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OZET

Hemoglobinopatilerin Mikroarray Yontemiyle Belirlenmesi

Diinya’da yaygin olarak gozlenen kalitsal hastahiklardan biri olan
hemoglobinopatiler hemoglobin molekiiliiniin polipeptid zincirindeki yapisal
degisikler veya sentez bozuklarindan kaynaklanan bir kan hastahigidir. Anormal
hemoglobinler ve talasemiler olmak iizere iki kisma ayriir. Anormal
hemogloninler polipeptid zincirlerini kodlayan genlerdeki cesitli mutasyonlardan
kaynaklanmaktadir. Dagilimn cografik lokalizasyon ve irksal gruplara gore
oldukca farkhlik gostermektedir. Ulkemizde bugiine kadar 42 anormal
hemoglobin tanimlanmistir. En sik gozlenen HbS, HbD ve HbE’dir. Talasemiler
hemoglobin molekiiliiniin globin zincirlerinin bir ya da daha fazlasinin
iiretimindeki azalmadan kaynaklanmaktadir. a globin zincir sentezindeki azalma
o talasemiye, B globin zincir sentezindeki azalma P talasemiye neden olmaktadir.
o ve B talasemi Tiirkiye’deki en yaygin hemoglobinopatiler olup o ve B talasemi
tasiyicr sikhigr sirasiyla % 3,3 ve % 3,7 dir. Tiirkiye’de en sik goriilen beta
talasemi mutasyonu IVSI-110’dur. Bu calismada Cukurova bdlgesinde en sik
goriilen Hb S ve nadir olarak goriilen Hb D-Los Angelas, Hb E Saskatoon, Hb O
Arab, Hb D iran ve Hb G-Coushatta gibi hemoglobin tiplendirilmesi mikroarray
yontemiyle yapilmistir. Ayrica 19 B talasemi hastasinin mutasyon tiplendirilmesi
yapilmis, biitiin olgularin ¢ift heterozigot ozellik gosterdigi ve 15 olgunun IVSI-
110 mutasyon icerdigi gozlenmistir. Anormal hemoglobin ve B talasemi
mutasyonlarin bolgemize 6zgii ¢ip tasarim yapilarak ¢iplerin bu mutasyonlara

0zgii olduguda kanitlanmstir.

Anahtar Sozciikler: Anormal hemoglobin, Talasemi, Mikroarray
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ABSTRACT

The Determination of Hemoglobinopathies by Microarray Method

The inherid disorders of hemoglobin, the hemoglobinopathies, are the commenest single
gene conditions in humans and genetic disorders of structre and synthesis of one or
more of the globin polypeptid chains. The hemoglobinopathies fall into two grups:
abnormal hemoglobin, and thalassemias. 42 abnormal hemoglobins have been identified
in the Turkish population. The most frequently obseved abnormal hemoglobins are
HbS, HbD, and HbE. Thalassemias are inherited hemoglobinopathies resulting from a
decrased rate or production of one or more of the globin chains of hemoglobin. In o
Thalassemias the synthesis of a chains is diminished, In B Thalassemias the
synthesis of B chains is diminished. o Thalassemias and B Thalassemias are common
hemoglobinopathies in Turkey. Survey for a and B Thalassemias showed prevalance
rates of % 3,3 ,% 3,7. The most common P thalassemia mutation is IVS I-110 in Turkey.
In this study, general form HBS and rare form Hb D-Los Angelas, Hb E Saskatoon, Hb
O Arab, Hb D Iran and Hb G-Coushatta Hb types have been worked on rather samples
in Cukurova Region via microarray system. Besides, classification of mutation type of 19
B thalassemia patients have been studied, all of findings were shown that entire studies
had double heterozygote characteristics and 15 studies of whole patients samples had
IVSI-110 type mutation. Regional chip designs of mutation of Abnormal Hemoglobin
and B-Thalassemia have been done and these chip designs have been proved that

characteristics for Abnormal Hemoglobin and p-Thalassemia.

Key Words: Abnormal Hemoglobin, Thalassemia, Microarray
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1. GIRIS VE AMAC

Insan populasyonlarinda en yaygmn goriilen kalitsal hastaliklardan birisi de
hemoglobinopatidir.  Hemoglobinopati, = hemoglobin = molekiiliiniin  polipeptid

zincirlerindeki yapisal degisiklikler veya sentez bozukluklarindan kaynaklanan bir kan

hastaligidir!. Bu kalitsal hastalik yogun olarak Afrika, Asya ve Akdeniz iilkelerinde

gériilmekle birlikte gd¢lerle Avrupa, Amerika ve Avustralya’ya da yayilmustir’.

Anormal hemoglobinler hemoglobin molekiiliin yapisinda yer alan globin
zincirleri lizerindeki aminoasit degisikligi sonucu meydana gelmektedir. Milyonlarca
insanin etkilendigi anormal hemoglobinlerin en yaygin olanlar1 Hb S, Hb D, Hb E ve
Hb C’ dir’. Tiirk populasyonunda bugiine kadar 42 anormal hemoglobin tanimlanmustir.
Bu 42 anormal hemoglobinin 13 tanesi o zincir varyanti, 24 tanesi [ zincir varyanti, 1
tanesi gama zincir varyanti, 2 tanesi hibrid hemoglobin; 1 uzamis o zinciri ve 1
delesyon/insersiyon sonucunda uzamis P zincir varyantidir®. Diinyada birinci siklikta
gozlenen ve ilk belirlenen hemoglobin varyanti olan HbS geninin Cukurova bolgesinde
tastyict sikligmm %8,2 oldugu, sikhigim %3 ten %44 e kadar degistigi saptanmustir.
Ulkemizde 2. anormal hemoglobin Hb D Los Angeles olup goriilme siklig1 % 0,2 olarak
saptanm1$1t1r6. Ulkemizde {igiincii siklikta gdzlenmekte olan Hb E ozellikle Cukurova
bélgesinde bulunmaktadir ve tastyicr sikligi %0,6- 2,4 olarak belirlenmistir”.

