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OZET

ORAK HUCRE ANEMILI HASTALARDA METILENTETRAHIDROFOLAT
REDUKTAZ GENININ C677T POLIMORFIiZMiNiN BELIRLENMESI

Metilentetrahidrofolat rediiktaz (MTHFR) enzimi, folatin DNA sentezi veya

homosistein remetilasyonuna katilmasindan sorumlu bir enzimdir. Flavin adenin diniikleotid
(FAD) bagimhi bir enzim olan 5,10 metilentetrahidrofolat rediiktaz (EC 1.5.1.20),
homosisteinin metionine doniisiimiindeki remetilasyondaki metilin kaynagi olan 5,10 metilen
tetrahidrofolatin 5- metiltetrahidrofolata geri doniisiimsiiz olarak doniismesini saglamaktadir.
Enzim, folain DNA ve RNA biyosentezi isleminde folat havuzundan homosistein
remetilasyonuna katilmasini saglamaktadir. Olagan MTHFR C677T polimorfizmi, enzimin
aktivitesini ve bundan dolay:1 folatin dagilimim etkilemektedir. Homozigot TT genotipinin
ortaya c¢iktigi durumlarda folat metabolizmasinin bozulmasi plazma total homosisteinin
artmasina bagli olarak zararlara neden olmaktadir. Bu zararlar arasinda, noral tiip defekti,
kolorektal kanserler, antifolat etkili ilaglarin yan etkileri gibi cesitli patolojik sendromlar
bulunmaktadir. Bunun yaninda orak hiicre anemisindeki; fel¢ ve avaskiiler nekroz gibi ciddi
komplikasyonlarin meydana gelmesinde Onemli rol oynayan tromboz olusumuna neden
oldugu ve MTHFR genindeki bu mutasyonun total homosistein seviyesinin artmasinin ayrica
koroner kalp hastaliklarinin goériilme sikliginin arttirdigr daha onceki calismalarda rapor
edilmistir.
Bu calismada Hatay ilinde orak hiicre anemili hasta oldugu tespit edilen 50, orak hiicre
anemisi olmayan 22 bireyden alinan kan Orneklerinden DNA izolasyonu yapilmistir.
MTHEFR genotipi PCR-RFLP yontemiyle belirlenmistir. Hasta olmayan kontrol bireylerin
% 22,7’sinde, (5 birey) ve hasta bireylerin %24’iinde (12 birey) oraklasma krizlerinin
artmasina neden olan homozigot TT mutasyonun oldugu tespit edilmistir. Bu sonug
mutasyonun goriilme sikliginin hastalikla belirgin bir iliskisi olmadigin1 gostermektedir. Bu
mutasyonun frekansi, Arap ve Kafkas kokenli toplumlarda orak hiicreli anemili bireylerde
yapilan daha Onceki c¢alismalardaki %20,7’lik oranla kiyaslandiginda; Hatay ilindeki
mutasyon sikliginin bu bolgelerdeki topluma yakin oldugu gézlenmistir.

2007, 53 sayfa

Anahtar Kelimeler : Metilentetrahidrofolat rediiktaz; PCR-RFLP; Orak hiicre anemisi,
Hatay.
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ABSTRACT

THE PERFORMING C677T POLYMORPHISM OF THE
METHYLENETETRAHYDROFOLATE REDUCTASE GENE IN SICKLE CELL
ANEMIA

The enzyme methylenetetrahydrofolate reductase (MTHFR) directs folate species
either to DNA synthesis or to homocysteine (Hcy) remethylation. The flavin adenine
dinucleotide (FAD) dependent enzyme 5,10 methylenetetrahydrofolate reductase (EC
1.5.1.20) catalyzes the irreversible conversion of 5,10 methylenetetrahydrofolate to 5-
methyltatrahydrofolate, which serves as a methyl donor in the remethylation of homocysteine
to methionine. The enzyme resides at a metabolic branch point directing the folate pool
towards homocysteine remethylation at the expense of DNA and RNA biosynthesis. The
common MTHFR C677T polymorphism affects the activity of enzyme and hence folate
distribution. Under conditions of impaired folate status, the homozygous TT genotype has
been regarded as harmful because it is associated with a high concentration of plasma total
homocysteine, increased risk of neural tube defect and colorectal neoplasias, and can also
predispose individuals to adverse effects from drugs with antifolate effects. Thrombosis may
play an important role in the pathophysiology of the certain complications of sickle cell
disease, including stroke and avascular necrosis. These mutations could be called as
thrombophilic mutations  reported that a thermolabile enzyme variant was associated with
increased concentration of plasma total homocysteine which has been identified as a risk
factor for incidence of coronary heart disease . Recently, there has been increased research
about MTHFR polymorphism associated with neural tube defect, colorectal neoplasias, and
coronary heart disease. In this study we obtained genomic DNA from peripheral blood
leucocytes 50 person with sickle cell anemia and 22 person without sickle cell anemia in
Hatay. MTHFR polymorphism was determined by using PCR-PFLP method. 24% of the
individuals with sickle cell disease ( 12 person) and 22,7% of the control groups (5 person)
were homozygous for the mutation. These results do not suggest a significiant correlation
between prevelance of mutation and sickle disease. Genotype frequencies were determined
for sickle cell disease in our study is quite similar to those reported for Caucasians and Arab
population (20,7%).

2007, 53 pages

Key words: Methylenetetrahydrofolate reductase; PCR-RFLP; Sickle Cell Anemia; Hatay



I

ONSOZ

Bu calismanin amaci, Hatay bolgesi de dahil olmak iizere Tiirkiye’de oOzellikle Akdeniz
Bolgesinde yaygin bir sekilde goriilen genetik temelli bir hemeglobinopati olan orak hiicre
anemisinde, kandaki homosistein diizeyinin miktarinin artmasi ve endotelial hiicre
fonksiyonlarinin degismesine baglh olarak tromboz ve benzeri bir takim patolojik durumlara
yol acan MTHFR geninin C677T mutasyonunun polimorfizminin Hatay toplumunda ortaya
cikarmaktir. Orak hiicre anemisinde MTHFR polimorfizminin belirlenmesi, hangi hasta
profilinin orak hiicre komplikasyonlarini ne derece gelistireceginin tahmin edilebilmesi,
giiniimiizde gegerli tedavisi olmayan bu hastalik icin Onleyici stratejiler ve tedavi edici
miidahaleler sans1 dogmasina olanak taniyacaktir. Bu calismada orak hiicreli hastalardan ve
kontrol amacli hasta olmayan bireylerden alinan kan drneklerinden genomik DNA izolasyonu
yapildiktan sonra MTHFR gen bolgesi PCR yontemiyle cogaltilip restriksiyon endoniikleaz

enzimi yardimiyla kisilerin genotiplerini belirleme yoluna gidilmistir.

Bu calismayr yapmami miimkiin kilan, gerek deneysel calismalar ve gerekse tez yazma
asamasindaki katkilarindan dolay1 danismanim Prof Dr. Mahmut Caliskan’a (MKU, Biyoloji

Boliimii) tesekkiir ederim.

Bu calisma sirasinda bana yardimlarini esirgemeyen asagidaki kisilere tesekkiirii bir borg
bilirim. Bana deneysel ¢alismalarimda her tiirlii yardimda bulunup, degerli vaktini ayiran
Yrd. Dog. Dr. Birgiil Ozcan’a ( MKU, Biyoloji Béliimii). Hastalardan kan érneklerinin dogru
sekilde toplanmasi ve temini konusundaki desteklerinden dolay1 Antakya Devlet Hastanesi
Hemoglobinopati Merkezi (HEMER) hekimlerine c¢ok tesekkiir ederim. Aileme ve

arkadaslarima sabir ve desteklerinden dolay: siikranlarimi sunarim.
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1.GIRIS

Orak hiicre anemisi en sik rastlanan hemoglobinopatilerden  ikincisi olan,
hemoglobinin beta zincirini kodlayan gende meydana gelen bir mutasyondan kaynaklanan ve
kronik hemolitik tipte seyreden bir anemi tipidir. Bu mutasyon beta globin zincirinin, altinci
kodonunda bulunan adenin niikleotitinin yerine timin niikleotitinin gelmesiyle meydana
gelmektedir. Orak hiicreli anemide eritrositler oksijensiz ortamda orak sekline benzer bir
goriinim aldig1 i¢in bu hastaliga orak hiicre anemisi denmektedir. Bu hastalik ilk olarak
tamimlanan hemoglobinopatidir. Ik olarak 1904 yilinda, zenci bir hastada ortaya ¢ikarilmistir
(AKSOY, 1975). Orak hiicre anemisi tiim diinyada ailesel hemolitik aneminin en sik tipi
olarak karsimiza cikmaktadir. Akdeniz cevresinde hastaliga belirgin bir sekilde rastlanir.
Ayrica kisith alanlarda s6z konusu olmak iizere Arap yarimadasi ve Hindistan’in bazi
kesimlerinde de goriilmektedir. Orak hiicre anemisi otozomal resesif kalitim ile aktarilan tek
gen hastaliklarina tipik bir ornektir. Toplumda goriilme olasiligi akraba evlilikleri gibi

durumlarda oldukga yiiksektir (AKSOY, 1978).

Ozet olarak, DNA molekiiliindeki tek bir baz degisikligi anormal hemoglobin
molekiillerin olusmasina neden olmaktadir. Kirmizi kan hiicrelerinin oraklagsmasit ve bu
oraklagmanin cesitli organlara giden kan akiminin zarar gérmesi sonucu kalp, beyin, bobrek
gibi hayati organlarda fonksiyon yetmezligine ve bunun sonucunda Oliime neden
olabilmektedir. Orak hiicre anemisinin bugiin i¢in ©Ozel bir tedavisi yoktur, fakat ozel
yontemlerle tiip bebek merkezlerinde gelistirilen bazi tekniklerle orak hiicreli olmayan
gametlerin  secilip suni dollenmeyle bu hastalifi tasimayan bireylerin dogmasi
saglanabilmektedir. Bir bagka tedavi umudu ise kok hiicre ve genetik tedavilerdeki

gelismelerdir (ARCASOY, 2001).

Bu calismada Hatay Ilinde orak hiicre anemili hastalarindan ve hasta olmayan
bireylerden alman kan Orneklerinden izole edilen genomik DNA {izerinde, mutasyonu
sonucu kandaki homosistein diizeylerini degismesine yol acan MTHFR geninin genotipinin,
RFLP-PCR gibi molekiiler biyolojik yontemler yardimiyla belirlenmesi ve bu mutasyonun

Hatay ilindeki sikliginin saptanmasi amag¢lanmaistir.



