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OZET

DENizZLi YORESINDE GOZLENEN Hb D-LOSANGELES
MUTASYONUNUN BETA GLOBIN GEN AiLESIi HAPLOTIiP
ANALizi

Oztiirk, Onur
Y Uiksek Lisans Tezi, Biyofizik ABD
Tez Damismant: Prof. Dr. Erol Omer ATALAY

Denizli yoresinde anormal hemoglobinler ve beta talasemiler, T.C. Saglik
Bakanligi Denizli Hemoglobinopati Merkezi verilerine gore % 3.5 oramndadhr.
Denizli ili, Ulkemizde Hemoglobinopati Kontrol Programi uygulanan 33 il
merkezinden bir tanesidir. Anormal hemoglobinler ybremizde toplum sagligi
acisindan onemli kalitsal hastaliklar arasinda yer almaktadir. Denizli yoresinde
gbzlenen  anormal hemoglobinler icerisnde  Hb D-Los  Angeles
[b121(GH4)GIu® GIn], % 57.8 oram ile en stk gbzlenen anormal hemoglobindir.
Diger taraftan yoremizde Hb S [b6(A3)Glu® Va], Hb G-Coushaita
[b22(B4)Glu® Ala], Hb E-Saskatoon [b22(B4)GIu® Lys|, Hb C [b6(A3)GIu® Lys],
Hb Jiran [B77(EF1)His® Asp], Hb Beograd [p121(GH4)Glu® Val] gibi hemoglobin
turlerine de rastlanmaktadir.

Hb D-Los Angeles [b121(GH4)Glu® GIn]’ a iliskin ¢alisma sayisi, bu anormal
hemoglobin tirdnin Hb S [b6(A3)GIu® Val] e oranla daha az gorilmes ve belirgin
bir saglik sorunu olusturmamas: nedeni ile az sayidachir. Ozellikle beta globin gen
ailesi haplotip calismalar: belirtilen nedenlerle yaygin degildir. Yayinlanmis tek
calisma PAU Tip Fakiltes Biyofizik Ana Bilim Dal1 tarafindan yapilan ve dinyadaki
dordincli 6zgun odag tammlayan calismadir. Ulkemizde Hb D-Los Angeles
[b121(GH4)GIu® GIn] olgularindaki beta globin gen ailesi haplotiplerine iliskin,
ayrintil1 veri bulunmamaktadir.

Tez calismasinda; yoOremizde siklikla rastlanan Hb D-Los Angeles
[b121(GH4)GIu® GIn] mutasyonu tasiyan bireylerde, e-globin, GgAgglobin, y b-
globin, d-globin ve b-globin genleri Uzerinde bulunan toplam yedi odak igin, beta
globin gen ailesi haplotip analizi yapilmistir. Elde edilen sonuglara gore, yoremizde
goOzlenen olgularin buyik oranda Akdeniz kusagi haplotip | [+ - - - - + +] ileiliskili
oldugu saptanmustir. Bu haplotipin norma popllasyonda da ilk sirada olmasi
mutasyonun yerel haplotip Uzerinde gelismis oldugunu dustindirmektedir.

Anahtar Kelimeler: Hb D-Los Angeles, Hb D-Punjab, Beta globin, Haplotip



ABSTRACT

THE BETA GLOBIN GENE CLUSTER HAPLOTYPESASSOCIATED
WITH Hb D-LOS ANGELESIN DENIZLI PROVINCE

Oztiirk, Onur
M. Sc. Thesisin Biophysics
Supervisor: Prof. Dr. Erol Omer ATALAY

March 2007, 40 pages

In Denizli province of Turkey, carrier rate for abnorma hemoglobins and beta-
thalassemiasis 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 Denizli province, the most common abnormal hemoglobin variant is Hb
D-Los Angeles [b121(GH4)Glu® Gln] with a frequency of 57% of the total abnormal
hemoglobins observed. In addition, Hb S [b6(A3)GIu® Val], Hb G-Coushaita
[b22(B4)Glu® Ala], Hb E-Saskatoon [b22(B4)GIu® Lys|, Hb C [b6(A3)GIu® Lys],
Hb Jiran [B77(EF1)His® Asp], Hb Beograd [B121(GH4)Glu® Val] are aso
observed.

Since Hb D-Los Angeles is not an hemoglobin variant presenting a severe clinical
picture, the research on this mutation is not commonly seen in the related literature.
Regarding to the beta globin gene cluster haplotypes, the data is not available in
detailed manner for the Turkish cases observed. There is only one exception that the
Pamukkale University Medical Faculty Department of Biophysics has recently
published a novel haplotype [- + - - + + +] which is known as the fourth haplotype in
the published cases in the world population. Considering all these information, the
beta globin gene cluster haplotypes in association with the Hb D-Los Angeles cases
for the Turkish population, especially in Denizli province is not known.

In this study, beta globin gene cluster haplotype analyses was done for the Hb D-
Los Angeles cases observed in Denizli province. According to our results;, Hb D-Los
Angeles mutation observed in Denizli province is in association with Mediterranean
haplotype | [+ - - - - + +]. In normal population the highest frequency haplotype is
also Mediterranean haplotype | [+ - - - - + +]. Our results demongtrates that the Hb D-
Los Angeles should have arosen mostly on local M editerranean haplotype I.

Keywords: Hb D-Los Angeles, Hb D-Punjab, Beta globin, Haplotype
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1.GIRIS

Toplum sagligi agisindan 6nemli kalitsal hastaliklar arasinda yer alan anormal
hemoglobinler ve sebep olduklart saglik sorunlari, 1959 yilinda, M.F. Perutz ve
arkadaslarinin (Perutz 1968) hemoglobin yapisini tarif etmelerinden gunimiize dek
bircok arastirmaci tarafindan galisma konusu olmustur. Anormal hemoglobinlerden
kaynaklanan saglik sorunlarinin temeli gensel (gene 6zgti) oldugundan, mimkin olan
tedavi yontemi yine gen kaynakli olmalidir. GUnumizde bu ydnde calismalar
bulunmakla birlikte hentiz gen tedavisi uygulamas: olanakl1 degildir. Bunun sonucu
olarak, anormal hemoglobinlerin, evlilik 6ncesi tamda saptanmasi ve dogum Oncesi
tan: ile saglikli bireylerin dogumuna katkida bulunulmasi, tim dinyada oldugu gibi

Denizli yoresinde de uygulanan tek gegerli korunma yontemidir.

Hemoglobin molekuli ile yapilan galismalarla birlikte, farkli cografyalarda, farkl
mutasyonlara sahip ¢ok sayida anorma hemoglobinin varligi bilinmektedir (Globin
Gene Server 2007). Bu anorma hemoglobinlerden Hb D-Los Angeles
[b121(GH4)GIu® GIn], yoremizde gdzlenen hemoglobin mutasyonlar: igerisinde, en
yiksek bulunma ylizdesine sahiptir (Atalay 2005). Insan beta globin gen ailed,
kromozom 11'in kisa kolunda 60 kilobaz uzunlugunda bir bolgeyi kapsamaktadir.
Beta globin gen ailes Uzerinde, belirlenmis odaklarin restriksiyon enzimleri
kullanillarak incelenmesi haplotip analizlerinin temelini olusturmaktadir. Haplotip
analizleri, incelenen mutasyonlarin gensel kdkenlerinin ortaya gikarilmasinda yararl
veriler olusturabilmektedir. Bu verilerin elde edilerek degerlendirilmesi, ilgili
mutasyonlarin izlenmesinde antropolojik yaklasimlara katkida bulunmakta olup,
ayrnica mutasyonlarin olusum mekanizmalarinin tartisiimas;, bu mekanizmalarin
modellenmes ve bu noktadan hareketle olasi gen tedavisi yaklasimlarina da degerli
katkilar saglayabilecegi dustntlmektedir. Bu tez calismasinda, yoremizde siklikla
rastlanan Hb D-Los Angeles mutasyonuna iliskin olarak beta globin gen ailesi

haplotiplerinin ortaya konulmas: 6ngorulmektedir.
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2.GENEL BIiLGILER

2.1 Hemoglobin yapia veislevi:

Hemoglobin, hem gruplar: igeren, zayif kovalent olmayan baglar ile birbirine bagli
dort globin zincirinden olusmus dordincul (tetramerik) yapiya sahip bir molekuldur.
Globin zincirleri turlerine gore, iki 6zdes afa (o veya () ve beta (e, vy, & veya B)
globinler olarak adlandirilir. Temel olarak hemoglobinin, oksjenin solunum
organindan dokulara, karbondioksit ve protonlarin dokulardan solunum organina
tasinmasi olmak Uzere iki islevi bulunmaktadir. Bunun yaninda hemoglobinin, kann
ve dolayl1 olarak diger vicut sivilarimn pH degerini sabit tutma Ozelligi de vardir.
Hemoglobinin  bu 06zelligi deoksihemoglobinin  protonlara olan ilgisinden
kaynaklanmaktadir. Bu bakimdan, hemoglobin molekilti hem kandaki yiksek
derisimleri hem de igeriginde yer alan aminoasitlerin fizyolojik pH’ ye yakin olan
pK’ lar1 sayesinde guclu bir tampon sstemi olusturmaktadir. Bu Ozellikleri ile
hemoglobin molekuill, eritrositler icerisinde islev gormektedir (Bermek 1997, Wada
2002, Celebi 2005).

Insan saf oksijen soludugunda dahi, kanda oksijenin kismi basinct 101,3 kPa (760
mmHg) olacagindan, 100 cm? kan iginde, fiziksel yoldan 2,3 cm?3 oksijen ¢ozlinebilir.
Oysaki insanin dinlenim halinde bile oksijen gereksinimi bu degerden ¢ok daha
yuksektir (5 cm® oksijen/100 cm?® kan). Kandaki derisimi 15 gr/100 ml olan
hemoglobin molekulleri, fiziksel yoldan kanda ¢ozlinebilen oksijen miktarinin 65 kat
fazlasint kimyasal yoldan baglayabilmekte ve oksijen tasimminda temel bir rol
oynamaktadir. Bu yol ile kandaki oksijenin % 97’ s hemoglobine bagli olarak taginir
(Pehlivan 2004, Hardison 1998). Hemoglobin, i¢inde bulundugu ortamdaki derigim
degisimlerine gore, yapisal olarak, oksijene ilgis dusik olan T (tense-gergin) veya
yuksek olan R (relaxed-gevsek) formlarim aabilir. T formundan farkli olarak R
formunda tuz kopruleri bulunmamaktadir. Ayrica oksijen baglama egilimleri arasinda
3,5 kcal/mol enerji farki vardir (Bettati 1998).