Talasemiler hemoglobin molekiiliiniin yapisinda yer alan globin zincirlerinden
birisinin veya birden fazlasinin sentezindeki azalma veya tamamen yoklugu ile karakterize
olan genetiksel bir hastaliktir. Otozomal mutant genler sonucu olusur. Diinyada en sik
goriilen genetik hastalikdir. Ozellikle Akdeniz, Orta Asya, Afrika’'nin bazi béliimleri
Hindistan ve Asya’y1 i¢ine alan kusakta yiiksek siklikla gozlenmektedir ™. o -Talasemi; o
globin tiretimindeki genetik bozukluga bagli olarak a- globin zincir sentezinin azalmasi ya
da yokluguyla seyreden genetik bir hastaliktir'®. p-Talasemiler, en yaygin goriilen talasemi
tipi olup hemoglobin molekiiliiniin B- globin zincirinin hi¢ sentezlenmemesinden (B°
talasemi) veya az miktarda sentezlenmesinden (B talasemi) kaynaklanmaktadir'',

Tiirkiye’de tasiyict sikligi % 2 oranmdadir'"

. Bu oran bazi bolgelerde artmaktadir,
Cukurova bolgesinde ise  %3,7 oranindadir™®. p —Talasemiyi molekiiler diizeyde aragtiran
calismalarda; Tirkiye’de 43’lin iizerinde farkli mutasyonun oldugu ve [ —Talaseminin

molekiiler diizeyde ¢ok heterojen bir yap gosterdigi saptanmustir'>"’. Bu mutasyonlardan



20 tanesi Cukurova bolgesinde goriilmiistiir. IVS—-1-110 Tiirkiye’de en sik rastlanilan
mutasyondur'*.

Diinya Saglik Orgiitii, diinyada hemoglobinopati tasiyict sikligmm % 5,1
oldugunu ve 266 milyon kisinin etkilendigini bildirmistir. Her yi1l yaklasik 300.000
hasta cocugun diinyaya geldigi tahmin edilmektedir'®. Giiniimiizde bu hastaliklarin
heniiz etkin bir tedavisi bulunmamaktadir. Orak hiicre ve talasemili hasta dogumlari
Oonlemenin ve bu hastalarin eradikasyonunu saglamanin tek yolu dogum o6ncesi tani ile
hasta bireylerin dogumunun 6nlenmesidir'’. Bu amagla bolgemizde tasiyict aile
oraninin yliksek olmasi ve hasta ¢ocuk dogumunu Onlemek amaciyla Cukurova
Universitesi Tip fakiiltesinde Dogum Oncesi Tani Merkezi kurulmustur. Bu
hastaliklarin genetik tanisina yonelik ¢ok ¢esitli molekiiler yontemler gelistirilmistir.
Hizla artan dizilim bilgilerinden en yliksek kapasitede faydalanabilmek i¢in yeni
teknolojilere gereksinim duyulmustur. Bu yeni teknolojiler arasinda en giiglii
olanlarindan biriside oligonukleotidlerin veya tamamlayict DNA (complementary DNA,
cDNA) parcalarinin yiiksek yogunlukta yan yana dizilmeleri ile ortaya ¢ikan mikroarray
(mikrogipler, mikrodizilimler) teknolojisidir®. Mikroarraylerin en énemli avantajlari,
ayn1 anda bir¢ok gen ile ilgili bilgi alinmasi, hizli sonug elde edilmesi, az sayida deney

yapilmasi, giivenilir olmasi1 ve sistem kurulduktan sonra ucuz olmasidir®'**

. Boylece
mikroarray cihazinin kullanimimin yayginlastirilmasiyla bolgemize ve iilkemize 6zgiin
anormal hemoglobin ve talasemi mutasyon tiplerini taniyan ¢ipler tasarlanarak daha kisa

stirede daha ¢ok olguyu tanimlama olasilig1 saglanmis olacaktir.



2.GENEL BILGI

2.1.Hemoglobinin Yapisi

Eritrositlerin yapisinda yer alan ve oksijen baglama kapasitesi yliksek olan
hemoglobin, oksijeni akcigerden dokulara, CO, ve protonlari dokulardan akcigere tasir.
Hemoglobinin bu 6zelligi organ ve dokularm islevlerini yapabilmeleri i¢in hayati oneme
sahiptir™.

Omurgal1 eritrositlerinde bulunan hemoglobin molekiiliiniin molekiiler agirlig:
64.500 dalton, maksimum ¢ap1 ise 6,4 nm’ dir**. Hemoglobin molekiilii, hiicre kuru
agirliginin % 60°1n1, kan proteinlerinin 2/3’nii olusturmaktadir. Erkeklerde 100 ml kanda
ortalama 15 gr, kadinlarda ise 13 gr hemoglobin bulunmaktadir”. Yenidoganlarda ise bu

deger yaklagik 20 gr’dir.

2.1.1.Hemoglobinin Molekiiler Yapisi
Tetramer yapida olan hemoglobin molekiiliiniin “globin” adi verilen protein
parcasi ile “hem” halkasindan olugmaktadir. Hemoglobin molekiiliinde bulunan hem
halkas1 biitiin hemoglobinlerde aynidir. Buna karsilik globin zincirleri, aminoasitlerin cins,
sira ve sayis1 agisindan farklilik gosterir®.
Molekiiliin globin kisminda 4 adet polipeptid zinciri bulunur, bu polipeptidlerin her
biri, bir hem grubuna baghdir™ (Sekil 1).