1.1.Hemoglobinopati

Hemoglobin zincirlerinin sentezini saglayan genler 11 ve 16 sayili kromozomlarda
bulunmaktadir. 16 sayili kromozomda 2 adet alfa (o) geni (2 lokus), 11 sayili kromozomda
da bir adet beta ( B) geni, bir adet delta (3) ve iki adet gama (y) geni lokusu bulunmaktadir.
Fetal hayatta alfa ve gama genlerinin etkisiyle alfa ve gama zincirleri yapilir ve bdylece F
hemoglobini olugmaktadir. Fetal gelisimin son zamanlarinda beta ve delta genleri faaliyete
gecmekte, A ve A2 hemoglobinleri meydana gelmeye baslamaktadir. Genlerin eksikligi ve
zayiflig1 transkripsiyon ve translasyon anomalileri ya da globin sentezini yOneten haberci
RNA (mRNA) anomalisi gibi nedenlerle bazi globin zincirleri eksik yapilmakta ya da hig
yapilmamaktadir. Bu durumda cesitli talasemiler ortaya c¢ikmaktadir. Bu anomalilerin
yaninda polipeptid zinciri sentezinde yanlighklar olugsmakta ve ¢esitli anormal hemoglobinler
meydana gelmektedir. Hemoglobinin yapisal anormallikleriyle ortaya ¢ikan bozukluklara
hemoglobinopati denilmektedir (HUEHS ve FAROOQUI, 1975; WEATHERALL ve
CLEGG, 1987).

1.1.1. Hemoglobinopatilerin siniflandirilmasi

Hemoglobinopatilerin biiyiik bir ¢cogunlugu tek bir amino asitin diger aminoasit ile yer
degistirilmesiyle meydana gelmektedir. Ayrica iki amino asit substitusyonu, delesyonlar,
flizyonlar ve uzamis zincirlerde s6z konusu olabilmektedir. Bir globin zincirinin yapisal
anormallikleriyle ortaya c¢ikan hemoglobin bozukluklari hemoglobinopatileri meydana
getirmektedir. Ornegin tek amino asit degisimiyle olusan HbS’de P zincirinde N-
terminalinden itibaren 6. pozisyondaki glutamik asidin yerine valin ge¢mistir (DAVIES,
1991). Anormal hemoglobinlerin sayisi giiniimiizde 100’den fazla olmakla beraber, bunlarin
yalniz bir kismi klinik 6neme sahiptir. Fonksiyonel 6zelliklerine gore anormal hemoglobinler

sOyle siniflandirilmaktadir;

a) Fizyolojik degisiklik yapmayan anormal hemoglobinler, klinik 6nemleri yoktur.

b) Hemoglobin sentezinde dengesizlik durumlarnn veya talasemi sendromlari. Burada

hemoglobinde yap1 bozuklugu yoktur. Fakat polipeptid zincirlerinin bir tanesinin sentezi

digerlerine gore az veya ¢ok diisiik seviyelerdedir.



¢) Deforme olan hemoglobinler, Hemoglobin S ve Hemoglobin C

d) Dayaniksiz hemoglobinler; Bu hemoglobinler oksidasyona dayaniksiz olup. Heinz

cisimcikleri seklinde ¢cokmektedir.

e) Anormal “hem” fonksiyonuna sahip olan hemoglobinler. Bu grupta M hemoglobinleri
(methemoglobinemi) ile oksijene karsi ilgileri azalms ya da artmig hemoglobinler

bulunmaktadir (BUYUKELCI ve NISLI, 1996).

Hemoglobinin kalitim sekilleri degisiklikler gostermektedir. Hemoglobinopatilere bagh
bozukluklar heterozigot bir durumda ortaya cikiyorsa dominant bir kalittmdan soz edilebilir.
Eger belirtiler sadece homozigot genotiplerde ortaya cikiyorsa otozomal resesif kalitimdan
s0z edilmektedir. Buna en giizel ornek orak hiicre anemisidir. Bu hastaligin heterozigot
olmasi durumunda tasiyicilik s6z konusu olmaktadir. Eger hasta iki farkli anormal
hemoglobin genini tasiyorsa buna ¢ift heterozigotluk adi verilmektedir (KARLSSON, 1985).
Hemoglobinopatilerin olugsmasinda rol oynayan genetik olaylar cesitlidir. Genetik kod ii¢lii
kodonlar halindedir burada bir bazin dahi degismesi zincirdeki tiim amino asitlerin
degismesine neden olmaktadir. Bu olay esit olmayan caprazlamalar sonucu meydana gelen
“cerceve kaymas1” olayidir. Buna ek olarak nokta mutasyonu, ve krossingover da
hemoglobinopatilerin olugsmasina katkida bulunan genetik olaylardir (BROZOVIC, 1994).
Tek bir DNA niikleotid bazinin bir bagka bazla degismesi sonucu genetik kodun degismesine
nokta mutasyon denir. Bu genetik degisim en sik karsilasilan mutasyon tipidir. Iki sekli

tamimlanmustir.

@) Transisyon: Bir purin bazinin diger bir purin baziyla veya bir pirimidin

baziyla yer degistirmesi olayidir.

(ii) Transversiyon: Bir purin bazinin primidin baziyla yer degistirilmesi veya

bunun tam tersi bir durum sdz konusudur.

Hemoglobinopatilerin molekiiler mekanizmas1 incelendiginde bunlarin ya DNA kodonunda

nokta mutasyonu yada homolog olmayan mayotik krosingover ile olustugu goériilmektedir. Ik



olarak HbS nin bulunmasindan sonra elektroforetik olarak farkli bulunan ek varyantlar alfabe

harfleri ile isaretlenmistir (LUKENS ve LEE, 1993).

HbS: Homozigot formu orak hiicre anemisi nedenidir. B-globin geninin 6. pozisyonunda
adenin- timin niikleotitinin yer degistirmesi (GAG — GTG) sonucu glutamik asit yerine valin
amino asitinin yer almasiyla ortaya ¢ikmaktadir. Bu durum polimerizasyonu baglatmaktadir.
Hiicre i¢i fiberlerin formasyonu hiicre esnekliginde anlamli bir azalmaya ve bazen hiicre
seklinde bozukluga sebep olmaktadir. Bu rijit hiicreler mikrosirkulasyonda akimin

engellenmesine neden olmaktadir (ATILLA, 1995).

Hb C: Beta zincirinin 6. pozisyonundaki glutamik asit yerine lizin amino asitinin gecmesiyle
olusur. Elektroforetik mobilitesi yavastir. Bati Afrika’da tasiyicilarin siklign %?25’e kadar
ulasabilmektedir Periferik yaymada bagisiklik sistem hiicreleri sferositler goriilebilir. Kesin

tan1 hemoglobin elektroforezi ile konulmaktadir (WINTROBE, 1981).

Hb D: B- zincirinin 121. amino asiti glutamik asit yerine glutamin amino asitinin ge¢mesi
sonucu olusur. Homozigot Hb D’li olgular normal hemoglobin degerine sahiptirler. Eritrosit
indeksleri genellikle normal sinirlardadir. Baz1 olgularda hedef hiicreleri vardir ve ozmotik

frajilite azalmistir (WEATHERAL, 1990).

Hb E: B- zincir geninde [-globin molekiiliiniin 26. amino asitinde glutamin yerine lizin
amino asidinin gelmesine yol acan bir nokta mutasyonunun bulundugu bir hemoglobin
varyantidir. Bu mutasyon B-zincir sentezinin azalmasima yol a¢gmaktadir ve hemoglobinin
seliiloz asetat jeli tizerinde degisik bir elektroforetik hareketliligi olmaktadir ve hemoglobinin
%99’u Hb E, kalam1 da Hb F tipindedir. Hemoglobin elektroforezinde yaklasik %30 Hb E
goriilmektedir (WEATHERAL,1990).

1.1.2. Tiirkiye’de saghk sorunu olan hemoglobinopatiler

Tiirkiye’de 30’un iizerinde hemoglobinopati varyantinin oldugu bildirilmistir.
Ulkemizde hemoglobinopatilerden en sik rastlamilanlar1 sirasi ile; Orak hiicre anemisi

(Hemoglobin S), beta (B) talasemi , alfa (o) talasemi, HbD, HbO, HbO Arab ve HbE’dir. -



talasemi ve HbS iilkemizde o©nemli saglik sorununa yol actiklart halde diger

hemoglobinopatilerin goriilme siklig1 oldukga diisiiktiir (BERK ve ONDER, 1992).

1.2. Talasemiler

Talasemiler normal hemoglobin polipeptid zincirlerinin bir veya daha fazlasinin
sentezindeki eksiklik sonucu ortaya ¢ikmaktadir. Talaseminin genetik yapis1 aydinlatilmadan
once klinik siddetine gore siniflandirilmaktaydi. Major klinik bulgular ve ciddi aneminin
bulundugu duruma talasemi major, aneminin bulunmadig ve diizenli kan transfiizyonlarim
gerektirmeyen duruma ise talasemi intermedia adi verilmekteydi. Talaseminin genetik yapisi
anlasildiktan sonra talasemi majorlii ¢cocuklarin anne-babalar1 daha detayli arastirilmis ve
bunlarda eritrosit morfolojisindeki bozukluklarla birlikte hafif anemi olabilecegi
gosterilmistir ve bu duruma talasemi minor adi verilmistir. Talasemi genini tasimakla birlikte
eritrosit morfolojisinin normal oldugu ve aneminin olmadig durumlara ise talasemi minima
adi1 verilmistir. Bugiin ise talasemiler sentezi yetersiz olan polipeptid zincirinin adiyla

amlmaktadir (BUYUKELCI, 1996).
a-Talasemi

Alfa zincir sentezinin azligiyla giden tabloya o-talasemi denir. a zincirinin sentezinin
yetersiz oldugu bu sendromlarda alfa zincirinin eksikligi ile semptomlarin siddeti arasinda bir

iliski mevcuttur ve iki grupta incelenmektedir

1) Delesyon Tipi a talasemi

i) Nondelesyon Tipi

Delesyon tipi a talasemi 4 grupta incelenir;

Homozigot a-talasemi: Alfa zincirinin tam yoklugu s6z konusudur.

HbH Hastahigi: Orta siddette hemolitik anemi mevcuttur. Alfa zinciri sentezi beta zincirinin

yaklasik 1/3’ i kadardir.



o- talasemi minor: (Heterozigot alfa talasemi-1): Beta/ Alfa orami 1.25 kadardir.

Eritrositlerde sekil bozuklugu mevcuttur ancak, anemi cok hafiftir veya yoktur.

