd 1999, Rahimi vd 2006). Bunun yaninda bu
anormal hemoglobine iligkin farkli gensel kokenleri tanimlayan iki adet yeni haplotip
tiirii de bildirilmistir. Tayland’ da bes aileyi kapsayan haplotip analizi calismasinin
verileri dogrultusunda, Hb D-Los Angeles’e ait yeni bir odak olan [- + + - + + +]
haplotipi tanimlanmistir (Fucharoen vd 2002). Bir digeri ise, Denizli yoresinde PAU
Tip Fakiiltesi Biyofizik Ana Bilim Dali tarafindan yapilan ¢alismada rapor edilmistir.
Bu calismanin sonucuna gore, Hb D-Los Angeles’a ait [- + - - + + +] haplotipi,
diinyada Akdeniz ve Tayland tipinden sonra bildirilen {i¢iincii farkli odak olma
ozelligini tagimaktadir (Atalay vd 2007). Oztirk tarafindan, 2007 yilinda
gerceklestirilen yiiksek lisans tez ¢alismasinda, Denizli yoresindeki Hb D-Los Angeles
olgular1 ve normal bireylere ait haplotip sikliklarinin sirasi ile % 34,6 ve % 26,6
oranlarina sahip bicimde Akdeniz kusagi haplotip I [+ - - - - + +] ile iliskili oldugu
saptanmustir. Bununla beraber, ikinci sirada % 29,8 siklikla yer alan [- + + - + + +]
Tayland tipi haplotip ve ii¢ilincii sirada % 12,5 siklikla [+ - - - - - +] Haplotip VII olmak
tizere Denizli yoresinin Hb D-Los Angeles mutasyonu ile iliskili haplotip tiirleri de
tanimlanmistir. Calismada haplotip analizinden elde edilen bu sonuglarin, diinyada
anormal hemoglobinlerin kdkeni ve haplotip cesitliligi ile ilgili yapilan ¢alismalarda, bu
anormal hemoglobinlerin Asya ve Afrika gibi bir merkezden, goc¢ yollarn ile
iliskilendirilerek yayildig1 varsaymmini desteklemedigi belirtilmektedir. Bununla
beraber, ¢alismada, Denizli yoresinde normal popiilasyonda ilk sirada yer alan Akdeniz
kusag haplotip I [+ - - - - + +]” in ayn1 zamanda Hb D-Los Angeles mutasyonu tasiyan

popiilasyonda da ilk sirada yer almasi, bu mutasyonun yerel haplotip olan Akdeniz
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kusag1 haplotip I [+ - - - - + +] lizerinde islergesi heniiz bilinmeyen bir sekilde gelismis

olabilecegi varsayimi vurgulanmaktadir.

Tez calismamizda normal ve Hb D-Los Angeles mutasyonu tasiyicisi bireylerin
olusturdugu popiilasyonlara ait beta globin gen ailesi i¢indeki 7 polimorfik odagin test
edildigi haplotip analizi verileri istatistiksel olarak incelenmistir (bkz. Tablo 4.3). Elde
edilen molekiilsel cesitlilik analizi (AMOVA) sonuclarina gore iki popiilasyon arasinda
% 4.27 (Fst = 0.04, P < 0.05) gibi diisiik bir gensel farklilik oran1 ile popiilasyonlar
icinde % 99 gibi yiiksek bir gensel cesitlilik oranm1 saptanmistir. Fs < 0.05 olarak
belirlenmesi, popiilasyonlar arasindaki gensel farkliligin ihmal edilebilir diizeyde,
karsilagtirilan popiilasyonlarin gensel olarak cok benzer ve aralarinda yiiksek gen
akisinin oldugunu gostermektedir. Hamrick ve Loveless’ e (1984) gore akrabalik disi
ciftlesen (outcrossing) popiilasyonlarin ortak 6zelligi popiilasyon i¢i yiiksek degerde
gensel cesitlilik ve populasyonlar arasi diisiik degerde gensel farklilik olmasidir.
Popiilasyonlar arasi gen akisi (gene flow) arttiginda popiilasyonlar arasi1 gensel farklilik
azalmaktadir.  Fiksasyon indeksleri  (F-istatistigi) sonuglarina  bakildiginda,
popiilasyonlar icin hesaplanan genel Fis degeri -0,03 olarak belirlenmistir. Sonuglar Fis
degerinin istatistiksel olarak anlamli olmadig1 (P > 0.05), boylece iki populasyonunda
Hardy — Weinberg dengesinde oldugunu gostermektedir (Silva vd 2008). Fis degerine
gore popiilasyonlarin HW dengesinde olmasi iki popiilasyon icin genotip sikliklarinin
ortaya ¢ikisinda, haplotip ¢esitlerinin ve sikliklarinin nesilden nesile degismeyecegi ve
popiilasyonlarda rastgele ciftlesme (random mating) olgusunun hakim oldugu sonucunu
ifade etmektedir. Ek olarak Fip (Fir = 0.009, P > 0.05) degerinin sifira yaklagsmasi, P —
degeri bulgusu popiilasyonlarin Hardy-Weinberg dengesinde oldugunu yani gensel
siiriklenme olayinin olmadigin1 gostermektedir. Denizli yoresindeki normal ve Hb S
mutasyonu tasiyicist bireylerden elde edilen haplotip analizi sonuglart istatistiksel
olarak degerlendirildiginde ise Fst = 0.08, P < 0.05 olacak sekilde normal ve Hb D-Los
Angeles popiilasyon karsilastirmasindan farkli olarak 2 kat daha fazla gensel farklilik
gozlenmektedir (bkz. Tablo 4.4). Benzer sekilde Fir, Fis sonuglar ile P — degerleri
normal ve Hb S popiilasyonlarinin gensel olarak benzer olmasa da siire¢ i¢cinde Hardy —
Weinberg dengesini sagladigimi ifade etmektedir. Fsr fiksasyon indeksi ayni zamanda
gen akisi parametresinin (Nm) hesaplanmasinda kullanilmaktadir (bkz. Tablo 4.5). Nm
parametresi gensel uzakliin belirlenmesi acisindan oldukga yararli ve giivenilir bilgiler