Hemoglobin yapisi ve islevi termodinamik agidan ele alindiginda, yapisal modeli
ve islevi ile termodinamik kanunlari arasinda tamamen bir butinlik oldugu
gorulmistur. Hemoglobinin farkl: fizyolojik kosullarda gosterdigi degisik yapisal ve

islevsel Ozellikler, allosterik etkilesimlerin termodinamik agidan incelenebilmesini
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saglamistir. Hemoglobinin oksijen ile iligskis sicaklik, DPG ve IHP degiskenlerine
bagli olarak Gibbs serbest enerjisi (AG), entalpi (AH) ve entropi (AS) gibi
termodinamik nicelikler agisindan incelenmistir. DPG hemoglobinin oksijene olan
ilgisini azaltir. Hemoglobine oksijen ve DPG baglanmas: arasinda ters bir iligki
vardir. DPG, hemoglobinin o ve B zincirleri arasindaki bir bosluga baglanir.
Hemoglobin T durumunda iken, zincirler arasinda bir DPG molekuiltintin girebil ecegi
kadar bosluk olusur ve DPG bu bolgeye baglanarak T formunu kararli hale getirip,
hemoglobinin oksijene ilgisini azaltmaktadir. R durumuna gegis ise DPG’ nin
baglandig: cebi daraltir ve bu nedenle DPG yapidan ayrilir. DPG ve IHP derisiminin
artmast hemoglobinin T yapiya gegmesi ve oksijene egiliminin azalmasi anlamina
gelmektedir. Yapilan bir ¢calismada deneysel olarak sicaklik arttiginda Gibbs serbest
enerjisinin daha negatif degerlere degistigi gozlenmistir. Bu degisim, hemoglobin
molekuline DPG veya IHP baglandigi ve bunun sonucunda da Gibbs serbest
enerjisinin azalarak sistem tarafindan is yapildigim gostermektedir. Kuramsal olarak
dabiyolojik 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 yasalari ile
tanimlanmaktadir (Pehlivan 2004, Celebi 2005, Bordbar 2006).

2.2 Hemoglobin tirleri:

Hemoglobin, yasamin embriyonik, fetal ve eriskin donemlerinde yapisal
farkliliklar gosterir. Tim normal hemoglobinler dordincul yapida olup, iki afa (o) ve
iki beta (B) globin zincirlerinden olusur. Eriskin ve fetal hemoglobinler afa globin
zincirine ek olarak, beta (Hb A, a,pB2), delta (Hb Az, a20;) veya gama globin zinciri
(Hb F, azy.) ile yapilanmistir. Embriyonik hemoglobinler ise, alfa globin benzeri
zincirler (¢, zeta zincirleri) ile gama (Hb Portland, {xy,) veya epsilon globin
zincirlerinin (Hb Gower 1, »e2), (Hb Gower 2, aoep) dordincil yapiyr olusturmast
sonucu meydana gelir (Ho 2000). Bu hemoglobinler alfa ve beta globin genlerinin
kontrol U altinda sentezlenmektedir. Alfa globin gen ailesi kromozom 16, beta globin
gen ailesi ise kromozom 11’ de yer almaktadir (Sekil 2.1).

Hemoglobin sentezinde, ilgili genlerin kontroli molekilsel agidan DNA’nin
denetimi altinda gergeklesmektedir. Bununla birlikte DNA’ daki kodlar, RNA araciligt

ile bir protein olan hemoglobine donismektedir. DNA’y1 olusturan nikleotid
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dizilerinin sahip oldugu bilgiye gore, hemoglobinin dordincil yapisim olusturan
bilesenler olan globinler Uretilmektedir. Gen duizeyindeki bilginin akisi; replikasyon,
transkripsiyon, translasyon evrderi ile agiklanmaktadir (Sekil 2.2). DNA bilgisinde
yer alan farkliliklarda, DNA’ daki bilginin RNA’ ya aktarilmasi (transkripsiyon) ve
RNA’ daki bilginin proteine donustirilmes (trandasyon) asamalarinda olusan
hatalarda, protein anormallikleri gozlenir.

Forurnoemn 16 krnmasim 11
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Sekil 2.1 insan globin genleri ve Uretim donemleri semasi (Ho 1999 )

d
b . .
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Sekil 2.2 Santral dogma (a.Replikasyon, b.Transkripsiyon, c.Translasyon, d.Ters
Transkripsiyon)
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2.3 Anormal Hemoglobinler:

Y apisal hemoglobin bozukluklar: gogunlukla, alfa veya beta globin zincirlerindeki
tek amino asit degisimlerinden kaynaklanmaktadir. Bazi mutasyonlar ise tek ya da
daha fazla nukleotid eklenmesi (insertion), cikmasi (deletion) veya globin genlerinin
yeniden duzenlenmesi ile olmustur. Alfa globin zinciri 141, beta globin zinciri 146
amino asit icerir. Globin genlerinin yapisinda bulunan ekzonlardaki DNA dizilerinde
olusan mutasyonlar, amino asit kodlarini degistirir. Bunun sonucu olarak, kalitsal
klinik sorunlara sebep olan anorma hemoglobinler olustugu gibi, herhangi bir klinik
belirti gbstermeyen ve kalitim yolu ile aktarilabilen anormal hemoglobinler de ortaya
cikmaktadir (Weatherall 2001, Ho 1999).

Diinya ¢apinda 700 Uzerinde farklt anormal hemoglobin bildirilmistir (Huisman
1996). Turkiye geneli gbz o6nlne alinarak yapilan ¢alismada ise, 42 adet anormal
(Altay 2002). Bu

hemoglobinlerden 13 tanes a globin zincirinde, 24 tanesi § globin zincirinde, biri de

hemoglobin  toriniin ~ varligrt  gosterilmistir anormal
d globin zincirinde yer almaktadir (Tablo 2.2). Evlilik dnces tarama programinin
uygulandigi Denizli yoresinde, T.C Saglik Bakanligi Denizli Hemoglobinopati
Merkezi verilerine gore, anormal hemoglobinler ve p-talasemi tasiyiciligi oram % 3.5
olarak saptanmugtir. Ayrica, Denizli yoresinde gdzlenen anorma hemoglobinlerin
cesitliligi ve bulunma oranlar1 ile ilgili calisma yapilmis olup, sonuglart
yayinlanmistir (Tablo 2.1). Bu sonuglara gore, Denizli yoresinde gbzlenen anormal
dagilimina bakildiginda % 57.8
[b121(GH4)GIu® GIn] birinci sirada yer amaktadir (Atalay 2005). Turkiye geneline

bakildiginda ise, Hb D-Los Angeles % 0,2 bulunma siklig: ile ikinci en yaygin

hemoglobin ile Hb D-Los Angeles

anorma hemoglobin ¢esididir (Altay 2002). Bu yayinlanmis veriler, yoremizde Hb
D-Los Angeles 1in yaygin olarak gozlendigini ortaya koymaktadir.

Tablo 2.1: Denizli yoresnde saptanan anormal hemoglobinler (Atalay 2005)

Anormal Hemoglobin M utasyon Bulunma yiizdes (%)
Hb D- Los Angeles B121(GH4)Glu --->GIn 57,8
Hb S B6(A3)Glu--->Val 21,9
Hb G-Coushatta 22(B4)Glu--->Ala 15,6
Hb E- Saskatoon B22(B4)Glu--->Lys 31
Hb C B6(A3)Glu--->Lys 1,6
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Tablo 2.2 Tirkiye' de saptanan anormal hemoglobin turleri (Altay 2002)

Anormal Hemoglobin

Mutasyon

a - globin zincirinde olusan mutasyonlar ve neden olduklar: anormal hemoglobinler

Hb O-Padova a30(B11) Glu ---> Lys (GAA--->AAG)
Hb Hasharon a47(CE5) Asp---> His (GAC--->CAC)
Hb Montgomery a48(CEb6) 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 a75 (EF4)Asp--->His (GAC--->CAC)
Hb Moabit a86(F7) Leu--->Arg (CTG--->CGG)
Hb M-lwate a87(F8) His-->Tyr (CAC--->TAC)
Hb Capa 094(G1) Asp--->Gly (GAC--->GGC)
Hb G-Georgia a95(G2) Pro--->Leu (CCG--->CTG)
Hb Strumica a112(G19) His--->Arg (CAC--->CGC)
Hb J-Meerut al120(H3) Ala-->Glu (GCG--->GAG)

B - globin zincirinde olusan mutasyonlar ve neden olduklari anormal hemoglobinler

Hb S B6 (A3) Glu--->Va (GAG--->GTG)
Hb C 6 (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-iran 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--->CGQG)
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 JAntakya B65 (E9) Lys--->Met (AAG--->ATG)
Hb City of Hope B69 (E13) Gly--->Ser (GGT--->AGT)
Hb Jiran B77 (EF1) His-->Asp (CAC--->GAC)
Hb G-Szuhu B80(EF4)Asn--->Lys (AAC--->AAAveya AAG)

Hb istanbul Saint Etienne

B92 (F8) His--->GIn (CAC--->CAA veya CAG)

Hb N-Batimore

B95 (FG2) Lys—>Glu (AAG-—>GAG)

Hb Kéln B98 (FG5) Vd--->Méet (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--->Va (GAA--->GTA)
Hb Sarrebourg B131 (H9) GIn--->Arg (CAG--->CGG)

Hb Brockton

B138 (H16) Ala—>Pro (GCT-—->CCT)

y - globin zincirinde olusan mutasyonlar ve neden olduklari anormal

hemoglobinler

Hb F-Baskent

| y128 (H6) Ala--->Thr (GCT--->ACT)
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2.3.1 Beta globin gen ailesi; yapi veislevi

Alfa ve beta globin gen ailéleri iginde bulunan genler hemoglobin sentezi igin
amino asitleri kodlamakla gorevlidir. Alfa globin gen ailesi (5'-C-a2-a1-3") kromozom
16'mn kisa kolunda bulunurken, beta globin gen ailesi (5-e-G,-A,-yn-6-p-3)
kromozom 11'in kisa kolunda yaklasik 60 kb’ lik bir alanda yer almaktadir. Daha
once belirtildigi gibi, her iki gen ailesinde yer alan genler, insanin gelisim evrelerine
bagli olarak ifade edilir. Her iki beta globin gen ailesinden zeta ({) ve epsilon (g)
embriyonik donemde, gama (G,, A,) genleri fetal donemde, delta (5) ve beta (B)
genleri ise eriskin donemde ifade edilmektedir. Ayrica beta globin gen ailesi icinde
herhangi bir amino asit kodlamayan dolayisi ile protein trini olusturamayan psddo
(yn) geni yer almaktadir (Ho 2000, Chen 1990). Beta globin geninin 5' ucunda,
yaklasik olarak 16 kb uzunlugunda beta geni kontrol bolges (B LCR) yer almaktadir
(Levings 2002) (Sekil 2.3). Betageni kontrol bolgesi, protein sentezi asamasinda beta
globin genlerinin ifade edilmesinde diizenleyici rol oynamaktadir (Ho 2000, Hardison
1998, Athanassiadou 2004). Tum beta globin genlerinde ortak olarak 3 ekzon ve 2
intron bulunmaktadir (Sekil 2.3). Ekzonlarda yer alan DNA dizileri ilgili proteini
kodlamaktadir. Yine, her genin 5' ucu tarafinda yaklasik 50 niikleotid uzunlugunda
bir cap bolges ve protein sentezini baslatan kodon (AUG) yer almaktadir. Ekzon
[11" tin sonunda ise dur kodonunu takip eden ve Poli A kuyruguna kadar uzanan DNA
dizisi bulunmaktadir. Bu dizi transkripsiyonun bitis sinyalini icermektedir. Poli A
kuyrugu (AAT AAA) ise mRNA'nin kararliligint ve ribozomlara baglanmasim
saglamaktadir.