Sessiz Tasiyict Durumu : (Heterozigot alfa talasemi-2): Beta/ Alfa orami 1.15 kadardir.
Hematolojik anormallik yoktur. 3.7 ve 4.2 kilobazlik delesyonlar saptanmistir (ARCASQY,
1990).

p-Talasemi

B-talasemi, beta zincir sentez azlifiyla olusan talasemilerdir. Heterozigot sikligi Dogu
Anadolu gibi bazi bolgelerde %0,6 lik bir oranda goriilse de Tiirkiye genelinde %?2’dir
(BERK, 1992). B-globin geni 11 nolu kromozom iizerindedir ve insanda her bir homolog
kromozom iizerinde bir adet olmak iizere iki B geni bulunmaktadir. f geninin proksimalinde
sirasiyla delta ve iki farkli gama geni yer almaktadir. B-talasemide, hemoglobinin f zinciri
yapim hizi azalmistir veya B zinciri hi¢ yapilmamaktadir. B-talasemiye yol acan 130’dan fazla
molekiiler defekt tarif edilmistir. Tiirkiye’de bu farkli talasemi mutasyonlar belirli bir cografi
dagilim ozelligi gostermemektedir. Dogu Akdeniz iilkelerinde oldugu gibi Tiirkiye’de de en
sik rastlanilan talasemi mutasyonu [ geninin 1. intronunda 110. niikleotiddeki bir
mutasyondur (IVS-110 mutasyonu). Tiirkiye’de mutasyon sayisinin cok fazla olmasi ve
mutasyonlarin bolgelere gore farklilik gostermemesi populasyon genetigi acisindan cok
ilginctir. B-talaseminin; Beta zincirlerinin hi¢ yapilmadigr Betae ( o) talasemi tipi ve beta
zincirinin az yapildigt Beta+ ( [p+) talasemi tipi olmak iizere iki beta talasemi tipi
tanimlanmistir (ARCASOY, 1990). Beta + talasemi daha yaygin olup, beta zincir sentezi
normalin %5-30’u kadar azalmistir. Talasemi sendromlarimin molekiiler temeli oldukga
karmagiktir. Bazi1 vakalarda, globin yapisal gen delesyonlarn gosterilmis olsa da gen kaybinin
esit olmayan ¢aprazlagsma sonucu olustugu kanisina varilmistir. Ayrica defektif transkripsiyon
veya niikleotid mutasyonlart sonucunda da talasemi sendromlart olusabilir. Delta ve beta
zincirlerinin her ikisinin birden sentez azligiyla giden tabloya delta-beta talasemi adi
verilmistir (KAN, 1968). Beta genlerinden birinde Hb S mutasyonunun, digerinde beta
talaseminin oldugu tabloya orak hiicre/ B-talasemi sendromu adi verilmistir. Bu durumda
anemi ve hemoliz daha hafif olabilir. Bu sendromda klinik oldukg¢a heterojendir. Hb S/ B-
talasemi tanis1 koymak i¢in mutlaka aile calismasi yapilmali, anne, babadan birisinin orak
hiicre, digerinin, - talasemi tasidig1 gosterilmelidir. Sadece hastanin incelenmesi bu taninin

konulmasinda yeterli olmamaktadir. Ulkemizde Hb S/p-talasemi birlikteligine ozellikle



Mersin Antalya arasinda kalan kusakta, Alanya ve Manavgat’ta rastlanir. Hb SC birlikteligi,
Amerika Birlesik Devletleri'nde oldukca sik goriiliir. Ulkemizde ise sadece 1-2 ailede

bildirilmistir. Hastalik orak hiicre anemisi gibi seyretmektedir (GURGEY, 1996).

1.3. Orak Hiicre Anemisi

Orak hiicre anemisi otozomal resesif kalitimla gecis gosteren kronik ve hemolitik
tipte bir anemi ¢esididir. En sik goriilen ve prototip olarak kabul edilen hemoglobinopati, -
globin zincirini kodlayan gende meydana gelen bir mutasyondan kaynaklanmaktadir. Diger
anormal hemoglobinlerin  %90’inda oldugu gibi HbS de globin zincirindeki tek bir
aminoasitin degisimi ile meydana gelmektedir. Hemoglobin birbirine benzer iki cift yani dort
adet globin zinciri igeren bir tetramerdir. f zincirinde 6. sirada bulunan glutamik asit valin ile
yer degistirdiginde HbS meydana gelmektedir (Sekil 1). Orak hiicreli anemide eritrositler
oksijensiz ortamda orak sekline benzer bir goriiniim aldiklar1 i¢in bu hastaliga orak hiicreli
anemi denilmektedir. HbS ve HbD, HbS ve HbS-Arab, HbS ve Hb E birliktelikleri sz
konusu olmaktadir. Bu durumlarda orak hiicredekine benzer genelde daha hafif bir hastalik

tablosu ortaya ¢ikmaktadir (AKSQOY, 1985).

HbS oksijensiz ortamda polimerize olur ve uzun ¢omaklar olusturur, bunlar hiicrenin
gerilmesine yol acarak bikonkav disk sekli yerine orak seklindeki hiicrelerin olusmasina
neden olmaktadir (HARRIS, 1956). Hiicre tekrar oksijenlendigi zaman oraklagma bir
dereceye kadar geri donebilmektedir. Ancak tekrarlayan oraklasma ve geri donme olaylar
hiicre membranlarinda deformasyona neden olmaktadir. Eritrosit membraninin baslica yapisal
proteinleri olan aktin ve spektrin polmerize olmasindan dolay1 eritrositler tamamen
oksijenlense bile normal sekline donememektedir. Membran hasarinin olustugu bu hiicrelere

geri doniisiimsiiz (irreversible) oraklagsmis hiicreler adi verilmektedir (WINTROBE, 1981).



Hermoglobin A
romnal

Hermoglobin S5
sickle cell

Degisim bilgesi

Sekil 1. Orak hiicre anemisine yol acan nokta mutasyonun sebep oldugu aminoasit degisikligi
(RICHARD, 2000).

Oraklasan hiicrelerden; Na + , K + ,- ATPase pompasinin parsiyel yetmezligi sonucu
K + disaniya ¢ikar ve Na + hiicre igcine girmektedir. Geri doniisiimlii olarak oraklasan
hiicrelerde Na + ve K + degisimi dengelenmekte ve sonugta hemoglobin konsantrayonu ve
hiicre i¢i su dengesinde bir de§isim meydana gelmektedir. Oraklasma esnasinda hiicre
membraninin gegirgenliginin artmasi ile birlikte kalsiyum pompalarinin yetersizligi sonucu
kalsiyumun hiicre i¢indeki konsantrasyonunda bir artis gozlenmektedir. Oraklagmada
kalsiyum birikmekte, potasyum ve su kayb1 meydana gelmektedir ve yeterli oksijenasyona

ragmen oraklagsma geri doniisiimsiiz bir hale gelmektedir (FALES, 1978).

Orak hiicre anemisinde hastalik HbA’nin HbS’e doniismesinden dogmaktadir. Orak
hiicreli olgularda globulin molekiiliindeki beta () zincirinin 6. aminoasiti olan glutamik asit
yerine valin aminoasiti bulunmaktadir (Sekil 1). Bu degisiklik her iki molekiildeki iki
karboksil grubunun kaybina neden olmaktadir (DAVIES, 1991). Béylece molekiil daha ¢ok
pozitif yiik kazanmaktadir. pH 8,6’ da kagit elektroforezinde HbS molekiiliin pozitif kutuba
HbA’dan daha yavas olarak hareket ettigi gozlenmektedir. HbS diisik O2 basincinda
erimeyen  “tactoid” bi¢imindedir (YENSON, 1996). HbS iceren hiicrelerin seklinin
bozulmasi, hemoglobin polimerizasyonunun ve agregasyonunun sonucudur (BEUTLER,
1991). Buna ek olarak intraseliiler hemoglobin polimerizasyonundan dolay1 gelisen
deoksijenasyon oraklasmanin nedenlerindendir. B zincirindeki hidrofilik aminoasit glutamik
asit yerine hidrofobik aminoasit valinin ge¢mesi ile HbS’in J zincirinin N-terminal sonunun
hidrofobik valin zincirinin yapimi s6z konusudur. Bu olusum f zincirinin yiizeyinde yer
almaktadir ve deoksijene hemoglobin yakinindaki hemoglobine baglanmaktadir. Giderek

monofilament bir goriintii ortaya ¢ikmakta ve birka¢ monofilament bir araya gelerek kablo



goriinimiinii meydana getirmektedir. Hb S’in fiziksel yapisindaki degisim eritrositlerin sekil
degistirilmesine yol agmakta ve eritrositler uzamis yarim ay seklini veya bir baska degisle

orak seklini almaktadir. Polimerizasyon sonucu oraklasan

hiicreler oksijenasyonla polimerlerin ¢oziinmesine bagli olarak tekrar normal sekle
donebilmektedir (GURGEY, 1996). Polimerizasyonun 4 fizyolojik belirleyicisi vardir: 02
basinci, 1s1, Hb S derisimi ve Hb S digindaki hemoglobinler. HbS iceren bir eritrositte oraklagmay1
saglayan en Onemli faktor, deoksijeneasyondur. Deoksijeneasyonla Hb S’nin  oksijene ilgisi
diismektedir, boylece deoksi durum korunmaktadir. Orak hiicre anemili hastalarda eritrositler yaklasik
40 mmHg oksijen basincinda oraklasma baglamaktadir (BEUTLER, 1991). Asidoz veya artmis
eritrosit 2,3-bifosfogliserat hemoglobinin oksijene olan  ilgisini diisiirmektedir. Boylece
deoksihemoglobin S’ nin hiicre ic¢i polimerizasyonu ve ardindan oraklagma goriilmektedir.
Eritrositteki HbS icerigiyle oraklasma arasinda pozitif bir iliski mevcuttur. Deoksihemoglobin S

derisimi 20,8 g/dI’nin iizerine ¢iktiginda polimerizasyon goriilmektedir (WANG ve LUKENS, 1999).

AS AS
AA AS AS SS
Normal Orak hiicre Orak hiicre Orak hiicreli
Hemoglobin  Tasiyict Tastyici hasta birey

Sekil 2. Orak hiicre anemisinin kalittim modeli
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1.3.1. Orak Hiicre Anemisinin Genetik Gegcisi

Orak hiicre anemisi otozomal resesif kaliim ile aktarilan tek gen hastaliklara
(monogenik) tipik bir Ornektir. Mutant gen etkisinin ancak geni homozigot olarak
tastyanlarda ortaya ciktigl bir kalitim mekanizmasi sz konusudur. Dogustan olan (konjenital)
metabolizma bozukluklarmin cogu bu gruptandir. Genotip olarak orak hiicre tasiyicisi
(HbAS) olan ebeveynler %25 olasilikla orak hiicreli hasta ¢ocuga sahip olma riski
tasimaktadir. Boyle anne ve babadan genotipi normal olan (Hb AA) ¢ocuk dogma olasilig
%25’tir (Sekil 2). Cogu otozomal resesif kalitimli genetik hastalikta oldugu gibi orak hiicre
anemisi de akraba evliliklerinde (kuzenlerin evlenmesi) gibi durumlarda olduk¢a sik

karsilasilan bir durumdur (TUZMEN, 2001).

Orak hiicre mutasyonu homozigot ya da heterozigot durumda olabilir. Heterozigot
durumdaki kisi anne veya babanin sadece birinden mutasyona ugramis geni almaktadir ve
eritrositlerde Hb A ile birlikte Hb S’de bulunmaktadir. Bu durum orak hiicre tasiyicilig
olarak adlandirilmaktadir. Homozigot durumda ise anne ve babanin her ikisinden de
mutasyona ugramis gen alinmaktadir. Bu durumda orak hiicre anemisi séz konusu
olmaktadir. Ayrica iki degisik hemoglobin varyantinin kalitilmasiyla cift heterozigotluk
ortaya cikabilmektedir; Ornegin Hb SC hastaligi, Hb S-B talasemia gibi durumlarda da orak
hiicre hastaligi genel bir tanim olarak kullanilmakta ve fenomenin oldugu tiim durumlar

kapsamaktadir (TUZMEN, 2001).