saglamaktadir. Normal ve Hb D-Los Angeles popiilasyonlar: haplotip verilerinden elde
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edilen sonuglar acisindan karsilastirildiginda Nm > 1 (Nm = 1,4), normal ve Hb S
popiilasyonlar1 karsilastirildiginda Nm < 1 (Nm = 0,6) olarak saptanmistir. Nm degeri
bulgularina gore de sonuglar, Normal ve Hb D-Los Angeles popiilasyonlarinin gensel
olarak benzer ve ortak kokene sahip oldugunu desteklemektedir. Normal ve Hb S
popiilasyonlar1 agisindan Nm bulgusu degerlendirildiginde ise iki popiilasyon arasinda
tarthsel go¢ gibi bir olaymn etkisiyle gensel siiriiklenmeden kaynaklanan gensel

farkliligin oldugu goriilmektedir (bkz. Tablo 4.5).

Haplotip analizi verilerinden elde edilen mismatch dagilimi testi sonuglarina gore
normal, Hb D-Los Angeles ve Hb S popiilasyonlarina ait bulgular Tablo 4.6’ da
sunulmustur. Ilk iki popiilasyon icin mutasyonel zaman birimini ifade eden Tau degeri
istatistiksel olarak birbirine yakin iken, Hb S popiilasyonuna ait Tau degeri farkli olarak
saptanmigtir. Diger taraftan 0y ve 0;, popiilasyonun niifus artisindan 6nceki ve sonraki
biiytikliik degerleri ilk iki popiilasyon icin istatistiksel olarak benzer bulunmustur.
Ancak Hb S popiilasyonuna ait 6y ve 0; degerleri normal ve Hb D-Los Angeles
popiilasyonlarindan acik bir sekilde farklidir. Popiilasyonlar i¢in rg indekslerinin diisiik
degerlerde ve SSD P-degerlerinin > 0.05 olmasi bu popiilasyonlarin niifussal olarak
ortak ge¢mise sahip oldugunu gostermektedir (Xiao vd 2011). SSD ve rg indeksleri ilk
iki popiilasyon icin neredeyse esit olarak bulunmus iken bu degerler Hb S popiilasyonu
icin agik bir sekilde farklidir (Bkz Tablo 4.6). Bu durum Hb S popiilasyonu icin, niifus
artist degerinin normal ve Hb D-Los Angeles popiilasyonlarindan farkli oldugunu
gostermektedir. SSD ve rg indekslerinin p- degerleri, Hyp hipotezinin kabul edilip
edilemeyecegini gostermektedir. Dolayisiyla bu istatistiksel analiz, gozlenen verilerin
tahmin edilen ya da beklenene ne kadar iyi uydugunu, ondan ne kadar farklilik
gosterdigini incelememiz i¢in matematiksel bir temel olusturur. Bu teste uyumun
mitkemmelligi (goodness of fit) ad1 verilmektedir. SSD ve rg indekslerinin P degeri <
0.05 ise ani popiilasyon yayilmasi modeli altinda, gozlenen c¢ift farkliligt dagilimi
beklenenden farklidir ve dagilim multimodal olarak ortaya ¢ikmaktadir. Hy hipotezi
dagilimin unimodal oldugunu ifade etmektedir. Buna goére P > 0.05 oldugunda Hy
hipotezi kabul edilir ve dagilim unimodaldir denir. Bu sonu¢ popiilasyonlar arasindaki
gozlenen ikili ¢esitlilik dagiliminin, ani popiilasyon yayilmas: modeli altindaki beklenen
cesitlilikten istatistiksel olarak ©nemli derecede farkli olmadigimi gostermektedir.
Ayrica unimodal dagilim, popiilasyon niifusunun herhangi bir kisitlama veya go¢ olay1

etkisi altinda kalmadan {istel olarak diizgiin bir sekilde arttigimi ifade etmektedir.
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Bulgularimizda her popiilasyon i¢in SSD ve rg indekslerinde P > 0.05 olarak bulunmus
ve dagilimlart unimodal olarak belirlenmistir.