Beta globin gen ailes gibi tim gen aileleri, Grdnleri 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
olmugtur. Bu islergelerin kesfedilmesine yonelik, beta globin gen ailesinin icindeki
polimorfizm odaklar1 son 20 yil igerisinde arastiricilarin ilgisini ¢cekmistir (Currat
2002). Gen ve protein dizeyinde yapilan galigmalar sonucu, gen gesitlenmes,
mutasyon islergeleri ve molekulsel evrim sireci ile ilgili yeni yaklasimlar ortaya
cikmustir. Gen cesitliliginin olusmasinda gen duplikasyonu en dnemli islergelerden
biridir. Gen duplikasyonundan sonra olusan gen kopyalarinda, islevini kaybettikleri,

yeni islevler kazandiklar: ya daislevierini kismen yerine getirebildikleri mutasyonlar
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gerceklesebilir (Aguileta 2004). Gen duplikasyonlari genellikle yeniden diizenlenmis
yapilanma (recombination) olayindan sonra gerceklesir (Papadakis 1999). DNA dizi
homolojisi igeren iki kromozom boyunca, esdeger pozisyonlardaki genetik bilgi degis
tokusuna yeniden dizenlenmis yapilanma adh verilmektedir. Gen donisimi (gene
conversion), DNA’nin yeniden diizenlenmis yapilanmasi sonucu ortaya cikar. Gen
donisuma iki yakin ve baglantili gen arasinda, karsilikli olmayan (non-reciprocal)
gensel degis tokus olarak tammlanmaktadir (Sekil 2.4). Bu bakis acisi altinda, beta
globin gen ailesi Uzerinde yeniden diizenlenmis yapilanma ve gen doniisimini konu
alan caligmalarda, 3' ucuna yakin, delta (5) ve beta (B) genlerini iginde bulunduran
yaklasik 9 kb uzunlugundaki bolgede 6nemli oranda yeniden yapilanma saptanmustir
(Currat 2002) (Sekil 2.3). Sicak nokta (hot spot) olarak adlandirilan bu bélgede genler
arasi uzaklik az oldugu icin yeniden yapilanma oramt yiksek oldugu gosterilmistir
(Schneider 2002, Falchi 2005, Currat 2002). Beta globin gen ailesi icindeki genler
yapi, islev ve organizasyonlar1 ile gen duplikayonu ve molekilsel evrim
arastirmalarina buyik destek saglayabilmektedir. Beta globin gen ailesi tzerinde,
ilgili arastirmalara ve tez calismamiza konu olan haplotip analizi, gensel koken
incelemel erinde siklikla kullanlan bir yontemdir.

intron intron

el e (eaEE—

Beta geni

B-LCR
—A—
3 Gy Ay v 5 B
5 3
10kb 0 10kb 20kb 30kbE kb E40kb 50kb 60kb 70kb
- —
: Sicak :
nokta

Sekil 2.3 Insan beta globin gen ailesi, LCR bolgesi ve Sicak nokta (Ho 2000, Currat
2002).
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Y eniden diizenlenmis
yapilanma:

Ad =S Az i

Ag: —j—r—i>
e
Al A2
Gen donusiamd:

A PIEN A <>
i i i i

Ag:

—

Aq i Azj Aq

Sekil 2.4 Yeniden diizenlenmis yapilanma (recombination) ve gen dontisumu (gene
conversion) islergeleri (Lajoie 2005).

2.3.2 Haplotip analizi:

Haplotip analizi, polimorfizm gosterebilen odaklarin PCR yontemi ile gogaltilip,
RFLP yonteminin uygulanmas: ve elde edilen sonuclarin mutasyon tasiyan allel ile
olan iliskilerinin istatistiksel olarak degerlendirilmesi islemidir. Polimorfizm,
herhangi bir sorun yaratmayan, bolgesel nikleotid degisimleri olarak tarumlanir.
Polimorfizmler, nesilden nesile kaitiima Ozelliklerinden dolay1 gensel koken
arastirmalar1 icin oldukga degerlidir. SO0z konusu polimorfizmlerin yerlerini
belirleyebilmek icin restriksiyon endonikleazlar kullariimaktadir. Restriksiyon
endonikleazlar, kendilerine 6zgu nikleotid dizilerini tamyarak kesebilmektedir.
RFLP, DNA dizis Uzerinde yer alan tammlanmis enzim kesim bolgelerinin, bu
bolgelere 6zgu restriksiyon enzimleri yardimu ile izlenmesini saglayan bir yontemdir.
Bu yonteme gore, DNA dizisinde, restriksyon enzimine 6zgl enzim kesim

bolgelerinin bulunmas art1 (+), bulunmamasi eksi (-) isaretleri ile temsil edilir (Sekil
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2.5). RFLP yontemi uygulandiktan sonra sonuclar, agaroz DNA eektroforezi ile

gOzlemlenir.

Alleler
12

1
Bl LV AN A 1)
[

ALL A G
I
TP A A 1)

Sekil 2.5 Haplotip analizinin temel yaklasim
(" ":Restriks yon enzimi, Enzim kesim bolgesi; o: Var e:Yok)

Bu polimorfik odaklar yeniden duzenlenmis yapilanma (recombination),
duplikasyon ve gen donisumi (gene conversion) islergelerinin trind olduklarindan,
haplotip caligmalar: ile elde edilen sonuglar, gensel koken arastirmalarinda oldukca
degerli veriler olarak kabul edilmektedir. Bu verilerin degerlendirilmesi ve anlamli
hale getirilmesi, ale caligmalar1 ve istatistik tabanli yazilimlar ile mimkin
olmaktadir. Arlequin (ver 3.1) yazilimi, bu amaca yonelik olarak gelistirilmis ve
populasyon genetigi verilerinin islenmesinde kullanilmaktadir (Excoffier, Laval ve
Schneider 2006). Bu tez calismasinda mutasyon tasiyan alleller ile popilasyon
arasindaki iliskiyi belirlemek icin kullalan arlequin yazilim, ML (Maximum:-
Likelihood) yontemi ile EM (Expectation Maximization) agoritmasini kullanarak
haplotip sikliklarini  hesaplayabilmektedir. ML (Maximum-Likelihood) yontemi
gensel koken arastirmalar: igin oldukga iyi bir degerlendirme olanag1 saglar (Weir
2006). Arlequin (ver 3.1) yaziliminda EM algoritmasinin galisma ilkesi baslica dort
adimda incelenebilmektedir. Ik adimda, program haplotip frekanslarim rasgele
degerlendirmekte, ikinci adimda ise bu verileri kullamp Hardy-Weinberg esitligine

dayal1 olarak her fenotip icin beklenen genotip sikliklarin hesaplamaktadir. Uglinc
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adimda, yeni olusan haplotip ve genotip sikliklar ile karsilastirir, son adim olan
dordincti adimda ise epsilon degerini, 6nceden tamimlanmis degerle karsilastirarak
haplotip sikliklar: dengeye ulasincaya kadar ikinci ve tgunct adimlar: tekrarlar. Sekil
26'da arlequin (3.1) yazilimi kullamlarak Hb D-Los Angeles igin yapilan
calismadaki yazilim ayarlar1 ekram gosterilmistir.

S=1ES

%« Arlequin 3.1 [C:/arlequinfhbd/Hb D Los Angeles Haplotip Analizi (Denizli).arp]
File View Options Help
3 0pen project ¥ View project [ View resuts B View Log file (Z) Close project | [ Stat [i] pause [=] Stop

F‘mject] Structure Editor  Settings ].&.rlequin Configura’[inni Project Wizard] Impart data]

Reset ‘ Load ‘ Save ‘ [ Lse EM slgorithm to estimate ML haplotype trequencies

ARLEGUIN SETTINGS
E ® Calculation seftings

B < Genetic structure
2 AMOVA
2 Population comparisons
2 Population diferentiation

@ Genotype assignment

E ® Haplotype inference

3 ELB algorithm

EM algorithm

E @ Linkage disequilibrium
2 Hardy-Weinberg

EM algorithm settings
Perfarm EM algorithm at the

(* Haplatype level ( Locus level (™~ Haplotype and locus levels

Epsilon value; | 1e-7 = Significant digits for output; | 5 -

Mo, of starting pointz for EM algarithm: 50
Maximum number of terations: 1000

Ma. of loci orders; ) _I?

[~ Use zipper version of EM
[ Recessive data

W Estimate .d. through bootstrap

Mo, of bootstraps to perform: 500
S0

Mo, of starting poirts for s.d. estimations:

2 Pairwise linkage
O Mantel test
2 Mismatch distribution
& Molecular diversity indices
2 Neutrality tests
General settings

Sekil 2.6 Arlequin (3.1) yazilimi igin ayarlar ekran.

Bu uygulama ile elde edilen haplotipleme sonuclarinin, Hb D-Los Angeles
mutasyonu tasiyan alel ile iliskis belirlenebilmektedir. Sekil 2.6'da, gdistirilmis
yeni stiriim arlequin (3.1) yazilimina ait uygulama 6rneginde gorulecegi Uzere, gensel
cesitlilik incelemeleri, F-istatistigi ve populasyonlar arast gensel iliskiler, LD (linkage
disequilibrium) ve poptlasyon ici ¢esitlilik, coklu genotiplere ait gametik faz
degerlendirmeleri, nifus dagilimlar: ve yayginlik testleri, Hardy-Weinberg kesin testi,
molekilsel cesitlilik analizi (AMOVA) gibi poptlasyon genetigini ilgilendiren birgok
konuda veri degerlendirme olanag: saglamaktadir (Excoffier ve Heckel 2006).
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2.3.3Hb D-LosAngeles

D-Punjab, D-Nort Carolina, D-Portugal, D-Chicago ve Oak Ridge isimleri ile de
bilinen Hb D-Los Angeles mutasyonu, beta zinciri kodon 121'de G>C baz yer
degistirmes ile glutamik asit yerine glutamin gelmes sonucu olusan amino asit
fakliligindan kaynaklanmaktadir. Hb D Los Angeles klinik olarak belirti vermeyen
bir anorma hemoglobin turtdir. Daha once bdlirtildigi tUzere, Hb D-Los Angeles
Denizli yoresinde gozlenen anorma hemoglobin tirleri icinde % 57.8 siklik ile ilk
sirada yer almaktadir. Ayni zamanda, Denizli yoresinde yapilan ¢alismada Hb D-Los
Angeles [b121(GH4)Glu® GIn] olgularina 6zgl beta globin haplotiplerine ait, yeni
bir haplotip ¢esidi bildirilmistir (Atalay 2007-a).