1.3.2. Eritrositlerin Oraklasmasim Etkileyen Faktorler

Eritrositlerin oraklagsmasini etkileyen bir¢ok faktor vardir bunlar;
Hiicredeki Hb S miktari: Heterozigotlarda hemoglobinin yaklasik %401 HbS, geri kalani
ise agregasyon sirasinda HbS ile zayif bir iligkisi olan HbA’dir. Bu nedenle heterozigotlarda
oraklasma egilimi azdir ve bu kisiler orak hiicre tasiyicisi olarak adlandirilmaktadir.
Homozigotlarda ise biitiin hemoglobin HbS’den olusur ve orak hiicreli anemi biitiin

ozellikleri ile homozigotlarda goriilmektedir (GURGEY,1996).

Hb A disindaki diger hemoglobinlerin varlhigi: Diger bir mutant -globulini olan HbC nadir
olarak goriilmektedir. Amerikali zenciler arasinda tasiyicilik orani yaklasik %?2-3’tiir. Bu her

1250 yeni doganda birinin hem Hb S hem Hb C icin heterozigot oldugu (bir ebeveynden Hb
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S digerinden Hb C geni alindig1) anlamina gelmektedir. Hb C Hb S ile agregasyona Hb A
dan daha meyillidir ve hem Hb S hem de Hb C’ ye sahip olanlar (Hb SC) orak hiicre
tastyiciligindan daha agir hastadirlar. Hb F de Hb S ile az iligkilidir. Bu nedenle orak hiicreli
anemi olan yeni doganlar 5-6 aylik oluncaya kadar yani, Hb F seviyeleri yetigkin seviyelerine
diisiinceye kadar hastalik ortaya ¢ikmamaktadir. Ciinkii Hb F diger hemoglobin tiplerine gore
(HbS, HbA v.b.) alkali denatiirasyon ve pH farkliliklarina daha dayaniklidir. Bu durum orak
hiicre anemisinde ve baz1 hemoglobinopatilerde tedavide Hb F oranminin artirilmak

istenmesinin altinda yatan sebeptir (KILINC, 2000).

1.3.3. Orak Hiicre Anemisinin Patolojisi

Orak hiicre anemisi Hb S’in homozigot durumda kiside bulunmasidir. Orak hiicre
hastalign ise sickle cell sendromlar1 yani hem homozigot Hb SS, hem de Hb S ve diger
bozukluklarin bir arada oldugu Hb S/C, Hb S/-thal, Hb S/ D, Hb S/O Arab gibi
kombinasyonlar belirtmektedir (KILINC, 2000).

Hastaligin fizyopatolojisinde, Hb S igeren eritrositlerdeki hemoglobin konsantrasyonunun %
20 iizerine ¢ikmasi sonucu eritrosit i¢i hemoglobinin polimerizasyon sonucu siv1 fazdan jel
fazina gecmektedir (Sekil 3). Hb S’nin polimerizasyonu ve katilagarak taktoid cisimcikleri
olusturmasi, eritrositlerin oraklasmasini ve kirilgan hale gelmesine neden olmaktadir. (Sekil
4) (WANG, 1999). Eritrositlerin damar i¢i okliizyonu, vazkiilopati sonucu doku ve organ
perfiizyon bozukluklarina, bunun sonucunda, iskemi, infarkt, kanamayla birlikte cesitli doku,

organ ve sistemler diizeyinde komplikasyonlara yol agmaktadir (KILINC, 2000).

¢ .. .. _\_.._ .‘ ..
L

Sekil 3. Hemoglobin molekiiliiniin jelasyonu ve taktoid cisimcikler meydana getirmesi ( WANG, 1999).
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Sekil 4. Normal ( Hb A) ve oraklasmis ( Hb S) hemoglobin iceren eritrositler (WANG, 1999).

Sickle cell krizleri, tuttuu doku ve organ sistemlerine gore adlandirilmaktadir.
Krizlerin fizyopatolojisinde bir tarafta oraklagsmanin getirdigi vazookliizyona bagh
hipoksi, iskemi, infarkt, kanama, diger tarafta damar i¢i ve damar dist yikim ve

bundan kaynaklanan bobrek perfiizyon bozuklugu ve sonuglari yatmaktadir.

1.3.4. Orak Hiicre Anemisinin Tanis1

Orak hiicre anemisinin tanis1 asagidaki yontemlerle konulabilmektedir;

1. Tam Kan Sayimi: Anemi retikulositoz’un yam sira, periferik kan yaymasinda

irreversbl olarak hiicre tanida yardimci olmaktadir.
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2. Oraklasma Fenomeni: Sodyum metabisulfit ile hasta eritrositleri oksijensiz
ortamda inkiibe edilirse 1-24 saat iginde, eritrositlerin oraklasmasi

izlenebilmektedir.

3. Hemoglobin Elektroforezi: pH 8,6 nisasta ve pH 6,1 agar elektroforezleri
yapilarak Hb S tanisi kolayca yapilmaktadir. Orak hiicreli anemili kisilerde
hemoglobin elektroforezinde sadece Hb S, Hb F, ve Hb A2, bulunmaktadir.
Hb S/ Be-talasemi birlikteliginde de benzer goriiniim elde edildiginden bu iki
hastalifin ayirt edilmesi i¢in aile c¢alismasi yapilmalidir. Hb S/Be-talasemi
birlikteliginde ortalama eritrosit voliimiiniin (OEV) kiiciik olmasi ve periferik
kan yaymasinda hipokrom mikrositik eritrositlerin varligi, talasemi
komponentini  diisiindiirmelidi. Hb S ile birlikte diger anormal
hemoglobinlerin birlikteligi durumlarinda tani koymada DNA yontemlerinden

yararlanilabilmektedir (GURGEY,1996).

1.3.5. Orak Hiicre Anemisi’nin (Hb S) Hatay ilindeki Durumu

Orak hiicre anemisi (Hb S) Hatay ilinde saptanan anormal hemoglobinlerin
basinda  gelmektedir (TOSUN, 1998). Cukurova ve Tiirkiye’nin baslica
yorelerinde Hb S siklign ve odaklarimin saptanmasina yonelik caligmalar
yapilmistir. 1961°de Adana, Mersin ve Hatay’da yasayan Eti Tiirklerinde Hb S
sikligin1 %16,8 olarak bildirilmistir (AKSOY, 1975). Yiiregir ve arkadaslar1 1987
yilinda yaptiklar1 calisma da Cataltepe koyiinde %39,6, Aliaga koyiinde % 44,2
gibi yiiksek oranlara dikkat cekmislerdir. Ayrica Cukurova geneli icinde % 8,3
oraninin belirtmislerdir (TOSUN, 1998). Samandag Meydan Koyiinde %?22,1
orani bildirilmistir (ARPACI, 1991). Bu degerler olduk¢a yiiksek degerler olup Hb
S’in bolgemiz i¢in 6nemli bir saglik sorunu oldugunu ortaya koymaktadir. Tiirkiye
genelinde Hb S sikliginin % 0,60 oraninda oldugu tespit edilmistir
(ARCASOY, 1978). Bu calismalar Hb S’nin tiim Tiirkiye’'nin degil belli
bolgelerin 6nemli bir halk sagligi sorunu oldugunu ortaya g¢ikarmaktadir. Eti

Turklerinde Hb S oraminin % 13,2 ile 16,8 arasinda belirtilen insidansin
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Tiirkiye’nin giineybatisinda yasayan Arapca konusan (Arap) populasyonda yiiksek
oldugu ve ayrica Hb S’in diger anormal hemoglobinlerle kombinasyonuna dikkat
cekilmistir. Yapilan caligmalarda bazi olgularda orak hiicreli anemi ile a-talasemi
kombinasyonuna dikkat cekilmistir (AKSOY, 1978). Hb S heterozigot olgularda
Hb A % 60, Hb S % 40 olarak gozlenmekte o-talasemi varlifinda Hb S oram
azalmaktadir. Tek a-gen delesyonuna sahip Hb S heterozigot olgularda Hb S % 35
kadardir. ki o gen delesyonu varsa HbS % 30’a kadar diismektedir
(WEATHERAL, 1987).

Bazi koylerinde %?22 gibi yiiksek oranlarda tasiyiciligt gozlenen orak hiicre
anemisi hastasi cocuklarin dogmasinin engellenmesi amaciyla Hatay ili genelinde
evlilik 6ncesi hemoglobinopati tarama calismalar1 yapilmaktadir. U¢ yilda (15
Eyliil 1994-05 Eylil 1997 aras1) 10.207 ¢ift taranmis ve bunlarin iginde tastyici
evliligi 120 ciftte gerceklesmistir (%1,2). Ciftlere verilen genetik danismanlik
hizmetinin ne derece yararli oldugunu (hamilelik, cocuk dogurma prenatal tam
yaptirma) saptamak amaciyla anket calismasi yapildiginda ulasilabilen 93 c¢iftten
5’i evlenmekten vazgecmis 1’1 evlendikten sonra ayrilmistir. 87 c¢iftin
degerlendirmesinde ciftlerden 56’simmin (% 64,4) tastyici oldugunu biliyor ve 31
ciftin (% 35,6) bilmedigi saptanmustir. Tasiyict oldugunu bilenlerden 43’ii (%
76,7) tasiyiciligin anlamint ve 38’i (% 67,9) hamilelik halinde ne yapmalar
gerektigini biliyordu. Ciftlerin 63’tinde (% 72,4) hamilelik gerceklesmis;
bunlardan 11°i (% 17,5) prenatal taniya gitmistir (YUREGIR, 1997).

1.4. MTHFR C677T Polimorfizminin Klinik ve Biyolojik Onemi

1.4.1. 5,10- Metilentetrahidrofolat rediiktaz (MTHFR) geni ve gen iiriinleri

5,10- Metilentetrahidrofolat rediiktaz ( MTHFR) geni 1. kromozomun kisa
kolu olan 1p36.3  pozisyonunda lokalize olmus, 2,2 kilobaz uzunlugunda
komplementer DNA dizisine sahip ve 11 ekzonu bulunan bir gendir. Bu gene ait
alternatif ekleme mRNA’lar hem fare hem de insan genomunda ortaya konulmustur

(GOYETTE, 1998). Baz1 dokularda yaklasik 70 kilodaltonluk  molekiil agirlikli
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izoformlarina rastlansa da insanda MTHFR geninin ana iirtini 77 kilodalton

agirhigindaki katalitik aktiviteli bir proteindir (ROZEN, 1997).

MTHEFR ( EC 1.5.1.20) 5,10- metilentetrahidrofolatin folat metabolizmasinda
Oonemli rol oynayan S-metiltetrahidrofolata doniisiimiinii katalize etmektedir (Sekil
5). Folik asit ve¢ MTHFR metabolizmas1 olduk¢a kompleks biyokimyasal yollardan
olugmaktadir. Niikleotid sentezinin bir par¢asi olan Folatin olusumu, 5-metil formuna
tek bir karbon grubunun transferiyle gerceklesmektedir. S-adenosil-metiyonin
olusumunun yaninda DNA, proteinler, norotransmiterler ve fosfolipidlerin
metilasyonu, homosisteinin metionine remetilasyonu ile olmaktadir (HUSTAD, 2001,
Sekil 5). Normal MTHFR aktivitesi dolasimdaki folat ve metioninin devamini
saglamak ve dolasimdaki olast homosistein diizeyinin artmasini engellemektir. Folat
metabolizmas:  hakkinda bilinenler ne kadar fazla olsa da iistelik Onemli
metabolitlerin yetersiz metilasyonu ve homosisteinin direkt toksisitesi olas1 teratojen
faktor olarak belirtilse de folat metabolizmasindaki anormalliklerin embiryodaki

yapisal bozukluklara nasil etki ettigi net degildir (ROSENQUIST, 1996).