Bu sonu¢ Hb S popiilasyonun toplam niifus i¢inde {iistel olarak diizgiin bir sekilde
arttigin1 - gostermektedir. Ancak popiilasyon biiyiime parametreleri (6p ve 0),
mutasyonel zaman (Tau) degeri ile SSD ve rg indekslerine bakildiginda normal ve Hb
D-Los Angeles popiilasyonlar: ortak bir gensel niifus artis1 ve gensel kokeni gosterirken

Hb S popiilasyonu bunlardan ayrilmaktadir.

Haplotip analizi verilerinin tarafsizlik (neutrality) test istatistigi c¢ercevesinde
incelenmesi amaci ile Tajima D ve Fu Fs tarafsizlik testleri uygulanmistir (bkz. Tablo
4.7). Istatistiksel olarak anlamli olmayan (P > 0.05) Tajima D degeri, popiilasyonlarin
notral dengede oldugunu ifade etmektedir. BOyle popiilasyonlarda gozlenen nadir
varyasyonlarin sayis1 her zaman diisiik olmaktadir. Pozitif Tajima D degeri
heterozigotlugun secilimli bir avantaja sahip oldugunu, negatif Tajima D degeri ise
belirli bir allelin diger allel arasinda se¢ilimli bir avantaja sahip oldugunu ifade
etmektedir. Ayrica negatif degerler bir dis etki ile popiilasyonda hizli niifus artisi
oldugunu ifade etmektedir. Bulgularimiz ii¢ popiilasyonda pozitif Tajima D degerini ve
her biri i¢in P > 0.05 oldugunu gostermektedir. Sonuglar ii¢ popiilasyonunda dengede
oldugunu ancak Tajima D degerlerine bakildiginda Hb S popiilasyonun diger iki
popiilasyondan farkli oldugu goriilmektedir. Fu Fg testi niifussal genisleme hareketlerine
oldukga duyarl bir test olarak ifade edilmektedir. Istatistiksel olarak anlamli (P < 0.05)
kabul edilen negatif Fu test sonuclari incelenen popiilasyonlarin ortak niifussal
bliylimeye sahip ve ayni gen havuzuna ait olduklarimi ifade etmektedir. Ancak ii¢
popiilasyon icin Fu Fgs testi sonuclarina bakildiginda, Hb S popiilasyonun gensel koken

acisindan farkli oldugu acik bir sekilde goriilmektedir.

Calismamizda haplotip analizi verileri icin molekiilsel cesitlilik analizi indeksleri
belirlenmistir (bkz. Tablo 4.11). Molekiilsel cesitlilik analizi indekslerinden Teta S ve
Teta m bir bolgedeki popiilasyonlar arasindaki ¢esitliligi tanimlamaktadir.
Bulgularimizdaki Teta S ve Teta m degerleri normal ve Hb D-Los Angeles
popiilasyonlari i¢in ortak bir gensel kokeni temsil ederken, Hb S popiilasyonunun bu iki
popiilasyondan gensel koken agisindan ayrildigini desteklemektedir. Ek olarak gen
cesitliligi ve niikleotid ¢esitliligi degerleri arasindaki uyum ii¢ popiilasyonun dengede

oldugunu gostermektedir.
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Haplotip analizi verileri incelendiginde, her ii¢ popiilasyondaki odaklarin Hardy-
Weinberg dengesinde (P > 0.05) oldugu saptanmustir (bkz. Tablo 4.8, 4.9 ve 4.10).
Allel dagilimmin Hardy-Weinberg denkligine uygunluk gosterip gostermemesi
onemlidir. Toplumlarda akrabalik, gb¢ vs gibi belli bir allelin secilmesine yonelik bir
etki olmadig1 zaman kusaklar arasinda allel dagilimlar1 rastgele diizenlenir. Akraba
evliliklerinin yogun olmasi1 ve go¢ gibi etkenler popiilasyonlarin Hardy-Weinberg
denkliginden sapmasina neden olmaktadir. Olciilen degerler ile beklenen degerler
arasinda gercek bir fark olmadig kabul edilerek “sifir hipotezi” (Hp) kurulmaktadir.
Arlequin yaziliminda sifir hipotezi, genotipik sikliklarin beklenen degerde oldugunu ve
nesilden nesile degismeyecegini ifade etmektedir. Bu durumda haplotip cesitleri ve
sikliklar1 bu ii¢ popiilasyon i¢in dengeye ulasmistir. Denizli yoresindeki Hb D-Los
Angeles ile normal popiilasyon haplotip analizi verilerinin istatistiksel olarak
degerlendirilmesi, bu iki popiilasyonun haplotip cesitliligi acisindan ortak gensel kdkeni

temsil ettigi varsayimini giiclii bir sekilde desteklemektedir.