Hb D-Los Angelesin ayirici tarmisi ilk olarak kromotografik ve elektroforetik
Ozelliklerinden yararlanarak iyon degistirici kolon kromatografisi ve hemoglobin
elektroforezi teknikleri kullamlarak yapilmaktadir. Protein diizeyinde yapilan bu
tetkiklerden sonra gen dizeyinde, PCR Urininin redstriksiyon enzim analizi
yapilmaktadir. 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 nukleotid dizilimi gostermektedir. Gen diizeyinde yapilan bu analiz igin, gift
iplikli DNA (dsDNA-double stranded) Uzerinde yer adan 5-GAATTC-3' dizisini
tamyarak kesen, EcoRI restriksiyon endonikleaz kullanilmaktadir. Sekil 2.7 de
gosterildigi gibi mutasyon tasiyicisi bireylerde, PCR yontemi ile cogaltilan ilgili

alele 6zgl PCR Urtni EcoRI enzimi tarafindan kesilememektedir.

2ALITS S trenrills

5% GLAATTC- 3"
3- cTTAATG- 5"

B ik W DRLa L ade e Sz
1.3, 5.7 tForms NCR 2Ok @61 ko)

4 Florra MR amacaar endr ke simi 4552 be, 309 by

TG & cHa T Lo o it cuesien AR hES35F b, 309 b

Sekil 2.7 Hb D-Los Angeles EcoRI enzim kesimi (Ustel 2006)
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Tez calismamizda, yoremizde skhikla rastlanan Hb D-Los Angeles
[b121(GH4)GIu® GIn] mutasyonu tasiyan bireylere ait, beta-globin gen ailesi
icerisindeki e-globin, GgAg-globin, y b-globin, d-globin ve b-globin genleri tizerinde
bulunan toplam yedi enzim kesim bdlgesi igin bes adet Restriksiyon enzimi

kullanilarak haplotip analizi yapilmas: amaglanmaktadir (Sekil 2.8).

}

3 4ka

R . , - R

Hinc Il Hind 111 Hinc I Avall Hinf |

<
<

Sekil 2.8 Haplotiplemede kullanilan odaklar ve beta globin gen ailesi igerisindeki evrimsel
iliskiler. Enzim kesim boélgesi (1), gen dontstmi (X), baskilanmis gen (-)
(Currat 2002, Chen 1990).

Beta globin gen ailesi haplotip analizleri, antropolojik veriler olusturabildigi gibi,
aym zamanda da mutasyonlarin olusum islergelerinin tartisilabilmes ve bu noktadan
hareketle olasi gen tedavisi calismalarimin yapilabilmesine de, degerli katkilar
saglayabilmektedir. Bu bakis agisi altinda; elde edilmes hedeflenen Hb D-Los
Angeles haplotip c¢esitleri ile literatr haplotipleri arasinda karsilastirmali analizin
yararli olacagi 6ngorulmektedir. Tablo 2.3'de literatlirde tammlanmis bazi haplotip

tard ornekleri verilmektedir.

Tablo 2.3 Beta globin gen ailesi icin tanimlanmis bazi haplotip turleri (Falchi 2005).

Haplotip 5-e Gg Ag 5-yb 3-yb 5-b 3-b
Hincll | Hind 11 | Hind 111 | Hincll | Hincll | Avall Hinf |

I + - - - - + +

I - + + - + + +

i - + - + + +

\% + +

Vil + - - . - . +

VIII - + - + +

IX + + + + +
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3. GERECLER VE YONTEMLER

Tez calismamizda kullanilan, Hb D-Los Angeles [b121(GH4)GIu® GIn]
mutasyonu tasiyan bireyler ile norma bireylere ait DNA ornekleri Pamukkale
Universitesi Tip Fakiltesi, Biyofizik Anabilim Dali Hemoglobinopati DNA
arsivinden ainmigtir. Hb D-Los Angeles mutasyonu tasiyan bireylerden kan
alinirken, kendilerine veya ebeveynlerine bilgilendirilmis onay formu verilerek yazil
onaylar1 alinmaktadir. Bilgilendirilmis onay formu ile yazili onaylart alinmig
kisilerden elde edilen DNA ornekleri, Biyofizik Anabilim Dali DNA arsivine anonim
olarak konulmaktadir. Normal ve mutasyon tasiyicisi bireylere ait beta globin gen
bolgeleri, uygun primerler kullamlarak PCR yodntemi ile gogaltilmistir. Haplotip
andizinin devam eden asamalarinda ise sirasi ile enzim kesimi ve idatistiksel

degerlendirme galigmalar: yapilmistir.

3.1. Genomik DNA izolasyonu:

1. Potasyum EDTA’ I1 tplere, bes ml kan 6rnegi aindi.

2. Bir ml kan 6rnegi Uzerine bes ml 1x retikulosit tuz ¢ozeltis eklenip karistirild:
ve 600 g' de 15 dakika santrifujlenerek Ust sivi atildi.

3. Cokelti Uzerine 1x retikulosit tuz ¢ozetisi eklendi ve 600 g'de 15 dakika
santrifujlendi. Bu islem en az g kez uyguland:.

4. Son c¢Okelti Uzerine U¢ ml soguk lizat cozetis eklendi ve cozdti
berraklasincaya kadar buz icerisinde bekletildi. Cozelti berraklastiktan sonra
1900 g’ de 15 dakika santrifujlendi ve Ust sivi atildh.

5. Bu gokelti Uzerine, bir ml 1x STE ¢Ozeltis eklenerek karistirildi ve 1900 g’ de
15 dakika santriflijlendi ve Ust sivi atildi. Bu yikamaislemi iki kez tekrarland.

6. Nukleer pellet Gizerine, 0,45 ml 1x STE c¢Ozeltis eklendi ve mikrosantrifij
tiptne aktarildi. Uzerine 100ug/ml derisiminde proteinaz-K ve % 1 SDS
eklendi.

7. Tup 37 °C' ta2-4 saat veya gece boyu bekletildi.
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8. Inkiibasyondan alinan tlp tzerine esit miktarda doymus fenol ¢cozeltisi eklendi
ve 11.000 g de 15 dakika santriftjlendi. Ust sivi temiz mikrosantrifuj tiptine
aktarildi.

9. Ust sivi Uizerine esit miktarda, kloroform / izomamilalkol (24:1) eklendi ve
11.000 g’ de 15 dakika santrifujlendi.

10. Ust sivi ainip Gizerine 1/10 oraminda 3 M sodyum asetat (pH:5) ve saf etanol
eklendi. DNA tup igerisinde belirginlesinceye kadar bekletildi. DNA ipliksi
gorunim adiktan sonra steril mikrosantrifiij tUpd igerisine aktarildi.

11. Tap igerisindeki DNA Uzerine %70’lik etanol eklendi ve 11.000 g de 15
dakika santriftjlendi.

12. Etanol atildiktan sonra steril saf su ile ¢ozuldu.

13. Elde edilen DNA'nin derisimi (O.D2g0) degeri “Eppendorf DNA Fotometre”
ile tespit edildi.

Kullamlan ¢ozeltiler:

8 bx Retikulosit tuz ¢ozeltis:
Potasyum klorir 25 mM,
Magnezyum klordr 35mM,
Sodyum klorir 686 mM

8 Lizat ¢ozdtis:

Potasyum bikarbonat 10 mM,
Amonyum klordr 155 mM,
Disodyum EDTA 0,1 mM
§ STE cozeltisi:
Sodyum klorir 100 mM,
TrissHCI 10 mM,
EDTA1mM
8 Proteinaz K (Amresco, 20mg/ml)
§ 10x SDS:
SDS, (% 10 ¢ozelti)
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3.2 EcoRI enzim kesimi ve DNA dizi analizi:

Hb D-Los Angeles mutasyonunun gen duizeyinde tamsim yapabilmek igin, 121.
kodonu igeren 861 bg¢ uzunlugundaki PCR Urini icerisinde yer alan 5-GAATTC-3'
dizisini tamyarak kesen, EcoRl restriksiyon enzimi kullamilmistir. PCR Grtinini elde
etmek icin Tablo 3.1'de verilen primer dizileri kullamlarak, Tablo 3.2'deki PCR
kosullart uygulanmugtir. PCR sonucu % 1'lik agaroz jel elektroforezinde olumlu
bicimde dogrulandiktan sonra EcoRl restriksiyon enzimi ile kesim yapilmuistir.

EcoRIl kesimi icin elde edilen PCR drunleri 3.3.2° de belirtilen ydntemle
temizlenmistir. Alkol ¢oktirme yontemi ile temizlenen PCR Urtintinden 10 pl alinarak
2 pul EcoRI tamponu (10x), 7 ul steril saf su, ve 1ml 10 u/pl EcoRI enzimi eklenerek
37°C’ de gece boyu bekletilmistir. Bekletme siiresinin sonunda kesim Grunleri % 1’

lik agaroz jelde gbzlenerek kayitlanmustir.

Tablo 3.1 PCR yonteminde kullamlan primer cifti ve 6zellikleri.

Primer Adi Primer Dizis
PAM 200 (36-mer) 5-Biotin-AAA TTA GGA TCC CAA TGT ATC ATG CCT
CTT TGC ACC-3
PAM 201 (36-mer) 5-TAT AAT AAG CTT GAG TCA AGG CTG AGA GAT GCA
GGA-3

Tablo 3.2 EcoRI PCR karsimi ve uygulama bigimi.

PCR bilesenleri Tek tup icin miktar Derisimler
DNA (0.03 ug/ul) 2ul 0,06 pg/ 50 pl
Tampon (Buffer BIORON 10X) 5ul 1X
dNTPuix (BIORON, 0.5 mM) 5ul 0,05 mM
Mg"™ (BIORON, 16 mM) 5ul 1,6 mM
Primer 1 (10 pmol/pl) 2ul 20 pmal
Primer 11 (10 pmol/ul) 2ul 20 pmal
Tag DNA polimeraz (BIORON, 1 w/ul) 5ul 0,2u/ 50l
Steril dH,O 24l -
Toplam Hacim 50 ul 50 ul

PCR Uygulamasi: 95°C 5 dak 6n denatiirleme, 94° 30 sn, 65° 25 sn, 72° 30 sn 25 dongl, 72°C 5 dak.
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Hb D-Los Angeles mutasyonunun gen dizeyinde tammlanmasi igin ikinci olarak
DNA dizi analizi teknigi kullanilmugtir. Dizi analizi yonteminde, Beckman Coulter
Genome Lab™ Methods Development Kit Dye Terminator Cycle Sequencing Kit'i
ile PCR yontemi kullanilarak hazirlanan DNA pargalarimn nikleotid dizileri
saptanmigtir. Sekil 3.1’ de Hb D-Los Angeles mutasyonunun dizi analizi yontemi ile

tammlanmasina yonelik bir drnek gosterilmistir.