FOLIK ASIT
DHA,protein ve lipid

Metilasyonu
"~ folik asit reseptorleri

ﬁ I dumMpP

dihidrofolat =~
AdoMet ~. /
/ Metionin l \\ |
|||l : /_..—-""__' THF +—_.\_\_\H\
\ \/ l .ﬁ'. [
\ |
\ /,-{ 5,10-Metilen THF — \
- ' |
h istel I| | I\* purinler I\“
omosIsien
[Romosistein | | MTHFR A darmp
\ J/ o
5-Metil THF OHA biosentezi

Sekil 5. MTHFR enziminin DNA biosentezi ve yapisal elemanlarin metilasyon metabolizmasindaki yeri

(HUSTAD, 2001).
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1.4.2. MTHFR Gen Varyantlari

Klinik 6nemi olan C677T alleli disinda yine dogumsal anomali ve erigkin kalp
hastaliklar1 felg ve benzeri cesitli klinik durumlarin ortaya ¢ikmasindan sorumlu A1298C’in
C677T alleli kadar etkili olmadigr belirtilmistir. Bu iki allele gére daha seyrek rastlanmak
izere otozomal resesif metabolik hastaliklar ve homositeinurinin eslik ettigi durumlarda
gozlenen T1059C alellide mevcuttur (GOYETTE, 1996). C677T alleli , MTHFR geninin
677. siradaki sitozinin (C) timine (T) doniismesiyle meydana gelen bir nokta mutasyon ile
karakterizedir. Bu mutasyon sonucunda enzimde, alanin aminoasiti valin aminoasidine
dontismektedir (FROSST, 1995). C677T alleli genellikle “termolabil mutasyon” olarak
adlandirilir bunun nedeni; normal olarak kodlanamayan enzimin 37 C° ve iistii sicakliklarda
aktivitesinin azalmasidir (KANG, 1991). Bu yiizden C677T homozigot bireylerin % 50-60
arasinda MTHFR enziminin aktivitesi 37 C° de oldukga diisiiktiir. Yaklasik % 65 oraninda
ise 46 C° de kontrol grubuyla kiyaslandiginda daha diisiik aktivite gdzlenmistir. Heterozigot
bireylerin enzimleri yukarida verilen degerler arasinda bir ortalamaya sahipti (ROZEN,
1997). Homozigot C677T alleline sahip bireyler yeterli diizeyde folat alinmamasi1 gibi
durumlarda kanda homosistein diizeyini artmasina egilimli bireylerdir. Bu durumda kandaki
homosistein seviyesi  diyet yada destek yoluyla yeteri miktarda folat alimiyla normal

degerlere cekilebilmektedir (ROZEN,1997).

A1298C allelinde 7. ekzonda glutamat amino asidini alanin amino asidine ¢eviren bir
nokta mutasyonu saptanmistir (WEISBERG, 1998). Bu allel aym1 zamanda C1298A olarak da
adlandirilmaktadir (TREMBATH, 1999). Kodlanan enzimin aktivitesi C677T allelindekine
nazaran diigiiktiir. A1298C alleli bakimindan homozigot olan bireyler kontrol gruplariyla
karsilastirildiginda daha yiiksek serum  homosistein seviyelerine sahip olmadiklarn
gozlenmese de, her iki allel (C677T ve A1298C) bakimindan heterozigot olan bireylerin
homozigot C677T bireylerinde goriilen diisiik folat seviyesi ve yiiksek serum homosistein
seviyesi gibi benzer biyokimyasal profillere sahip olduklart gézlenmistir (GABREELS,
1998).

T1059 allelinin klinik bir fenotipin ortaya c¢ikmasindan sorumlu olduguna dair
bulgular yoktur. Bu allel ile bugiine dek yapilan caligsmalar bu mutasyonun sesiz bir mutasyon
oldugu ve A1298C mutasyonunun kalitmma yardimci bir mutasyon oldugunu ortaya

koymustur (TREMBATH, 1999).
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1.4.3. MTHFR’nin Klinik ve Biyolojik Onemi

MTHEFR geninin C677T allelinin neden oldugu c¢esitli klinik durumlardan ilki;
degisen folat dagilimmi ve artan total homosistein konsantrasyonunu iceren metabolik
degisim ve bu etkinin yasam standardi ve hastaliklara olan etkidir. Buna ek olarak bu allelin
ozellikle kardiyovaskiiler, kolorektal kanserler, dogumsal anomaliler ve gebelik
komplikasyonlar1 gibi ciddi hastaliklarla iliskili bir risk faktorii oldugu vurgulanmistir.
MTHEFR genindeki bu polimorfizmin anlasilmasi ve ¢alisilmasi giiniimiizde ve gelecekte soz
konusu metabolik mekanizma ile etkili olan ilaglarin terapisi ve gelistirilmesi ag¢isindan

olduk¢a 6nem kazanmistir (HUSTAD,2001).

1.4.4. Metabolik Etkileri

Bir ¢ok calisma tutarli bir sekilde, homozigot C677T allelinin yiiksek plazma
homosistein seviyesiyle iligkili oldugunu ortaya koymaktadir. Homosistein konsantrasyonu
ve folat seviyeleri iizerine etkisi homozigot TT durumlarinda meydana gelmektedir
(BRATTSTROM, 1998). Bu durum, TT genotipli bireylerle CC genotipli bireyler arasinda
karsilastirma yapildiginda plasma homosistein miktarlar1 ve folat diizeyleri arasindaki ters
iliskiyi daha da giiclii kilmaktadir (GUTTOMSEN, 1996). C677T genotipinin gegisi
durumunda verilecek en iyi yamt folat seviyelerini yiiksek tutma ve folat alimidir. Giinliik,
0,5-2,0 mg folik asit alim1 TT homozigot bireylerin total homosistein diizeylerinde belirgin
bir azalmaya neden olmustur ki bu seviye homozigot CC genotipli bireylerdeki seviyeler ile
hemen hemen ayni seviyelerde seyredebilmektedir. Genotipe bagh olarak eritrositlerin folat

konsantrasyonlari da degismektedir (NELEN, 1998).

Vitamin B2 ve B12

Yapilan c¢alismalar, riboflavin  konsantrasyonunun homosisteinin  plazma
konsantrasyonu ile ters iliskili oldugunu saptamistir. Bu iligki saglikli bireylerde, hem diisiik
hem de yiiksek serum folat konsantrasyonlarinda gosterilmistir. Genotipe bagl olarak temel
olarak iliskilendirme C677T genotipli bireylerde yapildiginda; folat dagilimmin ve total

plazma homosistein konsantrasyonun olasi regiilasyonunun riboflavin durumu ve C677T
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polimorfizmi ile aciklanabilmesi MTHFR i¢in bir kofaktorii sayilabilen FAD’1n fonksiyonlar
ile aciklanabilir (HUSTAD, 2000). Serum kobalamin ile plazma homosisteinin ters iligkili
belirleyicisi olarak tanimlanabilir. Total homosistein ile kobalamin arasindaki negatif iligki
TT genotipli bireylerde CT yada CC bireylere gore belirgin bir sekilde ortaya ¢ikmaktadir.
Total homosistein ile kobalamin arasindaki bu iligkinin folat desteginden sonrada siirmesi
kobalamin ve homosisteinin folat miktar1 ve durumundan etkilenmedigini isaret etmesi
acisindan not edilmesi gereken bir durumdur (ANGELO, 2000). Bu iliskinin mekanizmasi
tam olarak anlagilabilmis degildir fakat TT genotipli bireylerin kanlarinda total homosistein

diizeylerinin yiiksek olduklar1 belirtilmistir (HUSTAD,2001).

DNA Metilasyonu

Yapilan calismalar TT genotipine sahip bireylerin CC genotipli bireylerle
kiyaslandiginda periferal lokositlerinde DNA metilasyonunun daha az oldugu saptanmustir.
Bu durumun olas1 nedeni mutasyon sonucu S- Adenosilmetiyonin biyosentezi i¢in gerekli
olan 5-metiltetrahidrofolat’in miktarindaki azalmadir. (STERN, 2000). Bu gozlem TT
genotipli bireylerde hiperhomosisteinemiye ek olarak folat dagiliminin sonuglarinin sekonder
metabolik etkilerini gostermek acisindan olduk¢a Onemlidir. Aymi zamanda DNA
metilasyonunun karsinogenez (kanser olusumu) asamasinda O6nemli bir faktor olmasi,

izerinde durulmasi gereken bir konu olmaktadir (KIM, 1999).



2. ONCEKI CALISMALAR

Orak hiicre anemisi her ne kadar tek bir mutasyonun sebep oldugu bir hastalik olsa
da, hasta bireylerin gen cesitliligi ve multigenetik etkilesimler, orak hiicreli bireylerin
fenotiplerinin birbirlerinden farkli olmasi ve komplikasyonlarinin cesitli derecelerde
goriilmesine neden olmaktadir (KUTLAR, 2001). Trombotik aktiviteyi etkileyen mutasyonlar
ve bu mutasyonlarin ne sekilde etki ettiklerinin anlasilmast hastaligin fenotipinin
belirlenmesine katkida bulunmaktadir. Tromboz olusumunu tetikleyen orak hiicre anemisinin
komplikasyonlar1 ve patogenezinde Onemli rol oynayan ve kalitsal olarak damarsal
hasarlanma riski faktorii olan mutasyonlardan biride Metilentetrahidrofolat genindeki C677T

nokta mutasyonudur (ZIMMERMAN, 1998).

NAGLAA 2004 yilinda, Suudi Arabistan’in dogu bolgesindeki orak hiicre anemili
hastalarda MTHFR C677T ile birlikte faktor V (FV Leiden) mutasyonun hastaligin
komplikasyonlarina olan etkisini arastirmistir. FV Leiden mutasyonunu orak hiicre anemili
hastalarin fenotipik farkliliklarinin olugmasina neden olan gesitli genetik faktorlerden biri
olarak gosterirken aymi zamanda, kandaki homosistein seviyesinin artmasi ve buna bagl
olarak iliskilendirdikleri damarsal hasarlanmalara bagli trombotik degisimlerin meydana
gelmesine neden olan MTHFR C677T mutasyonunda 6zellikle homozigor T/T bireylerde

daha cok etkili oldugunu saptamistir.

Prematiire damar hasarlanmalarinin bagimsiz risk faktorii olan hiperhomosisteinemi,
folat metabolizmasinin biyokimyasal metabolik yollarindaki cesitli enzimatik eksiklikten
kaynaklanmaktadir. Methilentetrahidrofolat rediiktaz geninin 677. niikleotidindeki C—T
degisiminin meydana gelmesi sonucu azalan enzim aktivitesi kandaki homosistein miktarini
artmasina ve hiperhomosisteinemi olusumuna neden olmaktadir (CLARKE, 1991). Brezilya
ve Amerika Birlesik Devleti genelindeki orak hiicre anemili hastalarda yapilan calismalarda,
iskemik hasarlanmayla hiperhomosisteinemi arasinda bir iliskinin olmadig ileri siiriilmiigtiir

(ANDRADE, 1998).