Beta globin gen ailesinin 3' ucu tarafinda delta (6) ve beta (B) genleriyle iliskili
yaklasik dokuz kilobaz uzunlugunda sicak nokta (hot spot) olarak adlandirilan bolge,
gen doniisiimil (gene conversion) ve yeniden diizenlenmis yapilanma (recombination)
caligmalar1 i¢in bilgilendirici veri iiretebilen bir odaktir (Sekil 5.1). Beta globin gen
ailesinin bir iiyesi olan beta geni, bu bolgeye yakinligi, icinde Hb D-Los Angeles
mutasyonunu bulundurmas: ve framework analizi ile Hb D-Los Angeles mutasyonun
polimorfik framework odaklar1 ile iligkisinden yola cikilarak mutasyon olusum

islergelerini anlamaya yonelik veri saglamasi bakimindan ¢calismamiza konu olmustur.

intron intron

s’ 3'
H E-1 | | E-II | E-IIIE

B-LCR /
Pl vy
3

Beta geni

€ Gy Ay vyB 3 B
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Sekil 5.1 insan beta globin gen ailesi, beta geni, LCR bolgesi ve sicak nokta (Ho 2000,
Currat vd 2002).
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Bu bakis acis1 altinda Denizli yoresindeki normal ve Hb D-Los Angeles mutasyonu
tastyan bireylere ait DNA’ larda, tiim beta globin geni dizi analizi yontemi ile
incelenmis ve beta globin genindeki 5 odag kapsayan framework analizleri
gerceklestirilmistir (bkz. Tablo 4.12). Buna gore normal popiilasyona ait framework
cesitleri ve sikliklar1 siras1 ile CCTCT (% 27,9), CCGCT (% 22,9), TGTCC (% 15,2)
seklinde belirlenmistir. Diger taraftan, Hb D-Los Angeles popiilasyonuna ait framework
cesitleri ve sikliklart ise CCGCT (% 52.,5), CCTCT (% 16,2), CGGCT (% 10,0) olarak

belirlenmistir.

Tablo 5.1 Popiilasyonlara ait framework analizi sonuglar1 ve literatiirde yer alan
framework cesitleri.

Bes polimorfik odagin yer aldigi heta geni Framework Analizi sonuclan
Normal Olgular Hb D-Los Angeles Mutasyonlu Olgular
Ne: Framework 2y s No: Framework %y .

1. CCTCT 279 0.041 1. CCGCT 525 0.056

2. CCGCT 229 (1038 2. CCTCT 16.2 (1.041

3. TGTCC 152 0.033 3. CGGCT 10.0 0.033

Beta globin gen Framework cesitleri ve simiflart (Orkin and Antonarakis, 1982)
Codon2 IVSII
nt3 nlo w4 nigl nt 666

FW1 C C G C T
Fw?2 & & T { T
FW3A T G T C C
FW3 T G T T ('

Framework verilerinin istatistiksel analizi ile elde edilen normal popiilasyon Hardy-
Weinberg denkligi sonuclarina gore 1., 3. ve 5. polimorfik lokuslar Hardy-Weinberg
dengesinden sapma (P < 0.05) gostermektedir (bkz. Tablo 4.17). Bu durum normal
popiilasyona ait framework ¢esitlerinin ve sikliklarinin heterojen bir sekilde dagilimini
aciklamaktadir. Bunun yaninda Hb D-Los Angeles mutasyonu tasiyicist popiilasyonda
sadece 3. polimorfik lokus Hardy-Weinberg dengesinden sapma (P < 0.05)
gostermektedir (bkz. Tablo 4.18). Bu bulgu, Hb D-Los Angeles mutasyonu tasiyicisi
popiilasyonda, CCGCT framework c¢esidinin sadece 3. lokustaki sapmadan
kaynaklanarak % 52.5 gibi yiiksek bir degerde ortaya cikmasim aciklamaktadir. iki
popiilasyon icin de haplotip analizi verilerinden elde edilen, yiiksek sikliga sahip
haplotip tiirliniin ortak olmasina, haplotip analizi verileri kullanilarak yapilan cesitli

istatistiksel testlerle bu iki popiilasyonun ortak kdkene sahip oldugu giiclii bir sekilde
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desteklenmesine ragmen framework analizi sonuglarindan elde edilen en yiiksek siklikla
ortaya ¢ikan framework tiirlerinin farkli olmasi bu popiilasyonlarin farkli gensel kokene
sahip olduklarim1 desteklemektedir. Ancak haplotip analizi, tiim beta globin gen ailesi
icindeki 7 polimorfik odak incelenmesi ile (Sekil 5.2), framework analizi ise sadece beta
geni icinde Hb D-Los Angeles mutasyonuna ¢ok yakin 5 polimorfik odagin incelenmesi
ile gerceklesmektedir (Sekil 5.3). Iki popiilasyonun gensel koken olarak ortak oldugunu
gosteren giiclii bulgularin olmasi, beta geni icindeki mutasyonun, framework
cesitliligine neden olan polimorfik odaklara ait niikleotidin olugmasi {izerinde degistirici
bir etkisi oldugunu diisiinmemize neden olmaktadir (Sekil 5.3). Bu varsayim iki
popiilasyon i¢in de ortak olan haplotip tiirlerinin en yiiksek siklikta ortaya ¢ikmasinin

aksine farkli framework tiirlerinin yiiksek siklikta ortaya ¢ikmasini agiklamaktadir.