Harnmuiei = hivcre=s

= =i

Sekil 1. Hemoglobin molekiiliiniin yapisi.



2.1.2.Hemin Yapisi

Hem grubu, 4 pirol halkasindan meydana gelen protoporfirin IX halka sistemi ile
bir demir atomundan olusmaktadir. Metenil kopriileriyle birbirine baglanan doért pirol
halkasindan meydana gelen tetrapirol halkasina yan zincir olarak iki vinil, iki propiyonat
ve dort metil baglanmustir”. Fe atomu porfirin halkasiin dort N” i ile baglanarak hem
halkasiin ortasinda tutunur. Hemin Fe™i her biri diizlemsel porfirin halkasin ayri
tarafinda olan iki bag daha yapar. Bunlardan biri globin molekiiliiniin bir histidin

kalmtisinin yan zincirine baglanirken digeri ise oksijen baglamaya uygundur. Boylelikle

hemoglobin oksijen tagima pozisyonuna sahip olur *(Sekil 2).

HEI—”—CHECHE CHECHZ_'F'_ OH
O O

Sekil 2. Hemin yapist.

2.1.3. Globin Zincir Gen Yapisi

Globin zincirlerinin aminoasit bilgileri iki farkli gen ailesinden olusur. Her
polipeptid zinciri bir Yunan alfabesi tarafindan adlandirilir.
2.1.3.1. a-Benzer globin genler

16. kromozomun kisa kolunun p 13,3 bdlgesinde bulunmaktadir ve genomda
yaklasik 30 kb’ lik bir yer tutar. 5’ uctan baslayarak 3’ ucuna dogru C, , wC ,yon, yo,

,0, o ve O seklinde stralanmaktadir® (Sekil 3).
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Sekil 3. a-Benzer globin genler.

2.1.3.2. B-Benzer globin genler

11.kromozomun kisa kolu iizerinde p14 bolgesinde bulunur. Genomda yaklagik 50
kb’ lik yer tutar. 5’ uctan baglayarak 3’ ucuna dogru ¢, Gy , Ay ,yp,dve B
seklinde siralanmigtir 29(Sekil 4).

Sekil 4. B-Benzer globin genler.

B lokusu iizerinde bulunan Gy ile Ay genleride yapisal olarak benzer protein {iriinii
vermektedir. Gama globin zincirlerinin bu iki geni 136.pozisyondaki aminoasit agisindan
farklilik gosterir. Gy-globin zincirinde 136.aminoasit Glisin, Ay globin zincirinde ise ayni

pozisyonda Alanin bulunur. Ay globin zincirinin ayrica iki varyanti vardir. Bu



varyantlardan 75.aminoasitte Treonin igeren AyT, izoldsin igeren Ayl olarak adlandirilir.
AyT varyant1 Ozellikle bazi irksal gruplarda sik gozlenir. Fetal yasamda total gama
zincirlerinin %75’in1 Gy, %25’ini ise Ay olusturur. Dogum sonrasi bu oran degisir ve
eriskinde Ay oran1 %60’a yiikselirken, Gy orani ise %40 civarina diiser. Epsilon, gama,
delta ve beta zincirleri 146,alfa zincirleri ise 141 aminoasitten olusurlar. Bu globinleri
kodlayan genler ise 3 ekson ve 2 introndan meydana gelmektedir®~".

Globin zincirini sifreleyen dizilerin oldugu gen bolgelerine ekson, proteine
doniismeyen dizileri igeren bolgelere ise intron denilmektedir. Translasyona ugramamasina
ragmen 5’ ve 3’ bolgelerindeki diziler olduk¢a 6nemli olup gen ekspresyonunda rol
oynarlar™~",

B-globin geni, B-globin zincirindeki 146 aminoasidi kodlamak i¢in gerekli
bilgiyi, 3 ekson, 2 intronda icerirken 5’ ve 3’ diizenleyici bolgeleride kapsayan yaklasik
1,8 kb uzunlugunda gen bolgesine sahiptir®~".

B-benzer genlerinde ekson 1 ilk 30 aminoasiti, ekson 2 ise 74 (31-104) ve ekson 3
de 42 aminoasidi (105-146) kodlamaktadir, oo genide ekson 1 de ilk 31 aminoasiti, ekson
2 (32-99) 67 aminoasit ve ekson 3 ise (100—141) 41 aminoasidi kodlamaktadir™-".

B-globin geninde olusan mutasyonlar B-talasemiye, orak hiicreli anemiye ya da

diger anormal hemoglobinlere neden olmaktadir™-*.

2.1.4. Normal Hemoglobinler

Normal hemoglobinde 4 hem halkas1 2 farkli globin zincirinden olusur. Erigkinde
normalde ii¢ tip hemoglobin bulunur. Bu hemoglobinlerde hem halkasi ayn1 olup, globin
yapisi farklidir".

Hb A: Normal bir eriskinde hemoglobin molekiiliiniin yaklasik %97’si Hb A’ dir.
Hb A, iki a ve iki B globin zincirinden olusur. o3, seklinde gosterilir. a zincirleri 141 3
zincirleri ise 146 aminoasitten olusur. Eriskinlerde Hb A disinda iki mindr hemoglobin
grubu daha bulunur’’,

Hb A;: 2 o ve 2 § globin zincirinden olusur ve 0,0, seklinde gdsterilir. Normal
eriskinde %?2-3 oraninda bulunur. Hb A, oran1 B talasemi tasiyicilarinda yiikselir.
Unstable hemoglobinopatilerde ve megaloblastik anemilerdede bazen yiikselir. Buna

karsin demir eksikligi anemisinde ve sideroblastik anemilerde azalir’'.