SATCACTTTGGCAAA|IGAATTCCACCC 3 lleri
FITAGTGAAACCGTTTICTTAAGTGGGS Geri

EcoRI Bdlgesi
5 GAATTC 3 —» Normal dizi (Geri)
5 GAATT(S)3 — Heterozigot Hb D-Los Angeles mutasyonuna 6zgu dizi
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Sekil 3.1 Heterozigot Hb D-Los Angeles mutasyonunun, geri primer kullanilarak
dizi analizi ile tammlanmasi.(S: G/C)

3.3 Haplotip analizi

Beta globin gen ailesine 6zgu haplotip analizi icgin, Sekil 3.2'de verildigi gibi
toplam yedi odak kullamimustir. Bu odaklar sirasi ile 5'e, Ay, Gy, 5'yB, 3'yB, 58, 3B
seklinde dizilmistir. Her odak ayr1 ayr1 uygun primerler ile cogaltiimakta ve ayr1 ayri
elde edilen PCR drunleri ilgili odaktaki polimorfizme 6zgl restriksiyon enzimleri ile

kesilerek ortaya gikan kesim parcalar: agaroz jelde tarmmlanmaktadir

€ Gy Ay v S B
I 1T 11 1
Hinc Il Hind 111 Hinc Il Avall Hinfl

Sekil 3.2 Haplotip analizi icin kullanilan restriksiyon enzimi kesim odaklari.
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3.3.11lgili odaklarin PCR yéntemi ile gogaltilmas::

Beta globin gen ailesi igerisinde yer alan, yedi enzim kesim bolgesi, bolgelere
ozgu primer ciftleri kullamlarak PCR yontemi ile cogaltildi. ilgili bolgelerin
cogaltiimas: igin Tablo 3.3' de verilen 50 pl’ lik PCR karisimi hazirlandi. Bu PCR
karisimi icerisindeki, enzim kesimi icin kesim bolgelerini gogaltacak olan primer
ciftleri ve enzim kesim bolgelerine 6zgu restriksiyon enzimleri ile, ilgili odaklar
Tablo 3.4' de gosterilmistir.

PCR yontemi ile gogaltim islemi, sicaklik dongl cihazi (Technegene Thermo
Cycler) kullanilarak Tablo 3.5'de verilen programlar ile yapildi. Daha sonra, elde
edilen PCR urund, % 1’ lik agaroz jelde yuritulerek, jel goruntileme cihazi ile

gorunttlendi.

Tablo 3.3 PCR karigimu.

PCR bilesenleri Tek tup icin miktar Derisimler
DNA (0,03 pg/ul) 2l 0,06 pg/ 50 pl
Tampon (Buffer BIORON 10X) 5ul 1X
dNTPuix (BIORON, 0,5 mM) 5ul 0,05 mM
Mg"* (BIORON, 16 mM) 5ul 1,6 mM
Primer | (10 pmol/pl) 2l 20 pmol
Primer 11 (10 pmol/ul) 2l 20 pmol
Tag DNA polimeraz (BIORON, 1 u/ul) 5l 0,2 u/ 50 pl
Steril dH,O 24 ul -
Toplam Hacim 50 pl 50 ul




Tablo 3.4 ilgili odaklara 6zgu restriksiyon enzimleri ve primer ciftleri
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. i PCR
Odak RE* Primer cifti o
urunu
. : PRE 105—-5-TTC CTG TTT GAT GAC AAA TTC-3'
S'e Hinc |1 760 bg
PRE 106—5-AGT CAT TGG TCA AGG CTG ACC-3
: PRE 102—5-AAG TGT GGA GTG TGT ACA TGA-3'
G, Hind Il 781 bg
PRE 103—5-TGC TGC TAA TGC TTC ATT ACA A-3'
: PRE 103—5-TGC TGC TAA TGC TTC ATT ACA A-3'
A, Hind 111 766 bg
PRE 104—5-TAA ATG AGG AGC ATG CAC ACA C-3
. : PRE 107—5-GAA CAG AAG TTGAGA TAG AGA-3'
S'yB Hinc Il 701 bg
PRE 108—5-ACT CAG TGG TCT TGT GGG CT-3'
. : PRE 109—5-TCT GCA TTT GAC TCT GTT AGC-3'
3y Hinc 11 592 bg
PRE 110—5-GGA CCC TAA CTG ATA TAA CTA-3
. PRE 111-5-GTG GTC TAC CCT TGG ACC CAG AG-3
5B Avall 328 bg
PRE 112—5-TTC GTC TGT TTC CCA TTC TAA ACT-3'
. : PRE 113—5-AGT TAGAGG CTT GAT TTG GAG G-3'
3B Hinf | 638 bg
PRE 114-5-GTT AAG GTG GTT GAT GGT ACC-3'
*: Restriksiyon Enzimi
Tablo 3.5 PCR igin kullanilan sicaklik dongu cihazi programlari.
Odak Sicakhik donguleri Sicak ik Sire Dongl sayist
Gy Denatirleme 94°C 30sn
A, Primer eslesmesi (annealing)  55°C 15sn
5'B Primer uzamas: (extension) 72°C 30sn 30
3B 72°C 5 dak
Denatiirleme 94°C 30sn
o't Primer eslesmesi (annealing)  50°C 15sn
3'vp Primer uzamasi (extension) 72°C 30sn 30
72°C 5 dak
Denatiirleme 94°C 30sn
Primer eslesmesi (annealing)  53°C 15sn 20
5' _ .
v Primer uzamasi (extension) 72°C 30 sn

72°C 5 dak
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3.3.2 PCR urunlerinin saflastirilmas::

Genomik DNA kullanilarak cogaltilan PCR drunleri, etanol ¢oktirme yontemi
ile saflagtirildi
1. PCR reaksiyonu karigimi, 1,5 ml’lik mikrosantrifj tptine konuldu ve Uzerine
1:10 hacim sodyum asetat ve 800 pl saf etanol eklendi. Bu karisim yaklasik 1 saat
-20°C’de bekletildi.
2. Ornekler 12.000 rpm’ de 15 dk. santrifuijlendikten sonra tist sivi uzaklastirildh.
3. Cokelti Uzerine 200 pl % 70 lik etanol eklendi ve 12.000 rpm'de 2 dk.
santrifijlendi. Santrifijlemeden sonra Ust sivi uzaklastirildi. Bu yikamaislemi 3 kez
tekrarlandh.
4. Yikama igsleminden sonra gokelti, vakumlu santriftij (Speed Vac) ile kurutuldu.

COkelti tizerine 20-30 pl steril dH0 eklenerek enzim kesimine hazir hale getirildi.

3.3.3 PCR urunlerinin ilgili restriksiyon enzimi ile kesimi:

Beta globin gen ailesi icerisindeki enzim kesim bolgelerini iceren PCR rdnleri
ile bu bolgelere 6zgu restriksiyon enzimleri kullanilarak hazirlanan karisimlar ve
bekletme sireleri Tablo 3.6'da gosterilmektedir. Ilgili odak icin elde edilen
restriksiyon enzim kesimleri %1-1.5 ‘luk agaroz jelde gbzlemlenerek kayitland:.

Tablo 3.6 Bolgelere 6zgli enzim kesim karigimlar: ve bekletme stireleri.

Gy, Ay Hind |11 Enzim kesimi karisim 5'¢, 3y, 5'yp Hinc Il Enzim Kesimi karisim
Tek tipicin; Tek tipicin;
10 pl - PCR Urdnti 10 pl - PCR Urdni
2 ul - Tampon (Buffer NEB2 10x) 2 pl - Tampon (Buffer Tan. Fermentas 10x)
1 w - Hind 11l enzimi (NEB 20 wpl) 0.1 pl - Hinc 1l enzimi (Fermentas 10 w/pl)
7 ul - Steril dH,0O 8ul - Steril dH,O
20 pl - Toplam karisim 20 pl - Toplam karigim
Karisim 37°C’ de gece boyu bekletildi Karigim 37°C’ de 2 saat bekletildi
5B Avall Enzim Kesimi karisimm 3'B Hinf | Enzim Kesimi karisim
Tek tipicin; Tek tipicin;
10 pl - PCR drdnti 10 pl - PCR Urdni
2 pl - Tampon (Buffer Bme 18lI) 2 pl - Tampon (Buffer R+)
0.5ul - Avall enzimi (BIORON 5 wpl) 0.5 pl - Hinf | enzimi (Fermentas 10 w/pl)
7.5 pl- Steril dH,O 7.5yl - Seril dH,0
20 pl - Toplam karigim 20 pl - Toplam karisim
Karisim 37°C’ de 2 saat bekletildi Karigim 37°C’ de 2 saat bekletildi
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3.4 Haplotip sikliklarinin belirlenmesi:

Elde edilen enzim kesimi sonuglarinin degerlendirilmesi amact ile, popilasyon
ici ve populasyonlar arasi gensel veriler Uretilmesine yonelik, temel yontemler ve
istatistiksel testleri iginde bulunduran Arlequin (3.1) yazilimi kullanidmigtir. Hb D-
Los Angeles mutasyonu ile iliskili haplotipin belirlenmesi amaci ile bu yazilimdan
yararlanilmigtir. Normal ve Hb D-Los Angeles mutasyonu tasiyan bireylerin

haplotipleri ile bu haplotiplere ait allel sikliklar1 hesaplanarak tammlanmustir.
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4 BULGULAR

Hb D-Los Angeles mutasyonu tasiyan ve norma bireylere ait DNA Ornekleri,
Pamukkale Universitesi Biyofizik Anabilim Dali Hemoglobinopati DNA arsivinden
alinmis olup, anonim bigcimde kullamlmigtir. Hb D-Los Angeles mutasyonu
tasiyicisi 40 bireye ait DNA orneklerinin, EcoRI enzim kesim bolgesi iceren 861 bg
uzunlugundaki DNA parcast PCR yontemi ile cogaltilmistir. Elde edilen PCR
drdinlerinin EcoRl restriksiyon enzimi ile tepkimes sonucu olusan bandlar, agaroz

DNA elektroforezi ile jel gorintileme cihazinda gozlemlenmistir (Sekil 4.1).