€ Gy Ay vB S B
Hinc I1 Hind II1 Hinc IT Avall Hinfl

Sekil 5.2 Beta globin gen ailesi iizerinde haplotip analizi polimorfik odaklari.

intron intron
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Sekil 5.3 Beta geni iizerinde framework analizi polimorfik odaklar1 ve Hb D-Los
Angeles mutasyonunun yerlesimi.

Calismamizda framework analizi verileri kullanilarak gerceklestirilen molekiilsel
varyans analizi (AMOVA) sonuglarina gore iki popiilasyon arasinda % 13.86 (Fst =
0.13, P < 0.05) gibi haplotip analizi sonuclarindan elde edilen popiilasyon arasi farklilik
degerlerine (% 4.27, (Fst = 0.04, P < 0.05)) gore yiiksek oranda gensel farklilik oldugu
gozlenmistir (bkz. Tablo 4.13). Fiksasyon indeksleri (F-istatistigi) sonuglarma
bakildiginda, popiilasyonlar icin hesaplanan genel Fis degeri 0,34 (P < 0.05) olarak

belirlenmistir. F;s degerinin bire yaklagsmasit heterozigotlugun azaldigin1 yani
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popiilasyon i¢i secilimli ¢iftlesme (inbreeding) olaymin varligini ifade etmektedir. (0;
random mating — 1; inbreeding). Analiz sonucuna gore p < 0,05 ise popiilasyonun
Hardy-Weinberg dengesinden (HWE) sapti§1 yorumu yapilmaktadir. Framework analizi
sonuglar1 kullanilarak hesaplanan Fig degeri bulgusu popiilasyonlarin Hardy-Weinberg
dengesinden saptiini ve popiilasyon i¢i secilimli ¢iftlesme olgusunun varligini isaret
etmektedir. Fir degerinin sifira yaklagsmasi p-degerine baghi olarak popiilasyonun
Hardy-Weinberg dengesinde oldugunu yani rastgele ciftlesme olaymin varligini, bire
yaklagsmasi ise gensel siiriiklenme ve secilimli c¢iftlesme olaymin varligini ifade
etmektedir (0; HWE — 1;genetic drift and inbreeding). Bulgularimizda Fir degeri 0,43
(P < 0.05) olarak belirlenmistir. Bu sonu¢ gensel siiriiklenme ve secilimli ¢iftlesme gibi
olgularin varligina isaret etmektedir. Normal ve Hb D-Los Angeles popiilasyonlari
framework verilerinden elde edilen bulgular kullanilarak Nm < 1 (Nm = 0,4) degeri
hesaplanmaktadir (bkz. Tablo 4.14). Normal ve Hb D-Los Angeles popiilasyonlari
acisindan framework Nm bulgusu degerlendirildiginde, haplotip Nm bulgusundan farkli
olarak iki popiilasyon arasinda tarihsel go¢ gibi bir olayin etkisiyle gensel
siiriklenmeden kaynaklanan gensel farkliligin oldugu sonucuna ulasilmaktadir.
Framework analizi sonuclari ile elde edilen F-istatistigi (Fis, Fsr, Fir), Nm ve AMOVA
bulgular1 haplotip analizi ile elde edilen bulgular1 acik bir sekilde desteklememektedir.
Hardy-Weinberg dengesi sonuglarina benzer sekilde bu durum, framework analizi i¢in
arastirtlan 5 polimorfik odagin niikleotid olusumunun, Hb D-Los Angeles
mutasyonundan etkilenebilecegi yorumunu yapmamiza yol a¢cmaktadir. S6z konusu
mutasyonun bu etkisi ile, framework verilerinden yola ¢ikilarak Hb-D Los Angeles
popiilasyonu ile normal popiilasyon arasinda yapilan gensel analiz sonuclarinin

degisebilecedi diisiiniilmektedir.

Framework analizi verilerinden elde edilen mismatch dagilimi testi sonuclarina gore
normal ve Hb D-Los Angeles popiilasyonlarina ait bulgular Tablo 4.15° de sunulmustur.
Bu test, popiilasyonlarin tarihsel niifus genisleme siireclerini Teta (0) parametresi
tizerinden modellemektedir. Popiilasyonlar i¢in rg indekslerinin diisiik degerlerde ve
SSD P-degerlerinin > 0.05 olmas1 bu popiilasyonlarin niifussal olarak ortak ge¢mise
sahip oldugunu gostermektedir (Xiao vd 2011). Bu bakimdan popiilasyon biiyiime
parametreleri (6p ve 0;), mutasyonel zaman (Tau) degeri ile SSD ve rg indekslerine
bakildiginda, normal ve Hb D-Los Angeles popiilasyonlarinda en sik go6zlenen