Hb F: Fetus ve yeni doganin temel hemoglobini olan Hb F ise ikinci mindr
hemoglobin olup 2 a ve 2 y zincirinden olusur, o,y, seklinde gosterilir. Erigkinde ortalama
Hb F diizeyi %1’in altindadir’’. Yeni dogan ¢ocuklarda hemoglobinin % 70- 90 ‘mim
olusturur. Dogumdan sonra hizla diiserek 6. ayda % 5’ e diiser. Hb F’in baslica yiikseldigi
hastaliklar, hemoglobinopatiler ve talasemik sendromlardir. Bununla beraber ara sira diger
hastaliklarda da Hb F diizeyinde artma oldugu bildirilmistir. Bu hastaliklar arasinda,
konjenital ve akkiz aplastik anemiler, bazi1 16lesemi c¢esitleri, sideroblastik anemiler,
paroksismal  nokturnal = hemoglobiniiri, = megaloblastik  anemiler  sayilabilir.
Embriyonik dénemde ise Portland I ve II, Gower I ve II hemoglobinleri sentezlenir.
Portland I'nin  (embriyonik) molekiiler yapisinda &y, Portland II’'nin molekiiler
yapisida § B2, Gower I'min (embriyonik) molekiiler yapisinda  &e, ve Gower II

(embriyonik) nin molekiiler yapisinda o,¢; globin zincirleri bulunur’>**(Tablo1).

Tablo 1. Embriyonik, fetal ve eriskin donemde sentezlenen insan hemoglobinleri.

Isim Formiil Eriskin Degeri

Embriyonik Hemoglobin

Hemoglobin Gower 1 GLe

Hemoglobin Portland 1 oy

Hemoglobin Portland 11 & B

Hemoglobin Gower 2 o) &

Fetal Hemoglobin

Hemoglobin F oy, + %1’den az
" e

Eriskin Hemoglobin

Hemoglobin A o3 %96

Hemoglobin A, 0 0, %2,5-3,5




2.1.5. Hemoglobin Doniisiimleri

Hemoglobin sentezi prenatal ve postnatal yasam siiresince belirgin gelisimsel
degisim gosterir. Tiim evrelerde degismeyen o ve B benzer globin zincirler arasindaki
dengedir.o. benzer ve B benzer globin genlerinin her ikisi de gelisim evrelerinin farkli
donemlerinde (embriyo, fetiis, yeni dogan ve eriskin) aktive olurlar. Bu genlerin ardigik
aktivasyonu sonucu ise farkli gelisim evrelerinde farkli hemoglobinler tiretilir****.

Eritropoezin mezoblastik doneminde ilk sentezlenen hemoglobin Hb Gower 1°dir.
2 zeta (&) ve 2 epsilon (g;) zincirinden olusur. Bundan kisa bir siire sonra a ve 3 zincir
sentezi baglar. Bu sirada diger tic embriyonik hemoglobin; Hb Portland 1(&,y), Portland 11
(& B2) ve Hb Gower II (0 &) gozlenir. Gebeligin 6.c1 haftasindan sonra y zincir sentezi
baglar, ardindan gebeligin 13. haftasinda embriyonik hemoglobinler kaybolur ve fetiista
sadece Hb F bulunur. Gebeligin ilerlemesiyle y zincirlerindeki dereceli azalmaya paralel
olarak B-zincir sentezinde artma gozlenir. Gebeligin 35.ci haftasinda %85’e diisen Hb F
diizeyleri, haftada % 3 — 4 oraninda azalmaya devam ederken bu sirada Hb A sentezi

artmaya baslar 35(SekilS).

Yumurta kesesi karaciger  dalak Kemik iligi

| - 1

Total globin
Sentezi  30f
(%) j
gk

“s0 " f & .18 = 30 . 42
dogum

Sekil 5. Embriyonik ve fetal gelisimin farkli evrelerinde globin zincir sentezi.



2.2.Hemoglobinopatiler

Diinyada en yaygin goriilen kalitsal hastaliklardan birisi de hemoglobinopatidir.
Hemoglobinopati, hemoglobin molekiiliiniin polipeptid zincirlerindeki yapisal degisiklikler
veya sentez bozukluklarindan kaynaklanan bir kan hastaligidir. Talasemi ve anormal
hemoglobinler olmak iizere iki kisimda incelenir'.

Diinya Saghk Orgiitii, diinyada hemoglobinopati tastyict sikligin1 % 5,1 olarak ve
etkilenen kisi sayisini 266 milyon olarak agiklamistir. Her yil yaklasik 300.000 hasta
cocugun diinyaya geldigi bildirilmistir'®. Bu kalitsal hastalik yogun olarak Afrika, Asya ve
Akdeniz iilkelerinde goriilmekle birlikte goglerle Avrupa, Amerika ve Avustralya’ya da

yayilmistir®,

2.2.1.Anormal Hemoglobinler

Hemoglobin molekiiliin yapisinda yer alan globin zincirleri iizerindeki aminoasit
degisikligi sonucu meydana gelmektedir. Bu genlerin ekzon bolgesindeki veya bu bolge
disindaki nokta mutasyonlari, insersiyonlar ve delesyonlar ¢esitli hemoglobin
varyantlarinin olusumuna yol agmaktadir*®.