PAUTF-Biyofizik

EcoRI enzim kesimi

M : Marker-Strip (738 bg, 596 bg, 251 bg)

1 :(+/+), (552 bg, 309 bg), Normal 6rnek

2,3,4:(+/-), (861 bg, 552 bg, 309 bg), Hb D-Los
Angeles heterozigot érnek

37°C'de gece boyu bekletildi.

Sekil 4.1 EcoRI enzim kesimi ile beta globin geni kodon 121’ deki Hb D-Los
Angeles (GAA—CAA) mutasyonunun saptanmasi.

Normal ve Hb D-Los Angeles mutasyonu tasiyan bireylere ait DNA
orneklerinde, beta globin gen ailesi haplotip analizi igin kullamlan odaklar, geregler
ve yontemler boluminde bahsedildigi sekilde PCR yontemi kullanilarak
cogaltilmustir. PCR runleri, ilgili haplotip odagina 6zgl restriksiyon enzimi ile
kesildikten sonra ortaya ¢ikan kesim pargalari, agaroz DNA eektroforezinde 20-30

dakika yurutulmuis ve goruntileme sonrasinda degerlendirilmistir. (Sekil 4.2-8)



PAUTE-Biyofizik

5'-g bdlgesi enzim kesimi

M : Marker (100 b¢ DNA Ladder)
1: (+/-), (760 bg, 436 bg, 314 bg)
2:(-/-), (760 bg)
3: (+/+), (436 bg, 314 bg)

37°C'de 2 saat bekletildi.

Sekil 4.2 5'-¢ bolgesi, Hinc 11 restriksiyon enzimi kesim sonuglari.

PAUTF-Biyofizik

Gy bolgesi enzim kesimi

M : Marker (100 b¢ DNA Ladder)
1: (+/-), (781 bg, 436 bg, 345 bg)
2:(-/-), (781 bg)
3: (+/+), (436 bg, 345 bg)

37°C'de gece boyu bekletildi.

Sekil 4.3 Gy bolgesi, Hind 111 restriksiyon enzimi kesim sonuglari.
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PAUTF-Biyofizik

Ay bdlgesi enzim kesimi

M : Marker (100 b¢ DNA Ladder)
1: (+/-), (766 bg, 406 bg, 360 bg)
2:(-/-), (766 bg)
3: (+/+), (406 bg, 360 bg)

37°C'de gece boyu bekletildi.

Sekil 4.4 Ay bolgesi, Hind 111 restriksiyon enzimi kesim sonuglari.

PAUTF-Biyofizik

5'-yp bolgesi enzim kesimi
M : Marker (100 b¢ DNA Ladder)
1: (+/-), (701 bg, 361 bg, 340 bg)
2: (-/-), (701 bg)
3: (+/+), (361 bg, 340 bg)
37°C'de 2 saat bekletildi.

Sekil 4.5 5-yf bolgesi, Hinc Il restriksiyon enzimi kesim sonuclari.



PAUTF-Biyofizik

3'-yp bolgesi enzim kesimi
M : Marker (100 b¢ DNA Ladder)
1:(+/-), (592 bg, 470 bg, 122 bg)
2 (--), (592 bg)
3:(+/+), (470 bg, 122 bg)
37°C'de 2 saat bekletildi.

Sekil 4.6 3'-yp bolgesi, Hinc Il restriksiyon enzimi kesim sonuclari.

PAUTF-Biyofizik

5'-p bdlgesi enzim kesimi

M : Marker (100 b¢ DNA Ladder)
1:(+/-), (328 bg, 228 bg, 100 bg)
2:(-I), (328 bg)
3: (+/+), (228 bg, 100 bg)

37°C'de 2 saat bekletildi.

Sekil 4.7 5'-B bolgesi, Avall restriksiyon enzimi kesim sonuglari.

34
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PAUTF-Biyofizik

3'-p bolgesi enzim kesimi
M : Marker (100 b¢ DNA Ladder)
1:(+/-), (336 bg, 302 b¢, 213 bg, 123 bg)
2: (-1-), (336 bg, 302 bg)
3:(+/+), (302 bg, 213 bg, 123 bg)
37°C'de 2 saat bekletildi.

Sekil 4.8 3'-B bolgesi, Hinf | restriksiyon enzimi kesim sonuglari.

Beta globin gen ailesinde yer alan odaklara 6zgi enzim kesim sonuglari, Tablo
4.1 ve Tablo 4.2" de verilmistir.

Tablo 4.1' de Hb D-Los Angeles heterozigot bireylere 6zgl ve Tablo 4.2'de
normal bireylere 6zgu sonuglar yer almaktadir. Normal ve heterozigot Hb D-Los
Angeles mutasyonu tasiyan bireylere ait haplotip sonuclari, Arlequin yazilimi
kullanilarak degerlendirilmistir. Arlequin yazilim ile elde edilen sonuglar Hb D-
Los Angeles mutasyonu tasiyicisi bireyler igin Tablo 4.3 ve normal bireyler igin
Tablo 4.4’ de yer almaktadir.



Tablo 4.1 Hb D-Los Angeles heterozigot olgulara ait enzim kesim sonuclart.
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No DNA Haplotip* No DNA Haplotip*
Kodu Iy 2ol slals]|s]~ Kodu Iy 2 slals]s6]7
1 100219 -[- +H+ | +H+ -[- H+ | H+ | H+ 21 100560 -[- +H+ -[- -[- HE | H+ |
2| 100200 | #- |+ | 4 | - | H | He | 4| 22| 100863 | 4 | | - | A | o | | -
3| 100220 | 4 [ 4 | e | - [ e [ [ - | 23] w00s6a | e | | | e | o [ | e
4] 200222 | 41 |+ | 4 | - | 4 | b | b | 24| 200865 | 4 | | - | e | e | | e
5| 100233 | +- | +- | 4 | A | H- | He | b | 25| 100572 | # | | A | A | o | | -
6| 100002 | #- [ 41 | w- | - | w | e | 0| 26| 00573 | e [l | e | e | b [ [
7] 100315 [ we [ 4 | o | - | - | [ | 27| w00s7a | e [ | e | e | e | e [ e
8| 100322 | - |+ | 4~ | 4 | 40 | 4 | 4e | 28| 100576 | 4 | - | - | - | - | | 4
9| 100324 | +- |+ | 41 | - | # | b [ b | 29| 100620 | - | H | we | e | H | w0 | 4
10| 100825 | +- | #- | 4 |+ | H- | 4 | 4| 30| 100865 | #h | | A | - | e | He | e
11| 100827 | - |+ | 4+ | - | H | b | He | 31| 100666 | # | - | - | - | - | 4 | 4
12| 100830 |+ | A~ | o4 | A | - | 4 |4+ | 32| 100668 | - | - | A | - | H | w0 | e
13| 100425 | 44+ | - | o4 | A | - | e | b | 33| 100672 | - | e | e | A | H | we | e
14| 100429 |+ | A= | o4 | A | - | 4 | 4| 38| 100705 | - | e | He | e | H | we | e
15| 100430 | +- | #- | 4 | A | H- | 4 |4 | 35| 100284 | 4 | | - | e | e | | e
16 | 100437 | - |+ | 4= |+ | H- | 4 |4+ | 36| 200092 | - | 4 | A | - | H | w0 | 4
17| 100438 | +- | #- | 41 | - | H- | 4 | 4e | 37| 100218 | - | e | He | Ao | 4 | | e
18 100439 -[- ++ +/- +/- +/- +H- | ++ 38 100302 H- | HE | -[- +/- +H- | ++
19| 100525 | 44+ | - | o4 | A | - | 4 | 4+ | 39| 100803 | - | - | He | - | H | w | e
20| 100526 | 4~ |+ | A | H- |+ | - | 4| 40| 200575 | He | | - | e | H | e | e

(*) (De-Hinc 11, (2)G,-Hind 111, (3)A,-Hind 111, (4)5'y-Hinc I, (5)3yB-Hinc I1, (6)5B-Avall,
(7)3B-Hint-I




Tablo 4.2 Normal olgulara ait enzim kesim sonuclari.
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No DNA Haplotip* No DNA Haplotip*
Kodu [y 1 2]3s]a]ls]se]7 Kodu 'y 1 2s|a]ls]|s6]7
1] 200020 | - | #r | b | o | 4 | we || 38| 101345 [eme | o | e | e | e | | 4
2| 100030 [+ | - | - | | - | M| o | 39| 201349 | 4 | 4 | e | w | H | b | e
3| 100031 | - | 44+ | 4| 4 | H- | - | 4+ | 40| 201385 | 4 | o | - | A | e | 4| H
4 100034 | +/+ | +/+ -/- -[- +/- +/- +H+ 41 101365 +/- +/- -[- +/- H- | HH+ |
5| 100036 -[- +H+ -/- H+ | A+ | HA+ | A+ 42 101366 -/- +H+ -[- H+ | | A+ |
6| 100040 |+ | - | - | o | - | b | e | 43| 201367 | 4 | o | - | - | e | e | e
7 | 100050 +/- +/- -/- +/- +/- +H+ | +H+ 44 | 101372 +/- +/- -[- +/- +/- +/- ++
8| 100054 | ++ | - | - | - | - | He | e | 45| 200985 | #4 | o | - | o | - | 4| w0
9| 100058 -[- +H+ -/- H+ | A+ | HA+ | A+ 46 101000 | +/+ -/- -[- -[- -[- +/+ +/-
10| 100064 | +- | +- | 4| A | H- | - | 4| 47| 201006 | 4 | 4 | - | e | 4 | 4| H
11| 100066 | ++ | - | - | - | - | He | e | 48| 201051 | #p | 4 | o | w | H | o | w0
12| 100068 | +- | +- | - | 4 | #- | 4 | 42| 49| 101086 | #- | 4 | 4| A | 4 | 4 | 4
13| 200070 | +- | #- | - | 4 | H- | - | #- | 50| 101124 | 4 | e | b | e | w4 | 4
14| 200071 | +- | #- | - | 4 | 4 | e | #- | 51| 101026 | 4 | 4 | b | - | 4 | 4 |
15| 100076 | +- | +- | - |+ | H- | w | 4= | 52| 201130 | 4 | 4 | - | we | H | e | e
16| 100078 | +- | +- | 4l | 4 | 4 | - | #- | 53| 20182 | w | o | - | | e | # |
17| 100079 | +- | #- | 1 | 4 | 4 | - | #- | 54| 201047 |4 | o | - | | e | |
18| 100081 | +- | #- | 4l | o | - | w- | #- | 55| 101148 | - | e | - | e | 4 | e | e
19| 100083 | +- | +- | 4 | A | H- | 4| #- | 56| 201070 |4 | o | - | A | - | 4| H
20 [ 101276 +/- +/- -/- +/- +/- +H+ | +- 57 101176 -/- +H+ -[- H+ | H+ | A+ +/-
20| 201277 | A= | e | 4t | e | e | 4 | 4 | 58| 201265 | 4 | o | - | A | e | |
22| 101282 | +- | +- | - | - | 4= | 4 | 4+ | 59| 101375 | 4 | 4 | 4| A | 4 | - |
23| 101283 | +- | +- | - | - | 4 | 4| 4| 60| 201377 | we | o | - | A | e | H |
24 | 101285 +/- +/- -/- +/- +/- +H+ | +H+ 61 101407 -/- +H+ -[- H+ | H+ | A+ +/-
25| 101207 | - | 4+ | - | Ha |4 | 4| 4| 62| 100420 | #ie | o | - | A | e | H |
26| 101299 | +- | +- |+ | - | #- | 4| 4| 63| 100087 | #- | 4 | - | A | 4 | - | 4
27| 101301 | +- | +- |+ | Ao |+ | 4 | 4+ | 64| 200089 |+ | 4 | - | - | 4 | 4| 4
28| 101305 | 44+ | o | - | A | 4= | 4| - | 65| 100040 | 4 | o | - | A | e | | H
29| 101306 | - | 4+ | H- | - | 4= | 4| - | 66| 100042 |+ | 4 | - | - | 4 | - | 4
30| 201310 | +- |+ | - | Ao | 4 | 4 | 4| 67| 100045 | o | e | 4 | e | 4 | 4| 4
31| 201311 | 4+ | o | - | A | 4 | 4 | 4| 68| 200047 | 4 | o | - | A | - | |
32| 201319 |+ | #- | o | - | 4 | 4| - | 69| 100048 | - | 4 | H | A | 4 | 4| H
33| 101323 | +- | +- |+ | Ao |+ | 4 | 4+ | 70| 200051 | 4+ | o | - | A | e | |
34| 101324 | 41+ | o | - | - | 4 | 4 | we | 70| 200077 | 4 | # | e | e | 4 | 4 | 4
35| 101322 | +- | +- | 4+ | - | 4= | 4 | 4+ | 72| 200080 |+ | 4 | - | A | - | - | H
36| 101330 | - | 4+ |+ | - | 4e | 4 | 4| 73| 200255 | 4 | 4 | b | A | e | |
37| 101343 | +- | +- | - | - | 4= | 4| 4| 74| 200254 | 4 | # | - | A | - | | H