framework tiirlerinin farkli olmasindan etkilenmemistir ve ortak bir gensel niifus artigi
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ile gensel kokeni gosteren sonuclar elde edilmistir. Bulgularimiza gore SSD ve rg
indekslerine ait P- degerleri dagilimin unimodal oldugunu gostermektedir. Unimodal
dagilim, popiilasyon niifusunun herhangi bir kisitlama veya go¢ olay1 etkisi altinda
kalmadan iistel olarak diizgiin bir sekilde arttigimi ifade etmektedir. Bu durum,
framework analizi verilerinden elde edilen mismatch dagilimi testi sonuglarina gére de
yoremizde normal ve Hb D-Los Angeles popiilasyonlarinin niifussal olarak bir go¢ olay1
ile sekillenmedigini gostermektedir. Popiilasyon genisleme parametresi olan Tau degeri,
popiilasyonun tek bir jenerasyondan son biiyiikliigiine ulagmasi icin gecen zamani
hesaplamaktadir. Rogers tarafindan 1995 yilinda yayinlanan istatistiksel yonteme gore
0, = 2uNy, 0, = 2uN; ve t = 2ut (u; mutasyon orani) parametreleri modellenerek bu
parametrelerin giiven araliklar1 bildirilmistir. Bu modelde haplotipleme verileri ile
hesaplanan t (Tau; mutasyonel zaman birimi) degerinden yola ¢ikilarak popiilasyonun
olas1 yas1 belirlenebilmektedir. Caligmada insan mitokondriyel niikleotid diverjans orani
giiven araligr milyon yilda % 2 - % 4 olarak ifade edilmektedir. % 4 diverjans oranina
karsilik mutasyon orani u = 15x10™, % 2 diverjans oranina karsilik mutasyon orani u =
7.5 x10™, jenerasyon sayist 1/2u ve jenerasyon yast da her jenerasyon basina 25 yil
olarak bildirilmektedir. Bu veriler ile zaman parametresi i¢in giiven araligr 8333—16666
y1l olarak hesaplanmaktadir. Bu zaman parametresinin istatistiksel olarak hesaplanan
tau degeri ile carpimi incelenen gen bolgesi iizerinden, popiilasyonun ilk niifus
biiyiikliiglinden son niifus biiyiikliigiine ulagincaya kadar gecen zamani yaklasik olarak
ifade etmektedir (Rogers 1995). Bu bilgiler dogrultusunda; Niikleotid diverjans orani;
% 4 oldugunda, mutasyonel oran; u = 15x10%, jenerasyon sayisi; 1/2u = 1/0.003 =
333.3333 olarak hesaplanmaktadir. Jenerasyon yasi her jenerasyon basina 25 yil ise
333.333x25 = 8333 yil alt simirin yaklasik degeri olarak belirlenmektedir. Niikleotid
diverjans orani; % 2 oldugunda mutasyonel oran; u = 7.5x10™, jenerasyon sayist; 1/2u
= 1/0.0015 = 666.666 olarak hesaplanmaktadir. Jenerasyon yasi her jenerasyon basina
25 yil ise 666.666x25 = 16666 yil iist sinirin yaklasik degeri olarak belirlenmektedir. Hb
D-Los Angeles populasyonu icin, Tau = 1.8 oldugundan, 1.8x8333 = 15.000 yil ve
1.8x16666 = 30.000 yil olarak hesaplanmaktadir. Bu sonu¢ Hb D-Los Angeles
popiilasyonun olusumunun 15.000 ile 30.000 yil once yaklasik olarak bu aralikta bir
zamana tarihlendigini gostermektedir. Normal populasyonu icin, Tau=2.4 oldugundan,
2.4x8333 =20.000 y1l ve 2.4x16666 = 40.000 y1l olarak hesaplanmaktadir. Bu sonug ise
normal popiilasyonun olusumunun 20.000 ile 40.000 y1l 6nce yaklasik olarak bu aralikta

bir zamana tarihlendigini gostermektedir. Tarihsel go¢ yollar ile ilgili yapilan mtDNA