KUTLAR 2001 yilinda, MTHFR mutasyonunun Kuveyt’li Arap orak hiicre anemisi
hastalarinda  yaptiklar1 ¢alismada, oraklasma krizlerini tetikleyen avaskiiler nekroz

olusumunun gelismesini saglayan bir risk faktorii oldugunu saptamis 677 C—T mutasyonun
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Kuveyt genelindeki orak hiicre anemi hasta gurubunda osteonekroz ve bazi hematolojik

parametrelerle iliskisini aragtirmistir (KUTLAR ve ark., 2001).

Hiperhomosisteinemi serebral, periferal ve koroner arter hastaliklar1 icin bagimsiz bir
risk faktoriidiir. Homosistein, trombojenik niduslarin olusmasit ve diiz kas hiicrelerinin
proliferasyonunu artirarak damar endoteline zarar vermektedir. MTHFR geninin 677.
niikleotitteki C—T degisimiyle meydana gelen nokta mutasyon alanin amino asitinin valin
amino asitine doniismesine ve enzim aktivitesinin ve termolabilitesinin azalmasina neden
olmaktadir (FROSST, 1995). Bu mutasyonun goriilme sikligi cesitli etnik gruplarda
farkliliklar gostermektedir 6rnegin; Kanadali Fransiz toplumunda % 38, Brezilyada yapilan
caligmada beyaz tenlilerin % 36 sinda, Asyalilarin % 24’iinde, Afrikali zencilerde %12,
Brezilyali zencilerde % 12 olarak bildirilmistir ( FRANCO, 1998).

Afrika kokenli Amerikan orak hiicreli hastalar arasinda yapilan iki calismada %9 ve % 15 lik
oranlar bildirilmistir (ANDRADE, 1998). Kafkas toplumunda bu oran % 20,7 olarak
saptanmistir (KUTLAR, 1998).



3. MATERYAL VE YONTEM

Bu ¢alismada Antakya Devlet Hastanesine bagli bir merkez olarak Hatay ilinde basta
orak hiicre anemisi olmak {izere bir ¢ok kalitsal kan hastaliginin tedavisi, hastalarin bakimi ve
hastalig1 onleme amaciyla tasiyici olma riski olan bireylere evlilik 6ncesi tan1 hizmeti veren
hemoglobinopati merkezindeki (HEMER), orak hiicre anemisi tanis1 konmus hasta ve hasta
olmayan bireylerden alinan kan 6rnekleri EDTA’11 tiiplere alinip laboratuara getirilip 4 C° de
saklandi. Tuzla ¢oktiirme yontemiyle genomik DNA’nin izolasyonu yapildi (SAMBROOK,
1989). DNA o6rnekleri C677T polimorfizimleri bakimindan MTHFR genotiplerini belirlemek
icin spesifik primerler kullanilarak polimeraz zincir reaksiyonuyla amplifiye edildi. Bu
reaksiyon sonucu olusan iriinler restriksiyon endoniikleaz enzimiyle kesilerek 198 bp’lik
DNA fragmentinin 175 ve 23 bp’lik fragmentlere ayrilmasi saglandi. Kesim isleminden sonra
DNA fragmentleri agaroz jel elektroforezi ile birbirinden ayrilarak UV goriintiileme
sistemiyle incelendi. C677T mutasyonu icin; 677CC homozigot normal 198 bp, 677CT
heterozigot 198, 175 ve 23 bp ve 677TT homozigot mutant 175 ve 23 bp olan ii¢ farkh

genotip belirlendi.

3.1. Cahismada Kullamilan Kimyasal Maddeler ve Cihazlar

1. Taq DNA polimeraz enzimi ( Fermentas) (5U/uL)

2. Magnezyum kloriir (MgCI2) (Fermentas) ( 25mM)

3. PCR tamponu (Fermentas) (10X) (Magnezyum Kloriiriisiiz)
4. dNTPs set (dATP,dTTP,dCTP,dGTP) (Fermentas)

5. Etidiyum bromid (Sigma) (E7637)

6. Agaroz (Sigma) (A9539)

7. Akrilamid (Sigma) (A3553)

8. N,N’- Metilen-bis-akrilamid (Sigma) 7279

9. Amonyum per siilfat (APS) (Sigma) (A3678)

10. Tetrametil etilen diamin, (TEMED) (Merck) (1.10732)

11. Tris-baz (Sigma) (T6066)

12. Triton X-100 (Sigma) (T6066)

13. Proteinaz- K (Sigma) P2308 100 mg yada (in vitrogen) (25530.031)
14. Etilen diamin tetra asetik asit (EDTA) (Sigma) (E9884)
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15. Sodyum dodesil siilfat (SDS) (Sigma) (L3771)

16. Restriktsiyon enzimi Hinf I (Fermentas) ER0803
17. Hinf I (New England Bio Lab ) R.0155 S

18. DNA M.W. Marker (Fermentas) PstI Marker 24)
19. DNA M.W. Marker (Fermentas) 100 bp DNA ladder SM 02411213
20. Borik Asit (Sigma) (B7901)

21. Sodyum kloriir (NaCl) Sigma (9888)

22, Siikroz (Sigma) (S0389)

23. Bromfenol mavisi (Sigma) (B5525)

24. Etil Alkol (Merck) (1.00986)

25. Sodyum hidroksit (NaOH) (Merck) 106469

3.2. Cihazlar ve Teknik Malzemeler

. Otomatik Eppendorf pipetler ( 10-100-1000 pL )
. Sogutmali Santrifiij ( Hettich)
. Su banyosu ( Niive)

. Hassas Terazi (Ohaus)

1

2

3

4

5. pH metre ( Hanna)
6. Jel goriintiileme sistemi UVP Bioimaging System (Labswork)
7. Vorteks (Ika)

8. Elektroforez gii¢ kaynagi (Biogen)

9. Horizontal ( yatay ) elektroforez sistemi ( Biogen)

10. PCR cihazi ( Termal Cycler Eppendorf Mastercycler )

3.3. Calismalarda Kullanilan Kimyasal ve Soliisyonlarin Hazirlanmasi

Kullanilan kimyasal ve soliisyonlarin hazirlanmasinda kaynak olarak “Molecular
Cloning”(SAMBROOK, 1989) esas alinmistir. Hazirlanan soliisyonlar genel olarak
konsantre stoklar halindedir. Calisma konsantrasyonlarini elde etmek icin stoklardan belli

oranlarda alinarak seyreltilmistir.
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3.3.1. DNA izolasyonunda Kullanilan Soliisyonlar

1. Eritrosit Lizis Tamponu (pH=7,5) 1 Litre i¢in;
0,32 M Siikroz Siikroz = 109,563 gr
10 mM Tris-HCI (pH=7,5) Tris-HCl = 1,211 gr
SmM MgCl, MgCl, = 1,015 gr
%1 Triton X 100 Triton X- 100 = 10 gr

1 litre i¢in gereken malzemeler belirtilen oranlarda tartilip, son hacim 1000 ml olacak
sekilde bidistile su ile ¢ozdiiriiliip otoklavlandi. pH = 7,5 olarak ayarlandi. Triton X-100

otoklavlanmadan sonra ilave edildi.

2. Fizyolojik Tampon (pH=7,5) 1 Litre i¢in
0,075 M NaCl NaCl = 4,383 gr
0,025 M EDTA EDTA = 9,305 gr

1 litre i¢in gereken malzemeler belirtilen oranlarda tartilip, son hacim 1000 ml olacak sekilde

bidistile su ile ¢ozdiiriiliip otoklavlandi. pH = 7,5 olarak ayarlandi

3. TE-9 (pH=9) 1 Litre i¢in
500 mM Tris baz Tris baz = 60,5 gr
20 mM EDTA EDTA = 7,44 gr
10 mM NaCl NaCl = 0,58 gr

1 litre i¢in gereken malzemeler belirtilen oranlarda tartilip, son hacim 1000 ml olacak sekilde

bidistile su ile ¢ozdiiriiliip otoklavlandi. pH = 9 olarak ayarlandi.

4. %10’luk SDS
20 ml i¢in;
2 gr SDS tartilip, iizerine bir miktar (20 ml’den az) saf su ilave edilip iyice

¢Ozdiiriildii. Son hacim 20 ml olacak sekilde ayarlandi.

5. Proteinaz-K (10mg/ml)
100 ml igin;
10 gr PK tartilir, tizerine bir miktar (100 ml’den az) saf su ilave edilip iyice

¢ozdiiriildii. Son hacim 100 ml olacak sekilde ayarlandi.
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6. 6 M NaCl
1 litre icin;
321.4 gr NaCl tartilip, iizerine bir miktar (1000 ml’den az) bidistile su ilave edilip

iyice ¢ozdiiriiliip son hacim 1000 ml olacak sekilde ayarlandi.

7. TE tamponu (Tris/EDTA) (pH=8 )
10 mM Tris-CI (pH=8)
0,1 mM EDTA (pH=8)
1 litre icin gereken malzemeler belirtilen oranlarda tartilip, son hacim 1000 ml olacak sekilde

bidistile su ile ¢ozdiiriiliip otoklavlandi. pH = 8 olarak ayarland.

8. % 70 Etil Alkol
100 ml i¢in;
70 ml etil alkol (absolut) ve 30 ml bidistile su ilave edildi.

3.3.2. Elektroforez Analiz Soliisyonlari

1. 10 X TBE (Tris-Borik asit-EDTA) Stok soliisyonu
108 gr Tris baz ( 890 mM )
55 gr borik asit ( 890 mM)
40 ml 0,5 M EDTA, pH 8.0 (20 mM)
Bir miktar bidistile su i¢inde ¢oziindiikten sonra pH 8.0 olarak ayarlanip soliisyon 1 litreye

tamamlandi.

2. 1 X TBE (1 litre icin)
100 ml 10 X TBE stok soliisyonu
900 ml bidistile su

3. Etidyum bromid soliisyonu (10 mg/ml)
0,1 gr etidyum bromid
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10 ml bidistile su i¢inde ¢6ziiniip 151k almayan bir cam sise icinde buzdolabinda

muhafaza edildi.

4. DNA Yiikleme Tamponu (Loading dye) (6X)
40 gr siikroz
0,25 gr bromfenol mavisi
100 ml olacak sekilde bidistile su icinde ¢6ziindii. Ependorf tiiplerine paylastirilarak

buzdolabinda muhafaza edildi.

6. %1’lik Agaroz jel
1 gr agaroz tartildi 100 ml 1X TBE i¢inde ¢ozdiiriildii

3.4. Kan Orneklerinin Toplanmasi ve Genomik DNA’nin Elde Edilmesi

Kan ornekleri Antakya Devlet Hastanesi Hemoglobinopati Merkezinden (HEMER)
elde edilerek calisilmistir. Orak hiicre anemisi oldugu tespit edilmis 55 hasta ve hasta
olmayan 25 bireyden alinan kan ornekleri EDTA’ll tiiplere konularak laboratuara
getirilmistir. DNA izolasyonuna kadar +4 C° de saklanmistir. Her 6rnek numaralandirilmisg

eppendorf tiiplere alinarak DNA izolasyonu yapilmistir.