Mutasyonlarin  biiyiikk bir kismint nokta mutasyonlar: olusturmaktadir. Bu
mutasyonlar bazen polipeptid zincirinde tekbir aminoasit degisimine neden olmaktadir.
Delesyonlar polipeptid zincirinin kisalmasina, insersiyonlar ise uzamasina yol agmaktadir.
Homolog olmayan crossing-over sonucu olusan bazi varyantlar ise normal uzunlukta hibrit

polipeptid zincirleri igermektedirler™.

2.2.1.1. Anormal Hemoglobin Sendromlari
2.2.1.1.1. Hb S (B6 (A3) Glu— Val: GAG-GTG)
Diinyada birinci siklikta gozlenen ve ilk belirlenen hemoglobin varyantidir.
Ozellikle Afrika’da (ekvator) ve bu bolgeden go¢ eden siyahlarin yasadig iilkelerde, daha

az siklikta Akdeniz tilkeleri, Suudi Arabistan ve Hindistan’in bazi1 bolgelerinde gézlenir3’37.



Hb S molekiilii, Hb A’ nin B globin zincirindeki 6.aminoasidi olan glutamik asit
yerine valinin gegmesi yani glutamik asiti kodlayan GAG niikleotid dizisinde adenin
yerine timinin (GTG) gecmesine neden olan nokta mutasyonu sonucu olusmaktadir™>.

Hb S igeren eritrositler O, azlig1 sonuncunda polimerleserek kirmizi hiicrelerin
orak seklini almasma neden olmaktadir. Olusan bu hiicreler kisa dmiirliidiirler ve kapiller

damarlar1 tikayarak normal kan akiminda bozulma ve lokal hipoksiye neden olurlar™*

(Sekil 6).

Bu varyant Orta Afrika’daki siyah populasyonda yaygindir. Bu bolgelerde yiiksek
oranda sitma goriilmektedir. Hb S heterozigot bireylerin Plasmodium Falciparum
parazitine karsi, Hb A tasiyanlardan daha direncli oldugu ve bu bireylerde hastaligin daha
hafif seyrettigi saptanmistir. Bu durum biyolojik diren¢ ve g¢evre arasindaki iliskiye bir

6rnek olup dengelenmis polimorfizm olarak bilinir*®.

Sekil 6. HbS’in oraklagmast.
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Hb S genini heterezigot tasiyan (HbA/S genotipli) bireyler, orak hiicre
tastyicisidirlar. Eritrositlerde Hb A ve Hb S birlikte bulunur. Bu bireylerde dolasimdaki
hemoglobin S konsantrasyonu % 50’den azdir. Orak hiicre tasiyicilarinin kan morfolojileri,
fiziksel gelisimleri, aktiviteleri ve yasam siireleri normaldir'~.

Hb S/S genotipli bireylerde otozomal resesif kalitsal hastalik olan “orak hiicre
anemisi” (Sickle cell anemia) goriiliir. Anemi, baz1 enfeksiyonlarin siddetinde artis, organ
hasarma yol acabilecek doku enfarktiisleri ve tekrarlayan agrilar bu sendromun klinik
belirtileri arasinda yer almaktadir. Hastalar genellikle ilk yaslarda kaybedilmektedir. Bu
bireylerin eritrositlerinde, Hb S ve Hb F bulunmaktadir*~®,

Bir ebeveynden Hb S diger ebeveynden 3 talasemi kalitimi s6z konusu ise birey Hb

S/B talasemi olarak tanimlanir. Hb S ile B talasemi kombinasyonunu tasiyan hastalarin
klinik tablolarida degiskendir. Hb S/B mutasyonlarinin biiyiik bir oran1 haplotip 19
(benin) olarak saptanmigtir. Hb S mutasyonun 9 farkli B talasemi mutasyonuyla
kombinasyonu gozlenmistir. Bunlar IVS [-110/S, IVSI-1/S, IVS 1I-745/S, IVS 1I-1/S,
IVS 1-6/S, Cd39/S, Cd44/S, -30/S ve FSCS/S “dir”.

Her iki ebebeynin de Hb S tasiyicist oldugu durumlarda, dogacak ¢cocugun Hb S
tastyicist olma oran1 % 50, orak hiicre sendromlu dogma riski % 25, normal hemoglobinli

dogma oran1 ise % 25°dir. Bu oranlar her gebelik igin aymdir *(Sekil 7).

[aa] [as] [ss]
1

E 25 %= a0 w25

Sekil 7. Hb S tasiyicisi olma durumunda dogacak ¢ocuklarin Hb genotipleri ve oranlari.
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2.2.1.1.2. Hb D Los Angeles (B 121(GH4) Glu— GIn: GAA—CAA)

B globin zincirinin 121.pozisyonundaki glutamik asit yerine glutamin gegmistir.
Hb D Los Angeles, D-Punjab, D-North Carolina, D-Portugal, Oak Ridge ve D-Chicago
olarakta adlandirilmaktadir. Hindistan’da Punjab Sih’lerinde %2-3 oraninda goriiliirken
[ran, Amerikal1 siyahlar ve beyaz irktada nadiren gdzlenmistir. Ulkemizde 2.en yaygin
anormal hemoglobin Hb D Los Angeles olup goriilme siklig1 % 0,2 olarak saptanmisitir.
Cukurova yoresinde ise Hb D-B talasemi birlikteligi bulunmustur. Hb D-f3 talasemi
tagryicilarin hematolojik verileri homozigot Hb D tastyicilarindan farklidir™®.

Atalay ve arkadaglar1 Denizli ilinde en sik gézlenen hemoglobinopatinin HbD-Los
Angeles (%57,8) oldugunu bildirmislerdir*.

Tasiyicilarda  klinik, hematolojik yada fizyolojik herhangi bir anomali
gozlenmemistir. Homozigot olgularda ise orta derecede hemolitik anemi ve dalak
bityiimesi goriilmiistiir. Hb F ve HbA, diizeyleri ise normaldir'®**.