63

filojenez, paleoantropolojik, arkeolojik, topocografik, paleoklimatolojik caligmalar ile
fosil bulgularindan elde edilen sonuglar modern insanin yaklasik 46.000 yil Once
Tiirkiye lizerinden avrupa kitasina gog ettigini ve kolonizasyon siirecine bagladigini
gostermektedir (Oppenheimer 2012). Sonuclarimiz normal popiilasyonun en erken
yaklasik 40.000 yil 6nce Denizli yoresinde kolonize oldugunu gostermektedir. Bu
sonuglar literatiirde yer alan gensel tabanli go¢ zamani verilerini acik bir sekilde
desteklemektedir. Bununla beraber Hb D-Los Angeles popiilasyonun en erken yaklasik
30.000 yil once kolonize oldugu sonucuna ulasilmaktadir. Literatiirde, anormal
hemoglobinlerin tarithsel ipek yolu ticareti ve savaslar araciligl ile tiim diinyaya
yayildig1 varsayimi tartisilmaktadir. Ancak en erken yaklagik 30.000 yil gibi ¢ok uzun
siire once olustugu hesaplanan Hb D-Los Angeles mutasyonunun, insanin gelismislik
diizeyini gosteren ticaret ve savas gibi cok daha yakin zamana ait tarihlerle
iliskilendirilmis  go¢  yollann ile yayildigi  varsaymmi  bulgularimiz  ile
desteklenmemektedir. Sonuglarimiz, model olarak sectigimiz Hb D-Los Angeles
mutasyonu eger yoremizde normal popiilasyon iizerinde bir dis etki ile kendiliginden
olusmad ise yaklasik olarak 72.000 yi1l 6nce modern insan Afrika kitasindan ayrilirken
bu mutasyonu tasiyor olmasini ya da ayrildiktan sonraki 40.000 yil igerisinde
mutasyonun olustugunu desteklemektedir. Bu durum, modern insanin en erken yaklasik
40.000 y1l 6nce Anadolu cografyasinda kolonize olmasinin ardindan yaklasik 10.000 yil
sonra Hb D-Los Angeles mutasyonunun ikinci bir go¢ dalgasi ile bolgeye geldigi

varsayiminin diisiiniilebilecegi anlamina gelmektedir.

Framework analizi verileri test edilerek elde edilen Arlequin bulgularimiz iki
popiilasyonda pozitif Tajima’ s D degerini ve her biri i¢cin P > 0.05 oldugunu
gostermektedir (bkz. Tablo 4.16). Bu bulgulara gore iki popiilasyonun da dengede
oldugu ifade edilebilmektedir. Boyle popiilasyonlarda nadir varyasyonlarin sayisi her
zaman diisiik olmaktadir. Istatistiksel olarak anlamli olmayan (P > 0.05) negatif Fu’ s
test sonuglart incelenen popiilasyonlarin ortak niifussal biiyiimeye sahip olmadigini ve
farkli gen havuzuna ait olduklarin1 ifade etmektedir. Fu’ s testi sonuglari framework
analizinde Hb D-Los Angeles mutasyonun, framework odaklar: iizerinde etkisi oldugu

varsayimimizi desteklemektedir.

Calismamizda framework analizi verileri icin molekiilsel cesitlilik analizi indeksleri

belirlenmistir (bkz. Tablo 4.19). Molekiilsel cesitlilik analizi indekslerinden Teta S ve
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Teta m bir bolgedeki popiilasyonlar arasindaki ¢esitliligi tanimlamaktadir.
Bulgularimizda iki popiilasyon ic¢in hesaplanan Teta S degerleri neredeyse esit olarak
bulunmustur. Bu durum normal ve Hb D-Los Angeles popiilasyonlar1 i¢in ortak bir
gensel kokeni temsil ederken, Teta m degerleri, ¢ift farkliliklarim1 referans alarak
hesaplanmas1 nedeniyle iki popiilasyon i¢in farklilik ifade etmektedir. Hb D-Los
Angeles mutasyonunun polimorfik framework odaklar iizerindeki degistirici etkisi bu

testte de ¢ift farkliliklar1 sayilarini degistirerek kendini gostermektedir.