3.5. Periferik Kandan Genomik DNA’nin izolasyonu

DNA iizerinde degisik amach ve cok yonlii analiz yapilmasina olanak saglayan ve gen
teknolojisi uygulamalarinda ilk basamak DNA’nin elde edilmesidir. Genomik DNA
niikleuslu hiicrelere sahip periferik kan, kemik iligi, amniyon sivis1 gibi herhangi bir insan

doku parcgasindan elde edilebilmektedir.

Periferik kandan DNA eldesi icin tuzla c¢oktirme yontemi modifiye edilerek uygulandi

(SAMBROOK, 1989)
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Laboratuara EDTA’L tiiplerle gelen kan ornekleri numaralandirilmis 1,5 ml’lik eppendorf

tiplere alinarak sirasiyla asagidaki islemler uygulanarak genomik DNA izolasyonu

gerceklestirildi.

1.

1,5 ml’'lik eppendorf tiipii igersine iyice alt iist edilmis kan orneginden 700 pl,
Eritrosit lizis soliisyonundan 700 pl konulup dikkatlice alt iist edilerek 3-5 dk oda
1sisinda bekletildi. 4000 rpm de 5 dk santrifiij edildi. Santrifiij isleminden sonra

siipernatant kismu atildi.

Elde edilen pellet iizerine 700 pl eritrosit lizis soliisyonu eklendi. Tiip kuvvetlice
calkalanarak pellet ¢ozdiiriildii. 4000 rpm de 5 dk santrifiij edildi. Santrifiij isleminden

sonra siipernatant kismi atildi.

Pellet iizerine 1000 pl (1 ml) fizyolojik tampon eklenip pellet ¢ozdiiriildii 4000 rpm de

5 dk santrifiij edildi. Santrifiij isleminden sonra siipernatant kismi atildi.

300 pul TE-9 tamponu ilave edilip pellet ¢dzdiiriildii. Bunun iizerine 100 ul SDS ile 20
ul Proteinaz-K ilave edildi. Vorteks iizerinde tiip igerigi iyice karistirild1 65 C° de 1-2

saat benmaride tutuldu 20 dk da bir alt iist edildi.

Inkiibasyon sonunda tiip icerigine 200 ul 6M NaCl ilave edildi. Olusan beyaz
goriinimlii yapiyr dagitmak igin tiip kuvvetlice calkalanip 13500 rpm de 10 dk

santrifiij edildi.

Santrifiij sonunda siipernatant baska bir tiipe alinip pellet atildi. Tekrar 13500 rpm de
5 dk santrifiij edildi.

Yine siipernatant bagka bir tiipe alinip pellet atildi. Tuzdan arinmis olan siipernatant
tizerine 900 ul %99’ luk etil alkolden eklendi Tiip iyice karistirildi. Bu asamada DNA

ipliksi formunda goriilebilmektedir.

13500 rpm de 5 dk santrifiij edildi. Siipernatant atildi.
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Tiipiin dibine yapisan DNA’y1 kaldirmak i¢in %70 lik etil alkolden 1000ul eklendi
13500 rpm de 10 dk santrifiij edildi. Siipernatant atildi. Bu islem bir kez daha tekrar
edildi.

Siipernatant dokiiliip tiip ters ¢evrilip DNA’nin tiipe yapismast i¢in 15 dk beklendi

DNA’nin biiyiikliigiine gore 50-100 ul TE ( Tris-EDTA) konuldu.

DNAz aktivitesini ortadan kaldirmak icin 70-80 °C benmaride 10-15 dk inkiibasyona
birakildi.

DNA ornekleri + 4 °C kullanilincaya kadar muhafaza edildi. Uzun siireli muhafazalar

icin -20 °C ye alindi.

3.6. Polimeraz Zincir Reaksiyonu Kullanilarak MTHFR Geninin Cogaltilmasi

Periferik kandan izole edilen genomik DNA orneklerinde, MTHFR gen
bolgesi, Polimeraz zincir reaksiyonu adi verilen, molekiiler diizeyde hiicre icersinde
gerceklesen DNA sentezini, spesifik primerler ve uygun sartlarin saglanmasi ile
analizi yapilmasi istenen gen bolgesinin deneysel ortamda c¢ogaltilmasi esasina
dayanan bir yontemle MTHFR geninin 198 bp’lik kopyalar elde edildi. Reaksiyon
sartlar1 hazirlanmadan 6nce DNA ekstraksiyonun dogru yapilip yapilmadigini ve izole
edilen DNA’nin gozlenmesi adina DNA o6rnekleri % 0,8 lik agaroz jelde yiiriitiilerek
kontrol edildi. C677T mutasyonu i¢in;
5’-TGAAGGAGAAGGAGGTGTCTGCGGGA-3’* (ekzonik)
5’-AGGACGCGGTGCGGTGAGAGTG-3’ (intronik) primerler kullanildi
(DIKMEN,2004).

DNA orneklerinin PCR ile amplifikasyonu icin;
e Her bir primerden 35 pikomol

e Her bir dNTP’den 0,2 mM,

e 1.5 mM MgClI2

® % 10 Reaksiyon Tamponu
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e 1U Taq Polimeraz

e Distile su

Belirtilen oranlarda olusturulan reaksiyon, ©6zel PCR eppendorf tiiplerinde
karistirildi Termal Cycler Cihaz1 kullanilarak, 94 °C de 4 dk denatiirasyon ve ardindan
94 °Cde 1dk, 61 °C 1dk, 72 °C de 1,5 dk, seklinde 35 dongii tekrar edilip son olarak
uzama reaksiyonlari i¢in 72 °C de 10 dk da bekletildi (FROST, 1995).

3.7. Restriksiyon Endoniikleaz Enzimi ile Kesim ve Genotiplendirme

Restriksiyon endoniikleaz enzimi kullanilarak yapilan analiz DNA {izerindeki
Oonemli bir kalitatif degisikligin tespitine dayanmaktadir. Dogrudan gen tanisinin
varyasyonlarindan biri olan bu teknikte bazi mutasyonlarin 6zellikle nokta
mutasyonlarinin normal DNA’daki belli restriksiyon bolgelerini degistirmesi yada
ortadan kaldirmasi temeline dayanmaktadir. Ornegin normal MTHFR geninin 677.
siradaki sitozinin (C) timine (T) doniismesiyle C677T alleli meydana gelmektedir ve
Hinf I restriksiyon endoniikleaz enziminin tanima bdlgesinin degismesine neden
olmaktadir. Normal bir bireyin DNA s1 Hinf I ile kesilip agaroz jel iizerinde analizi
yapildiginda 198 bp’lik bir fragman gozlemlenirken, mutasyona ugramis bireylerden
alman oOrneklerin kesimi sonucu 198 bp, 175 bp ve 23 bp lik ti¢ aynn fragman
gozlenmektedir. Eger mutasyon heterozigot durumda ortaya ¢ikmissa yapilan analizde
bir 198’ lik birde 175’lik fragman gozlenirken, homozigot mutasyona ugramis
bireylerde sadece her iki allele ait 175 bp’lik fragmanlar gozlenmektedir
(ZIMMERMAN, 1998).

Uygun kosullarda yapilan PCR sonucunda elde edilen iiriinler Hinf I (fermentas)

restriksiyon enzimi kullanilarak asagidaki oranlarda optimum kosullar saglands;

e Fermentas’in enzim ile beraber verilen 10 X NE tamponu.......... 2,5ul
e Kesim yapilacak DNA ( kalip DNA=PCR DNA’ s1).................. 10 pl
e Hinf I Restriksiyon Endoniikleaz enzimi ( Fermentas)................. 0,5 ul (5U)

© DISHIE SU. ...ttt 12 pl
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37 °C de 1-1,5 saat inkiibasyona birakildiktan sonra etidium bromidli %2,5 lik agaroz

jelle yiiriitiiliip UV 1s1k altinda goriintiilendi.



4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

Bu calismada, iilkemizde Akdeniz bolgesi ve Hatay genelinde tasiyicilik ve hastalik
orant oldukca yiiksek olan hemoglobinopatierden biri olan Orak Hiicre Anemisi
hastalarinin, farkli fenotiplerinin meydana gelmesinde rol oynayan genetik
belirteclerinden biri olan ve damarsal hasarlanma ve buna bagli avaskiiler nekroz ve
oraklasma krizlerinin goriilme sikligina etkisi olan ~ MTHFR geninin  C677T
polimorfizminin (KUTLAR, 2001) bolgemizdeki hasta ve hasta olmayan bireylerden elde

edilen ornekler iizerinde analizi yapilmistir.

Toplanmig olan kan Orneklerinden ilk olarak genomik DNA tuzla coktiirme
yontemiyle izole edilmistir ( SAMBROOK, 1989). izole edilen DNA kontol amagh
%0,8’1ik agaroz jele yiiklendikten sonra elektroforez sistemine verilen elektrik sayesinde

olusan elektriksel alanda DNA’molekiiliiniin hareketi gozlenerek c¢alisilan Orneklerde

DNA’nin varligi gosterilmistir (Sekil 6).

Sekil 6. 24 bireye ait periferik kandan izole edilen DNA’nin % 0,8 lik agaroz jel elektroforez sonuclari
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DNA izolasyonu basarili gecen 72 ornekten, 22 orak hiicre anemisi olmayan, 50 orak hiicre
anemisi hastasi olan bireylerde polimeraz zincir reaksiyonuyla (PCR) MTHFR gen bolgesi
cogaltilmis sonucta 198 bp uzunlugunda bir gen bolgesi elde edilmistir. C677T mutasyonu
icin (ekzonik) 5-TGAAGGAGAAGGAGGTGTCTGCGGGA-3" ve (intronik) 5’-
AGGACGGTGCGGTGAGAGTG-3" primerleri kullamlmistir (DIKMEN, 2004). PCR
tiipleri Termal Cycler cihazinda, 94 °C de 4 dk denatiirasyon ve ardindan 94 °C de 1 dk, 61
°C 1 dk, 72 °C de 1,5 dk, seklinde 35 dongii tekrar edilip son olarak uzama reaksiyonlari icin
72 °C de 10 dk da tutulmustur (FROST, 1995). PCR reaksiyonu sonunda 198 bp lik MTHFR
gen bolgesi cogaltildiktan sonra %1°lik agaroz jelde yiiriitillerek PCR iiriinleri kontrol

edilmistir (Sekil 7).

Sekil 7. 12 bireye ait 198 bp’lik PCR iiriinlerinin amplifikasyonu ve %1 lik agaroz jelde elde edilen
goriintiisii

MTHEFR geninin 677. siradaki sitozinin ( C), timine ( T) doniismesi sonucunda C677T alleli
meydana gelmektedir. Bu degisim Hinf I restriksiyon endoniikleaz enziminin tanima
bolgesinin degismesine neden olmakta ve 198 bp lik PCR iiriinleri Hinf I endoniikleaz

enzimiyle kesim reaksiyonuna girdiginde sonucta 198 bp, 175 bp ve 23 bp lik ii¢ ayr1 fragman
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gozlenmektedir (ZIMMERMAN, 1998). PCR iiriinleri gozlenen drnekler kesim reaksiyonuna
alindiktan sonra % 2,5 lik agaroz jelde yiiriitiilmiistiir (Sekil 8).