(*) (De-Hinc 11, (2)G,-Hind 111, (3)A,-Hind 111, (4)5'yp-Hinc I, (5)3yB-Hinc I1, (6)5B-Avall,
(7)3B-Hint-I




Tablo 4.3 Hb D-Los Angeles heterozigot olgulara ait haplotip analizi sonuclar.
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No Haplotip Sikhik Standart Sapma
(S9)
1 1000011 0.346909 0.057740
2 0110111 0.298632 0.054972
3 1000001 0.125000 0.038259
4 1000010 0.065592 0.031056
5 0100111 0.025000 0.017043
6 0101001 0.024241 0.017663
7 0101100 0.021908 0.016966
8 0101101 0.016351 0.015529
9 0110011 0.013868 0.013252
10 0000101 0.013109 0.012902
11 0100001 0.012500 0.013212
12 1100011 0.012500 0.012190
13 1110001 0.012500 0.012028
14 0000001 0.011891 0.012114

Arlequin Yazilhimi Degiskenleri

toplamu: 1

Epsilon degerini kontrol icin tekrarlama: 1e-7
EM algoritmas: tekrar sayisi: 50

Allel sayisi: 80

En fazla tekrar sayisi: 1000

SS degerlendirmesi igin tekrar sayisi :1000

Toplam olas: haplotip sayisi: 92
Olasi haplotiplerin sikliklar: toplami: 1

Toplam listelenmis haplotip sayisi: 14

Listelenmis haplotiplerin sikliklar

SS karsilagtirma sayisi: 50




Tablo 4.4 Normal olgulara ait haplotip analizi sonuclari.
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No Haplotip Sikhk Standart Sapma
(SS
1 1000011 0.266653 0.044010
2 0101111 0.146688 0.036171
3 1000010 0.125874 0.034472
4 0110111 0.062640 0.024809
5 1000000 0.054387 0.027891
6 1000001 0.051454 0.025449
7 0101100 0.045303 0.023963
8 0110101 0.039325 0.020220
9 0101110 0.032222 0.022535
10 0101101 0.029105 0.021453
11 0100000 0.020265 0.012699
12 0110001 0.018860 0.014217
13 0110000 0.016561 0.013095
14 0111100 0.014477 0.010523
15 1000110 0.011957 0.009981
16 1000111 0.009946 0.009528
17 0100111 0.009725 0.008447
18 1101110 0.009232 0.008806
19 1100111 0.007497 0.007517
20 1101111 0.006757 0.008336
21 1101101 0.006757 0.007170
22 1100001 0.006757 0.006687
23 0100100 0.004017 0.005628
24 1110100 0.003542 0.004885
Arlequin Yazilimi Degiskenleri
Epsilon degerini kontrol icin tekrarlama: 1e-7  Toplam olasi haplotip sayist: 128
EM algoritmast tekrar sayisi: 50 Olasi haplotiplerin sikliklar: toplam:: 1
Allel say1st: 148 Toplam listelenmis haplotip sayist: 24
En fazla tekrar sayisi: 1000 Listelenmis haplotiplerin sikliklari toplam:: 1
SS degerlendirmesi igin tekrar sayisi :1000 SS kargilagtirma sayist: 50




5. TARTISMA VE SONUC

Normal olarak, bir ture ait populasyon icinde birbirinden farkli bireyler yer
almaktadir. Popllasyon icindeki her birey, turiin baska bireyleriyle ortak genleri
paylasmasina ragmen, tasidigi pek ¢ok gen bakimindan diger bireylerden farkli bir
gensel yapiya (genotip) sahiptir. Bir genin farkli alellerinden ve allellerin,
populasyon igerisindeki farkli sikliklarda dagilimindan kaynaklanan bu degisimler,
popllasyonun bireyleri arasinda, morfolojik, fizyolojik, biyokimyasal ve davrams
Ozellikleri bakimindan gesitliliklerin ortaya ¢itkmasina neden olmaktadir. Gen ve gen
drinleri olan proteinler arasindaki bu ve benzeri gensel iliskiler konusunda

hemoglobin molekill en gok calisilan model sistemdir.

Hemoglobin sentezinden sorumlu olan genler, caisilan popllasyonun tim
bireylerinde ortak olarak yer aldig1 halde, igerdikleri mutasyonlar nedeni ile anormal
hemoglobinler ve talasemiler gibi toplumlarda gozlenen gssitlilige sebep olmaktadir.
Bu fakliliklar Hb S gibi orak hiicre anemisine yol agan ve dolayisi ile saglik sorunu
olusturan nitelikte olabilecegi gibi, saglik sorunu olusturmayan nitelikler de
tasiyabilmektedir. Hb D-Los Angeles, saglik sorunu olusturmayan bu tir bir ¢esitlilik
Ornegidir. Bu gensel cssitliliklere neden olan islergelerin tanmmlanmasina yonelik
caligmalar, gen teknolojisinin hizla gelistigi son 50 yilda birgok arastirmamn konusu
olmustur. Gensel cssitlilige neden olan mutasyonlarin gecmise donik izlenmesi
(pedigree), bu mutasyonlart tasiyan bireylerin 6nceki nesiller boyu takibini
gerektirmektedir. Ilgilenilen DNA bolgesinde yer aan polimorfizm odaklar:
kullanillarak allel sikliklari hesaplanmast ve bu yolla elde edilen verilerin
degerlendirilmesi arastiricilar tarafindan tercih edilmektedir. Ingiliz matematikgi
Godfrey H. Hardy ve Alman fizikgi Wilhelm Weinberg tarafindan gelistirilen
matematiksel bir mode olan Hardy-Weinberg (HW) kanunu kullanlarak,
populasyonlarin alel sikliklar: ile ilgili oldukga verimli sonuglar elde edilmektedir
(Klug ve Cummings 2002). HW kanunu gensel gssitliligin bir popllasyona ait
bireyler arasinda nesilden nesile kalitilabilecegini gostermektedir. ikinci olarak HW

kanunu, bir genotipin sikligimin bilinmes ile diger genotip sikliklarinin
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hesaplanabilmesini saglamaktadir. Bununla birlikte HW kanunu, bir populasyondaki
heterozigotluk sikligimn hesaplanmasi igin uygun bir yontem sunmaktadir.
Populasyon diizeyinde yapilan gensel calismalarda allel sikliklarimn hesaplanmasi ve
temd olarak HW kanununun kullanilip homozigot ve heterozigot sikliklarinin, dogal
secim, mutasyon, go¢ ve gensel siriiklenme olgulart atinda incelenmesi, iligki
(association), baglant1 (linkage), ayrim (segregation), haplotip analizi gibi konular
olasilik ve istatistik modellerinin yardimi ile gergeklestirilmektedir.

Bu bakis agisi altinda, Denizli yoresinde normal ve Hb D-Los Angeles mutasyonu
tasiyicist bireylerin haplotip andizi ile elde edilen ald sklarimin ve haplotip
trlerinin  karsilastirmalt  analizinin  yapilmast bu tez calismasimin  amacim

olusturmaktadr.

Talasemiler ve anormal hemoglobinler, diinyada ve ozellikle Glkemizin de yer
aldigit Akdeniz kusaginda karsilasilan en yaygin kalitsal hastaliklar arasinda yer
amaktadir (Weatherall 2001, Yildiz 2005). Calismamiza model olarak sectigimiz
anorma hemoglobin olan Hb D-Los Angeles [b121(GH4)Glu® GIn], Turkiye
genelinde gorilme siklig: agisindan ikinci sirada yer alan bir anormal hemoglobin
turuddr. Bu hemoglobin tartnun gorulme sikhigr % 0.2 olarak verilmektedir (Altay
2002). Bu durum yoremiz igin faklilik gostermektedir. Yodremizde evlilik 6ncesi
tarama caismalarinda karsilasilan anorma hemoglobinler arasinda, Hb D-Los
Angeles % 57.8 ile ilk sirada yer almaktadir (Atalay 2005).