Hb A/D heterezigot ve Hb D/D homozigot genotipli bireylerde herhangi bir
semptom goriilmemektedir. HbS/D  genotipli bireylerde orak hiicre sendromu
goriilmektedir’.

pH 8,6°da elektroforetik mobilitesi Hb S ile aymidir. Hb S’ den ayirimi
soliibilitesinin normal olusu ve asit pH’daki farkli gociidiir. Tam ayrimi HPLC ve

mutasyon analizleri ile yapilir, oraklasma testi negatiftir' ®>*.

2.2.1.1.3. Hb O-Arab ( 121(GH4) Glu— Lys: GAA—AAA)

B globin zincirinin 121. aminoasidi olan glutamikasit yerine lizin ge¢cmektedir.
Homozigot olgularda anemi goriilmez. Amerikan zencilerinde, Suudi Arablarinda,
Sudanlilarda, Bulgarlarda, Tiirk halki ve Kibris Tiirklerinde gdzlenmistir. Elektroforetik
mobilitesi Hb A; ile ayn1d1r4.

2.2.1.1.4. Hb E (B26 (B8) Glu— Lys: GAG—AAA)

B Globin zincirindeki 26.aminoasit olan glutamik asitin yerine lizinin ge¢gmesi yani
GAG > AAG baz degisimi sonucu olusur. Bu degisim, pre-mRNA’nmn fonksiyonel
mRNA’ya doniisiim isleminde anormallige neden oldugundan Hb E, olmasi gerektiginden

daha az miktarda sentezlenmektedir®>>°.
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Diinyada ikinci siklikla goriilen hemoglobin varyantidir. Yaklasik 1 milyon
homozigot ve 30 milyon heterozigot olgu oldugu bildirilmistir ve bu olgularin %80’ni
Gilineydogu Asya’da yasamaktadir. Thailand, Combodia ve Laus’un bazi bélgelerinde
goriilme siklig1 % 30 -40°a ulagmaktadir™®.

Ulkemizde iigiincii siklikta gézlenmektedir (Hb S,Hb D, Hb E), ézellikle Cukurova
blgesinde bulunmaktadir ve tastyict sikligi %0,16- 2,4 olarak belirlenmistir®.

Hb A/E heterezigotlarinda herhangi bir semptom goriilmemektedir. Eritrositlerdeki
Hb E oram yaklasik % 27 civarindadir. Hb E/E homozigot bireylerinde, orta derecede
anemi goriilmekte olup eritrositlerin émrii biraz kisalmistir™®,

Hb E talasemik fenotip igerdiginden diger hemoglobin varyantlarindan farklh
olarak kirmizi kan hiicrelerinde mikrositoz ve hipokromi gozlenir. Bazi hastalar
asemptomatiktir. Hafif sarilik oldugu gibi, karaciger ve dalakda hafifce biiylimiistiir.
Periferik yaymada siddetli hipokromi ile beraber target hiicreleri bulunur**,
pH 8,6’da elektroforetik mobilitesi Hb C’ ye ¢ok benzesede kesin aymrim asit

pH’da agar jel elektroforezi, HPLC ve mutasyon analizleri ile yapilmaktadir*.

2.2.1.1.5. Hb E Saskatoon ( 22(B4) Glu— Lys: GAA—AAA)

B globin zinciririnin 22.aminoasit olan glutamik asitin yerine lizin ge¢cmektedir.
Cukurova, Kayseri, Aksaray ve Antalya’da saptanmistir. Hb E’ li olgularda Hb yiizdesi Hb
E Saskatoon olgularindan daha az olarak tespit edilmektedir. Ayrica Hb E’ li olgular
mikrositer ve hipokrom 06zelligi gostermektedir. Bu iki varyant birbirinden HPLC ve

molekiiler analizle ayirt edilebilmektedir®.

2.2.1.1.6. Hb G- Cousatta (f 22(B4) Glu—Ala: GAA—GCA)

G-Saskatoon, G-Hsin Chu, G-Taegu olarakta adlandirilir. Bolgemizde goriilen
diger nadir hemoglobin varyantida Hb G- Cousatta’dir. Oraklasma 6zellik gostermeyen Hb
G-Coushatta seluloz asetat elektroforezinde elektroforetik mobilitesi HbS ve HbD’ye
benzer 6zellik gosteririr. Homozigot ve heterozigot hali normaldir. Cinlilerde, Ttirklerde,

Japonlarda, Korelilerde, Hindistanda gozlenmistir'.
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2.2.1.1.7. Hb D-iran (p 22 (B4) Glu—GIn: GAA—CAA)

Hb D-iran ilk kez 1973 de tamimlanan B zincir varyantidir. Hb S ve P talasemiyle
kombinasyon olusturmaktadir. Seluloz asetat elektroforezinde HbS ve HbD gibi hareket
eder. Heterozigot hali hematolojik olarak normaldir. Iranhlarda, Pakistanlilarda,

italyanlarda ve Tiirklerde gozlenmistir'.

2.2.1.1.8. Hb C (B 6(A3) Glu— Lys: GAG—AAG)

B globin zincirinin 6.aminoasidi olan glutamik asit yerine lizin ge¢gmektedir. Bu
degisiklik eritrositin dikdortgen seklinde deforme olmasina ve kristalleserek ¢okmesine
neden olmaktadir Bati Afrika kiyilarinda tasiyicilik orami %25 civarindadir. Amerika
birlesik devletleri’ndeki siyah 1rkta ise %3oraninda gozlenmistir. Bu hemoglobin
varyantimin da malaryaya kars1 direng sagladigi saptanmustir=,

Hb C, elektroforetik tekniklerle ayrilamaz. Tam olarak aymrim kolon
kromotografisi, HPLC ve mutasyon analizleriyle yapilabilmektedir®.