Son olarak normal ve Hb D-Los Angeles popiilasyonlarinin framework analizi
sonuglarina baglanti dengesizligi (Linkage Disequilibrium, (LD)) testi uygulanmigtir
(bkz. Tablo 4.20 ve 4.21). Birbirine yakin yerlesimli genler ve polimorfik odaklar
kusaklar boyunca bir arada kalitilirlar. Boylece yeni haplotipler veya frameworkler
(rekombinant iirlinler) ortaya ¢ikmamaktadir. Bu olaya baglanti (linkage) adi verilir.
Baglant1 dengesizligi (LD) ayni1 kromozom iizerinde ya da farkli iki kromozom iizerinde
yer alan iki ya da daha fazla lokustaki allellerin rastlantisal olmayan baglantilaridir.
Belirli lokuslardaki polimorfizmlerin rastgele olmayan sekilde birliktelikleri onlarin
baglant1 dengesizligi (LD) ile Ol¢iiliir. Baglanti dengesizligi kavraminda tiim bireylerde
aynt allel ya da ayni framework tiirliniin secilmesi durumu aranmaktadir. Arlequin
yaziliminda LD sonuglarinin istatistiksel olarak anlamliliginin belirlenmesi i¢in Ki-Kare
test istatistigi kullanilmaktadir. Ki-Kare testi ile ‘‘iki lokus arasinda LD vardir’
seklinde kurulan Hy hipotezinin ret edilip edilemeyecegine karar verilmektedir.
Istatistiksel olarak P < 0.05 sarti saglandiginda Hy hipotezi kabul edilir. Sifir (Ho)
hipotezinin kabul edilmesi, degiskenlerin birbirinden bagimsiz olmadigi, diger bir
ifadeyle, degiskenler arasinda baglant1 bulundugu anlamini tagimaktadir. Calismamizda,
normal popiilasyondan elde edilen baglanti dengesizligi sonuclarina bakildiginda tiim
lokus ciftleri arasinda istatistiksel olarak anlamli (P < 0.05) bicimde LD belirlenmistir
(bkz. Tablo 4.20). Bu durum normal popiilasyonda gozlenen framework ¢esitliliginin ve
sikliklarinin sonraki nesillerde de mevcut dagilimini koruyacagini gostermektedir.
Ancak Hb D-Los Angeles popiilasyonundan elde edilen baglanti dengesizligi
sonuglarina bakildiginda sadece (2, 3) lokus ciftinde (P = 0,08517), istatistiksel olarak
P > 0.05 olacak bi¢cimde LD tespit edilmemistir (bkz. Tablo 4.21). Diger lokus ciftleri
arasinda istatistiksel olarak anlamli (P < 0.05) bicimde LD belirlenmistir. Bu sonug,
Tablo 4.18° de Hb D-Los Angeles popiilasyonu icin Hardy-Weinberg denkligi
bulgusundaki 3. lokusun (P < 0.05) Hardy-Weinberg dengesinden sapmasi ile uyumlu
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olarak framework cesitliliginin normal popiilasyondan farkli olmasini aciklamaktadir.
Ayni kromozom iizerinde birbirine ¢ok yakin yerlesimli genlerin ya da polimorfik
odaklarin mayoz sirasinda par¢a degisimine ugramasi (crossing over) ve birbirinden
bagimsiz olarak bir sonraki kusaga kalitilmasi ¢ok zordur. Boylelikle birbirine yakin
yerlesimli genler ve polimorfik odaklar kusaklar boyunca bir arada kalitilmakta ve yeni
haplotipler (rekombinant iirlinler) ortaya ¢cikmamaktadir. Ancak, Hb D-Los Angeles
popiilasyonu LD sonuglarina gore, istatistiksel olarak 2. ve 3. lokuslar arasindaki
baglant1 giiciiniin diisiik olarak belirlenmesi, birbirine yakin konumda bulunan bu iki
polimorfik odagin Hb D-Los Angeles mutasyonu etkisi ile mayoz sirasinda parca
degisimine ugrayarak birbirlerinden bagimsiz bicimde bir sonraki kusaga aktarilmig

olabilecegini diistinmemize neden olmaktadir.
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6. SONUC

Tiim bu degerlendirmeler 1s18inda, haplotip analizi verileri kullanilarak
gerceklestirilen istatistiksel analizlerden elde edilen bulgular, normal ve Hb D-Los
Angeles mutasyonlu bireylerin olusturdugu popiilasyonlarin gensel olarak ortak bir
kokene sahip oldugunu giiclii bir sekilde desteklemektedir. Beta geni de dahil olmak
iizere, tiim beta globin gen ailesini temsil eden 7 polimorfik odagin test edilmesi ile
gerceklestirilen haplotip analizinin aksine, framework analizi sadece beta genini temsil
eden ve Hb D-Los Angeles mutasyonuna yakin 5 polimorfik odagin test edilmesi ile
gerceklestirilmistir (bkz. Sekil 5.2 ve 5.3). Framework analizi verilerinin istatistiksel
olarak degerlendirilmesi ise haplotip analizi verilerinin istatistiksel olarak
degerlendirilmesinden farkli olarak iki popiilasyonun ortak gensel kdken bulgusunu
desteklememektedir. Ancak, Framework analizinin LD, Hardy-Weinberg denkligi, teta
S, Tau gibi istatistik sonuclari, iki popiilasyon arasindaki bu farkli koken bulgusunun,
Hb D-Los Angeles mutasyonunun etkisi ile ortaya ¢ikabilecegini diisiinmemize neden
olmaktadir. Calismamizda tartisilan tim bulgular, model olarak sectigimiz Hb D-Los
Angeles mutasyonunun diinyada farkli kokenleri temsil eden cesitli haplotipler ile
iliskili olmasi, Denizli yoresinde normal popiilasyon ile karsilastirildiginda gensel
olarak ortak koken bulgusunun desteklenmesi, framework sonuglarinin Hb D-Los
Angeles mutasyonunun polimorfik odaklarin ¢esitlenmesinde etkili olabilecegi
bulgusunu desteklemesi, iki popiilasyonda da tek bir jenerasyondan son biiyiikliigiine
ulagmasi icin gecen zamanin (Tau) giiniimiizden oldukca eski bir tarihi ifade etmesi gibi
nedenlerden dolayr bu mutasyonun diinyanin farkli bolgelerinde bulunmasini, yakin
zamana ait tarihsel gog¢ yollar ile iligkilendirilerek aciklamaya ¢alismanin oldukca giic

oldugunu diisiinmemize neden olmaktadir.

Sonug olarak polimorfik odaklar kullanilarak yapilan gensel analiz ¢alismalarinin
giderek yayginlagsmasi ile elde edilen verilerin, mutasyon olusum islergelerinin
tartisilabilmesi ve bu noktadan hareketle olasi gen tedavisi caligmalarinin

yapilabilmesinde degerli katkilar saglayabilecegi diisiiniilmektedir.
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