Beta globin gen ailes, drinleri hemoglobin molekilinin yapisinda yer alan alt
birimleri kodlayan bolgesel gen grubudur ve 11. kromozomda yer almaktadir. Beta
globin gen ailesi igerisinde saptanan polimorfik odaklar ¢zellikle, Hb S ve beta
talasemi mutasyonlarina iliskin bicimde ¢esitli arastirmacilar tarafindan incelenmistir.
Birgok molekilsel sorun ile iliskis nedeni ile beta globin gen ailesine 6zgu
polimorfizm odaklar1 son 20 yil igerisinde arastiricilarin ilgisini ¢cekmistir (Currat
2002, Chen 1990, Falchi 2005).
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Tez caligmamiza konu olan Hb D-Los Angeles mutasyonu temel bir saglik sorunu
olusturmamasina karsin, goreceli olarak nadir bigimde gorilen bir hemoglobin
turuddr. Hb D-Los Angeles dinyada siklikla gozlenen anorma hemoglobin
turlerinden bir tanesidir. Bunun yam sira Hindistan' da ve kuzeybat: Cin' de yaygin
bicimde gbzlenmesinden 6turd, mutasyonun Orta Asya kokenli oldugu ve gogler yolu
ile yayildig1 hipotezi bulunmaktadir (Fioretti 1993). Bu hipotezin tartisilabilmesi igin,
dunyanin farkli bolgelerinde yapilan Hb D-Los Angeles haplotip analizi
caligmalarinda, ilgili mutasyonun ¢ogunlukla Akdeniz kusagi haplotip | [+ - - - - + +]
ile iligkili oldugu gosterilmektedir (Perea 1999, Fioretti 1993, Rahimi 2006). Bunun
yaminda bu anormal hemoglobine iliskin farkli gensel kokenleri tammlayan iki adet
yeni haplotip tirt de bildirilmistir. Tayland’ da bes aileyi kapsayan haplotip analizi
caligmasinin verileri dogrultusunda, Hb D-Los Angeles a ait yeni bir odak olan [- + +
- + + +] haplotipi tammlanmustir (Fucharoen 2002). Bir digeri ise, Denizli yoresinde
PAU Tip Fakiltesi Biyofizik Ana Bilim Dali tarafindan yapilan calismada rapor
edilmistir. Bu ¢alismanmin sonucuna gore, Hb D-Los Angelesa ait [- + - - + + +]
haplotipi, dinyada Akdeniz ve Tayland tipinden sonra bildirilen tGglinct farkli odak
olma 6zdligini tasimaktadir (Atalay 2007-a).

Tez calismamizda elde edilen bulgular incelendiginde (Tablo 4.3 ve Tablo 4.4),
Denizli yoresindeki Hb D-Los Angeles olgular1 ve normal bireylere ait haplotip
sikliklarinin sirast ile % 34.6 ve % 26.6 oranlarina sahip bicimde Akdeniz kusag:
haplotip | [+ - - - - + +] ileiligkili oldugu saptanmustir. Bununla beraber, Tablo 4.3’
de ikinci sirada % 29.8 siklikla yer aan [- + + - + + +] Tayland tipi haplotip ve
dglinct srada % 12.5 siklikla [+ - - - - - +] Haplotip VII olmak Uzere Denizli
yoresinin Hb D-Los Angeles mutasyonu ile iligkili haplotip turleri tammlanmugtir.
Diger taraftan, normal populasyona ait haplotip gesitlerine bakildiginda (Tablo 4.4),
ikinci sirada % 14.6 siklikla [- + - + + + +] Haplotip IX ve U¢lnct srada % 12.5
siklikla [+ - - - - + -] Haplotip V yer aimaktadir. Dunyada anorma hemoglobinlerin
kokeni ve haplotip cesitliligi ile ilgili yapilan caligmalarda, bu anormal
hemoglobinlerin Asya ve Afrika gibi bir merkezden, goc¢ yollar1 ile iliskilendirilerek
yayildig: varsayimi Uzerinde durulmaktadir. Ancak yoremizdeki Hb D-Los Angeles
ve haplotip ¢ssitliligini konu alan tez ¢alismanizda elde edilen veriler dogrultusunda,
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normal popllasyondailk sirada yer alan Akdeniz kusag: haplotip | [+ - - - - + +]" in
ayn: zamanda Hb D-Los Angeles mutasyonu tasiyan popilasyonda da ilk sirada yer
almasi, bu mutasyonun yerel haplotip olan Akdeniz kusag1 haplotip | [+ - - - - + +]
Uzerinde islergesi hentiz bilinmeyen bir sekilde gelistigini disinmemize sebep
olmaktadir. Buna ek olarak ayni Hb D-Los Angeles mutasyonunun diinyada bildirilen
Tayland [- + + - + + +] ve TUrk [- + - - + + +] tipi gibi iki farkli gensel kokeni
gosteren haplotipler ile iliskili olmasi, bu mutasyonun gocler ile yayildig1 varsayimin
acik bir sekilde desteklemedigi kuskusu tasinmaktadir. Bu kuskunun nedeni, Asya
kokenli olgulara iligkin sadece Tayland bulgusunun varligi, buna karsin Cin ve
Hindisan olgularina iliskin  herhangi bir verinin  henltiz  bilinmemesinden
kaynaklanmaktadr.

Farkl1 bir 6rnek olarak, PAU Tip Fakiiltesi Biyofizik Ana Bilim Dal: tarafindan
yapilmig ve heniiz yayinlanmak Uzere degerlendirme asamasinda olan bir ¢alismada,
yoremizde % 15.6 oramnda bulunan Hb G-Coushatta [b22(B4)Glu® Ala] anormal
hemoglobininin gensel kdkeni arastirilmig, bunun icin haplotip analizi ve dizi analizi
teknigi kullanidmastir. Calismada, Hb G-Coushatta anormal hemoglobinin [- + - + + +
+] haplotip IX ileiligkili oldugu belirlenmistir. Ek olarak gensel kdken ¢alismalarinda
ayirict bir yontem olan gergeve analizi (framework) yapilarak, bu mutasyonun kodon
2" de CAC nukleotid dizilimi gosterdigi saptanmustir. Hb G-Coushatta anormal
hemoglobinin iliskili oldugu Cin [- + + - + + 7] ve Amerikan Coushatta[- + - - + - 7]
haplotipi olmak Uzere iki farkli haplotip cesidi bildirilmistir. Aym c¢alismada, Cin
Coushatta sinin kodon 2 de CAC, Amerikan Coushatta simin ise CAT nikleotid
dizilimini gosterdigi belirtilmistir (Schneider 1964, Li 1999). Calismada ayrica Cin ve
Turk Coushatta’ si arasinda 1VS-I1 nikleotid 666 da C-T nukleotid farklilig:
saptanmistir (Atalay 2007-b). Bu veriler dogrultusunda, Denizli yoresinde saptanan
Hb G-Coushatta anormal hemoglobini gensel koken agisindan degerlendirildiginde,
daha dnce tespit edilmis iki farkli odak ile aralarinda, tarihsel go¢ hareketleri ile
iliskilendirilebilecek herhangi bir gensel yakinlik saptanamamuistir.

Beta globin gen ailesinin 3' ucu tarafinda delta (5) ve beta (B) genleriyle iliskili
yaklasik dokuz kilobaz uzunlugunda sicak nokta (hot spot) olarak adlandirilan bolge,

gen donisimi (gene conversion) ve yeniden diizenlenmis yapilanma (recombination)
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caligmalar1 icin bilgilendirici veri Uretebilen bir odaktir. Calismamizda Hb D-Los
Angelesa ait Arlequin analizi sonuglarina (Tablo 4.3) bakildiginda, sicak nokta
bolges ile iliskili olan son iki odaktaki degisimler (Ava ll ve Hinf I, Sekil 3.2), (1),
(3) ve (4) numara haplotiplerin birbirlerinden fakli gensel kokeni temsil etmesine
sebep olmaktadir. Bu haplotiplerin ilk bes odaklar1 birbirleri ile tamamen aym
olmasina ragmen, son iki odakta yer alan farkliliklardan dolay1 gesitlenme
gostermektedir. Tablo 4.3 deki (1), (3) ve (4) numaral1 haplotiplerin son iki odaklar
dikkate alinmadiginda bu t¢ haplotipin ortak siklig1 % 53.7' ye kadar ytkselmektedir
(Tablo 5.1). Ilk bes odagin, Akdeniz kusag haplotip | [+ - - - - + +] ile uyumluluk
gostermesi ve normal populasyonda dabu haplotipin ilk sirada yer aimasi (Tablo 5.2),
bu ¢ssitliligin herhangi bir go¢ olayindan ¢ok, islergesi hentiz bilinmeyen gensel bir
degisimin, yere popilasyon Uzerinde cssitlilige neden oldugu kamsim akla
getirmektedir. Hb D-Los Angeles mutasyonunun beta globin geni 121. kodonda yer
almasi, 3' haplotiplerin degisimine neden olan nokta mutasyonlar veya gen donisim
islergeleri ile iligkili olabilecegi kamsi tasinmaktadir. Beta globin genlerinin 250
milyon yillik molekilsel evrim slireci goz Onune alindiginda (Hardison 1998), bu
cesitliligi sadece tarihsel gog yollari ile agiklamaya galigmanin oldukga gu¢ oldugu
distintlmektedir.

Tablo 5.1 Hb D-Los Angeles haplotip analizi sonuglar: ve bazi haplotip gesitleri.

Hb D-Los Angeles mutasyonu tasiyan alleller ile iliskili olan haplotipler

5" hap lotip

No: Hap lotip %o (il 5 odalk) %o
1 + o= = = =4+ 34 .8
2 =+ + -+ ++ 208
3 b e + 12.5 oo 537
4 + == ==+ - 6.5
Hap lotip Cegitleri
S'-= G Ay ST-wp 3-ypp s-B 3'-p

- 5 =Y
Haplotih 45, 11 Hind 111 Hind 11T Hinc 1T Hinc 1T Av

ra 11 Hinf I
1 + = - - - + +
11 + + + + +
111 - + = + + + =
v + S S = S + S
VII + = = = = = +
VIII + - + - + -
IxX + = + + + +




Tablo 5.2 Normal olgulara ait haplotip iliskileri.

Normalolgulara ait alleller ile iliskili olan haplotip ler

) ) 5" hap lotip :
No: Hap lotip & (ilk 5 adak) ”

1 + o= ===+ 26.6

2 -+ =+ + + + 14.6

3 + o= ===t - 12.5

+ o= = - - 404

4 et 4 fi.2

S 4+ = = = = m. 54

6 4+ = = = == + 51

Tum bu degerlendirmeler 1s1g1nda, anormal hemoglobinlerin, farkli cografyalarda
farkli gensel koken yapilart gbstermesi, bu mutasyonlarin goglerle mi gesitlendigi ve
yayildigi yoksa bilinmeyen bir takim cgevresel faktOrlerin mutasyon olusum

islergelerini harekete gecirmesi sonucu mu olustugu sorusunu akla getirmektedir.

Sonug olarak haplotip analizi ¢alismalarinin giderek yayginlasmasinin, buna bagli
olarak gensel caligmalar icin veri Uretmes, antropolojik veriler olusturabildigi gibi,
ayn zamanda da mutasyonlarin olusum islergelerinin tartigilabilmes ve bu noktadan
hareketle olasi gen tedavis calismalarinin yapilabilmesinde de, degerli katkilar
saglayabilecegi disunilmektedir.
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