Hb C tasiyicist olan heterezigot bireylerde 6nemli bir klinik belirti goriilmez genel
olarak asemptomatiktirler. Periferik yaymada fazla miktarda target hiicrelerinin bulunmasi
ile sliphe edilebilir. Ancak bazi vakalarda target hiicrelerindeki artis belirgin
olmayabilir®~.

Hb C/C homozigot bireylerde kronik hemolitik anemi ve splenomegali
goriilmektedir. Periferik yaymada target hiicrelerinin belirgin oldugu gozlenir. Kirmizi
kiirelerin % 30 ila % 100’ i target hiicresidir. Splenomegali hemen her vakada gdzlenir.
Bazi vakalarda sarilik bulunabilir™.

Hb S/C heterezigot bireylerinde ise “Hemoglobin SC Hastaligi” goriiliir. Bu

hastalar orak hiicre sendromundaki klinik tabloyu gésterirler”.
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2.2.1.2. Tirkiye’de Goriillen Anormal Hemoglobinlerin Dagilim

Anormal hemoglobinlerin dagilimi cografik lokalizasyon ve irksal gruplara gore
oldukca farklilik gostermektedir. Milyonlarca insanin etkilendigi anormal hemoglobinlerin
en yaygn olanlart Hb S, Hb D, Hb E ve Hb C’ dir’.

Tiirk populasyonunda bugiine kadar 42 anormal hemoglobin tanimlanmistir. Bu 42
anormal hemoglobinin 13 tanesi o zincir varyanti, 24 tanesi 3 zincir varyanti, 1 tanesi
gama zincir varyanti, 2 tanesi hibrid hemoglobin; 1 uzamis o zinciri ve 1
delesyon/insersiyon sonucunda uzamis B zincir varyantidir *(Tablo 2).

Bu anormal ilk defa

tammlanmustir *. B Zincir varyantlarindan, Hb Ankara, Hb Hakkari, Hb J- Antakya ve Hb

hemoglobinlerden bazilar Tiirk populasyonunda
Istanbul ilk kez Tiirklerde tanimlanmustir*’. A gama varyant: olan Hb F- Baskent (128 Ala
>Thr) ilk kez Ulkemizde tanimlanmusti®. o Zincir varyantlarindan, Hb Adana; 59
GIn>Asp o’ talasemi ile birlikte tespit edilmistir ve bu hastada Hb Barts , Hb A’ dan

sonra ikinci major hemoglobin oldugu gosterilmistir*®.

Tablo 2. Tiirkiye’de gbzlenen anormal hemoglobin varyantlar.

No Hemoglobin adi Aminoasit degisimi Mutasyon
Tek baz degisimli alfa zincir varyantlar
1 O-Padova 30 Glu— Lys GAG— AAG
2 Hasharon 47 Asp— His GAC— CAC
3 Montgomery 48 Leu— Arg CTG— CGG
4 Adana 59 Gly— Asp GGC— GAC
5 J-Anatolia 61 Lys— Thr AAG —ACG
6 Ube-2 68 Asn— Asp AAC —-GAC
7 Q- Iran 75 Asp— His GAC— CAC
8 Moabit 86 Leu— Arg CTG —-CGG
9 M-Iwate 87 His— Tyr CAC -TAC
10 Capa 94 Asp— Gly GAC— GGC
11 G-Georgia 95 Pro— Leu CCG— CTG
12 Strumica 112 His —Arg CAC— CGC
13 J-Meerut( J Birming ham) 120 Ala— Glu GCG— GAG
Tek baz degisimli beta zincir varyantlar
14 S 6Glu— Val GAT— GTG
15 C 6 Glu— Lys GAG— AAG
16 Ankara 10 Ala— Asp GCC— GAC
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17 E-Saskatoon 22 Glu— Lys GAA —AAA
18 G-Coushatta 22 Glu —Ala GAA— GCA
19 D- Iran 22 Glu —Gln GAA— CAA
20 E 26 Glu— Lys GAG— AAG
21 Knossos 27 Ala— Ser GCC— TCC
22 Hakkari 31 Leu— Arg CTG —-CGG
23 G-Copenhagen 47 Asp— Asn GAT— AAT
24 SummerHill 52 Asp— His GAT— AAT
25 Hamadan 56 Gly— Arg GGC— CGC
26 J-Antakya 65 Lys— Met AAG— ATG
27 City of Hope 69 Gly— Ser GGT— AGT
28 J-Iran 77 His— Asp CAC —»GAC
29 G-Szuhu 80 Asn— Lys AAC— AAA veya AAG
30 Istanbul Saint Etienne 92 His— GIn CAC— CAA veya CAG
31 N-Batimore 95 Lys— Glu AAG— GAG
32 Koln 98 Val— Met GTG— ATG
33 Los Angeles (D-Punjab) 121 Glu— GIn GAA— CAA
34 O-Arab 121 Glu— Lys GAA— AAA
35 Beograd 121 Glu —Val GAA— GTA
36 Sarrebourg 131 Gln— Arg CAG— CGG
37 Bronckton 138 Gln—Arg GCT— CCT
Tek baz degisimli gama zincir varyantlar:
38 F-Bagkent 128 Ala—Thr GCT—ACT
39 Lepore-Boston- Washington
40 P- Nilotic
41 Constant Spring Alfa 142
42 Antalya Unstable B zincirinde delesyon