MK 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
Sekil 8. 11 bireye ait MTHFR geninin Hinf I restriksiyon endoniikleaz enzimi ile kesimi. M: Marker (100

bp ladder), K: Kesim yapilmayan PCR iiriinii ( Kontrol érnegi), 1.10.11. Homozigot hasta ( 175
bp), 3,4,5, 6,7, 8, 9, Kesim goriilmeyen normal genotipli bireyler.

Sekil 8’de, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 nolu bireylerde kesim reaksiyonu gerceklesmediginden
%?2,5’lik agaroz jel elektroforezi sonucunda enzim ile muamele edilmeyen kontrol 6rnegiyle
(PCR) ayn1 oranda yol almistir. Bu 6rneklerde MTHFR genininde 677. niikleotitde sitozin
(C), nin timine (T) doniismedigi dolaysiyla restriksiyon bolgesine spesifik bir kesim bolgesi
her iki ebeveynden gelen alleler icinde s6z konusu oldugu i¢in bu bireyler Homozigot CC
(C667/C677) olarak belirlenmistir. 2, 10, 11 nolu bireylerde olusan bantlar markerla
kiyaslandiginda 175 bp’lik bantlar gbzlenmistir. Bu bireylerde her iki allelde meydana gelen

nokta mutasyonda C—T doniisiimii her iki allelde de meydana geldiginden kesim sonrast iki
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175 bp’lik parca meydana gelmektedir. Bu bireyler Homozigot TT (T677/T677) olarak

belirlenmistir.

11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 KM

Sekil 9. 11 bireye ait MTHFR geninin Hinf I restriksiyon endoniikleaz enzimi ile kesimi. M:Marker (100
bp ladder). K: Kontrol PCR restriksiyon endoniikleazla kesilmemis. 1, 2, 3,4, 5, 6,7, 8, 9, 10, 11
198 bp’lik kesim gerceklesmeyen bireyler.

Sekil 9’da goriilen 11 Orak hiicre anemili hasta bireyde de kesim reaksiyonu
gerceklesmemistir. Bu bireyler mutasyona ugramamis homozigot CC genotipli bireyler olarak

belirlenmistir.
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11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1K M

Sekil 10. 11 bireye ait MTHFR geninin Hinf I restriksiyon endoniikleaz enzimi ile kesimi. M:Marker
(100 bp ladder). K: Kontrol PCR restriksiyon endoniikleazla kesilmemis. Homozigot normal
bireyler 1, 3, 4, 5, 7, 9, 10. kesim gerceklesmeyen ( 198 bp) lik. Homozigot mutant birey 3,7,8,
175 bp lik. Heterozigot birey 11 ( 175 ve 198 bp ).
Sekil 10°da goriilen 11 orak hiicre anemili bireylerden elde edilen 1, 3,4,5,7,9, 10
nolu orneklerde kesim gerceklesmemis homozigot CC genotipli bireylerdir. 11 nolu bireyde
allelerden birinde kesim varken digerinde olmamistir. Bu birey heterozigot genotipli bireydir.

Heterozigot bireylerde ayrica meydana gelebilen 23 bp lik bir fragman %2,5’lik agaroz jelde

goriintiilenememistir.
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11 10 98 7 6 5 4 3 2 1 KM

Sekil 11. 11 bireye ait MTHFR geninin Hinf I restriksiyon endoniikleaz enzimi ile kesimi. M:Marker
(100 bp ladder). K: Kontrol PCR restriksiyon endoniikleazla kesilmemis. Homozigot normal
bireyler 1.3.4.5.7.8.9.10. kesim gerceklesmeyen ( 198 bp) lik. Homozigot mutant bireyler 2.6.8.11
(175 bp) lik.

Sekil 11’de goriilen 11 Orak hiicre anemili bireylerden elde edilen orneklerde, 8
bireyde (1,3,4,5,7,8,9,10) mutasyon gozlenmezken 4 bireyde homozigot mutasyon
gozlenmistir. (2, 6, 8,11 ).

1 10 9 8 76 5 4 3 2 1 KM
Sekil 12. 11 bireye ait MTHFR geninin Hinf I restriksiyon endoniikleaz enzimi ile kesimi. M:Marker
(100 bp ladder). K: Kontrol PCR restriksiyon endoniikleazla kesilmemis. Homozigot normal
bireyler 1.3.4.5.7.8.9.10.11. kesim gerceklesmeyen ( 198 bp) lik. Homozigot mutant bireyler
2.6.8. (175 bp) lik.
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11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 KM

Sekil 13. 11 bireye ait MTHFR geninin Hinf I restriksiyon endoniikleaz enzimi ile kesimi. M:Marker
(100 bp ladder). K: Kontrol PCR restriksiyon endoniikleazla kesilmemis. Homozigot normal
bireyler 1.3.4.5.7.8.9.10.11. kesim gerceklesmeyen ( 198 bp) lik. Homozigot mutant bireyler
2.6.8. (175 bp) lik.

Sekil 12 ve 13 teki 22 birey orak hiicre anemisi olmayan bireylerden elde edilen
orneklerin Hinf I restriksiyon endoniikleaz enzimi ile kesimi sonucu yapilan elektroforez
sonucunda 17 bireyin MTHFR genleri homozigot normal CC genotipli, 5 bireyse homozigot

TT mutant genotipli olarak saptanmistir.
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5. SONUC VE ONERILER

Orak hiicre anemisi yaklasik 40 kadar belirlenmis hemoglobinopatiden iilkemizde ve
ozellikle bolgemizde oldukga sik rastlanan hemoglobinopatilerden biridir (TOSUN, 1998).
Hastalik hemoglobin zincirlerinin sentezinden sorumlu beta globin genindeki tek bir bazin
degismesine bagl olarak ortaya c¢ikmis olsada klinik seyri ve fenotipinin ortaya ¢cikmasinda
baska genler ve gen aileleri etkilidir. Bunlar genetik belirtecler olarak adlandirilmigtir
(KUTLAR, ve TURKER, 2001). Bu genlerden biri olan metilentetrahidrofolatrediiktaz
geninde meydana gelen mutasyonun sonunda azalan enzim aktivitesi kandaki homosistein
miktarinin artmasina neden olmakta ve damar endotelinin hasarlanmasina bagli olarak
vaskiiler bozukluklara neden olmaktadir (HUSTAD, 2001). Orak hiicre anemisinde deforme
olmus HbS bulunduran eritrositlerin polimerizasyonu damarsal tikanmalara ve eklem agrilari,
organ yetmezliklerine yol acan oraklasma krizlerine neden olmaktadir (KILINC, 2000).
MTHFR genindeki mutasyonlardan kandaki total homosistein miktarina etki eden C677T
mutasyonuyla oraklasma krizlerinde ciddi hasarlanmaya neden olan avaskiiler nekroz
olusumunun goézlenmesi yiiksek kan homosistein miktariyla iliskilendirilmistir. (KUTLAR,

2001).

Yaptigimiz ¢calismada orak hiicre anemisi tanist konmus 50 hastadan izole edilen genomik
DNA’ dan amplifiye edilen MTHFR genin spesifik restriksiyon endoniikleaz enzimleri
kullanilarak genotipi belirlenmistir. 12 bireyde (% 24) homozigot TT mutasyon gozlenirken,
CT genotipi sadece 1 bireyde (% 2), normal form olan CC genotipi 37 bireyde (% 74)
gbzlenmistir. Bunun yaninda orak hiicre anemisi olmayan kontrol grubu olarak belirlenen 22
bireyden elde edilen 6rneklerde 5 bireyde (% 22,7) TT mutasyonu gozlemlenirken 17 bireyde

(% 77,2) mutasyon sapyanmamigtir.

Trombotik aktiviteyi etkileyerek, orak hiicreli bireylerin fenotiplerinin birbirinden farkli
olmasina yol acan bu mutasyonun siklig1 ¢esitli toplumlarda farklilik gostermektedir. Daha
once yapilan caligmalarda bu genin klinik 6nem arzetmesine baglh olarak cesitli toplumlardaki
genel olarak goriilme sikligi tespit edilmistir. Bu oran, Kanadali Fransiz toplumunda % 38,
Brezilya da beyaz tenlilerin % 36’sinda zencilerin % 12’sinde, Asyalilarin %24’iinde,

Afrikali zencilerde %12 olarak saptanmistir (FRANCO, 1998).
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Analizini yaptigimiz MTHFR C677T alleli, Orak hiicre anemili hastalarda %24 (12
birey), hasta olmayan kontrol grubunda % 22,7 ( 5 birey) gibi bir oranda ortaya ¢cikmistir. Bu
durum mutasyonun hastaligin klinik cesitliligine neden olsa da, goriilme sikliginin orak hiicre
anemisiyle belirgin bir iliskide olmayip hastaliga 6zgii olmayan bir genetik cesitlilik

oldugunu gostermektedir.

Aragtirmalarimizin  sonunda, tiim Orneklerimiz genel olarak ele alindiginda (Hatay
ilindeki orak hiicre anemisi olan ve olmayan) 72 bireyin %23,6’sinda (17 bireyde) homozigot

mutasyona rastladik. Bu oran, % 24 olan Asya toplumundakine yakinlik géstermektedir.

KUTLAR’1n (2001) yapmis oldugu calismada Kafkas ve Arap toplumundaki orak
hiicre anemili hastalarinda mutasyon sikligin1 % 20,7 olarak bildirmistir. Calismamizda orak
hiicre anemili hastalarda 50 bireyin %?24’iinde (12 bireyde) homozigot mutasyon
saptanmistir. Bu sonug, cografi yakinlik ve gen akrabaligi iliskilendirilerek karsilastirilma
yapildiginda Hatay ilindeki mutasyon sikligimin bu bolgelerdeki toplumlarin mutasyon

sikligina yakin oldugu gozlenmistir.

Bolgemizde tasiyicilik ve hastalik orani oldukca yiiksek ve ciddi bir saglik sorunu
olan orak hiicre anemisinin tedavisi giiniimiiz kosullarinda miimkiin degildir. Hastalarin
yasam kalitesinin artirilmasi adina, azaltilmak istenen oraklagsma krizlerinin ortaya c¢ikisinda
etkili olan trombotik aktiviteye sebep olan bu mutasyonun sikliginin bilinmesi ve hasta
olmayan bireylerde, kanserden damar-kalp rahatsizliklarina kadar pek ¢ok klinik etkisi olan
bu geninin profilinin belirlenmesi, 0zel stratejilerin gelistirilmesine olanak saglamasi

acisindan fayda saglayacaktir.

Uygulama maliyeti ¢ok fazla olmayan RFLP-PCR yonteminin kullanimiyla daha ¢ok
hasta bireyin analizinin yapilmasi, 6zellikle genotipi homozigot TT olarak bilinen hastalarin
folat aliminin kritik seviyeler iistiinde tutulmasi gibi bireye 6zgii bir takip ve tedavi seklinin

gelistirilmesine katkida bulunmas1 adina oldukca yarar saglayacaktir.
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