Tiirkiye’de gozlenen 42 anormal hemoglobin varyantlarindan 8 taneside unstabil
hemoglobinlerdendir (Tablo 3). Bunlardan Hb istanbul, Aksoy tarafindan geng bir Tiirk
hastada bulunan unstabil bir hemoglobindir. Daha sonra Hb Istanbul, Fransiz arastirmacilar

tarafindan baska bir hastada Hb Saint Etienne olarak rapor edilmistir**’,
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Tablo 3. Tiirkiye’de gdzlenen unstabil hemoglobinler

No Hemoglobin ad1 Aminoasit degisimi Mutasyon

1 Hasharon 47 Asp— His GAC— CAC

2 Adana 59 Gly— Asp GGC— GAC

3 Moabit 86 Leu— Arg CTG —-CGG

4 Capa 94 Asp— Gly GAC— GGC

5 Hakkari 31 Leu— Arg CTG —-CGG

6 Istanbul Saint Etienne 92 His— GIn CAC— CAA veya CAG
7 Koln 98 Val— Met GTG— ATG

8 Constant Spring Alfa 142

9 Antalya B Zincirinde delesyon

Tiirkiye’de 3 tiir talasemik anormal hemoglobin saptanmustir* (Tablo 4).

Tablo 4. Tiirkiye’de saptanan talesemik anormal hemoglobinler.

No Hemoglobin ad1 Aminoasit degisimi Mutasyon

1 E B 26 Glu—Lys GAG —AAG
2 Knossos B 27 Ala —Ser GCC— TCC

3 City of Hope B Gly— Ser GGT— AGT

Hb Knossos basit bir elekteroforetik incelemeyle belirlenememektedir. Tiirkiye’de
sadece iki vakada gozlenmistir ve iki farkli B talasemi mutasyonuyla heterozigot olarak
tespit edilmistir®.

Hb E ise en yaygin gozlenen talasemik hemoglobinopatilerden birisidir. Tiirkiye’de
ise 0zelikle Cukurova bolgesinde Eti —Tiirkleri arasinda %0,16-2,4 oraninda saptanmistir.
Tiirkiye’de P talasemi ile beraber heterozigot olarak gozlenen anormal hemoglobin

varyantlarida saptanm1§t1r4 (Tablo 5).
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Tablo 5. B talasemi/anormal hemoglobin varyantlart birlikteligi

Anormal hemoglobinler Bolge Siklig1
Hb S Tiirkiye nin giineyi Yaygin
Hb D/IVS I-110 K.Maras, Eskisehir 2 ailede
Hb O Arab/ IVS I-110

Hb O Arab/ IVS II-1 1 ailede
Hb E Cukurova

Hb E Saskatoon/ IVS 1-6 1 ailede
Hb C/IVS 11-745 Antalya 1 ailede
Hb Knossos/ FSC 8 Antalya 1 ailede
Hb Knossos/ IVSI-1 [zmir 1 ailede
Hb City of Hope/B talasemi

Hb Strumica/p talasemi Bursa 1 ailede
Hb Beograd+ BTT 1 ailede

2.2.1.3. Cukurova Bolgesinde Goriilen Anormal Hemoglobinlerin Dagilimi

Yiiregir ve arkadaglart Cukurova’da HbS ve GO6PD enzim eksikligi ve
aralarindaki iligski adli ¢galismalarinda HbS geninin ortalama % 8,2 oraninda oldugunu,
bu genin Eti Tiirklerine 6zgii oldugunu, sikligin yoresel olarak %3 ‘ten % 44’e kadar
degistigini, gen sikliginin Antakya, Adana, Mersin ve Tarsus’da yiiksek; klinik seyrin
Antakya’da hafif diger bolgelerde ise agir oldugunu saptamiglardir™®.

Yiregir ve arkadaslart Cukurova’da orak hiicre anemili hastalarda haplotipler
adli c¢alismada Cukurova Bolgesinde rastlanan HbSS’li olgularin incelenmesinde
Amerikan zenci HbSS’li olgular ile benzerlik gosterdigini, Cukurova’da rastlanan
HbSS’lilerin Benin Cezayir(haplotip 19) tipi oldugunu, Amerikan zencilerinde ise
Benin-Cezayir ile birlikte Merkezi Afrika tipi (haplotip 20) oldugunu saptamislardir’.

Kiling ve arkadaglar1 Adana bolgesinde hemoglobin S sikligin1 0,78 olarak
rapor etmistir. Bir vakada hemoglobin Q-Iran, diger bir vakada anormal bir alfa zincir
varyant1 olan hemoglobin O-Padova, iki vakada ise hemoglobin D bulmuslardir™.

Yiregir ve arkadaglart Cukurova’daki risk altindaki hemoglobinopatilerin
populasyon ¢alismasinda orak hiicre anemisi tasiyict sikligini %8,2 olarak rapor etmistir
ayrica bolgede talasemik 6zellige sahip olan HbE tastyicilik oranininda %1 oldugunu

bildirmislerdir’'.
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Kiling ve arkadaslari icel ilinde Orak hiicre anemi tasiyici oranini %6,4 olarak
saptamuslardir™?.
Kiling Tirkiye’deki hemoglobinopatiler adli calismasinda HbS tasiyici

sikliginin Cukurova bolgesinde % 3—47 arasinda degistigini géstermistir53.

2.2.2. Talasemiler

Hemoglobin molekiiliiniin yapisinda yer alan globin zincirlerinden birisinin veya
birden fazlasiin sentezindeki azalma veya tamamen yoklugu ile karakterize olan
genetiksel bir hastaliktir”.

Talasemi ilk defa 1925°de hayatlarmin ilk yillarinda derin anemi ve splenomegali
gelisen bebekleri tanimlayan pediatrist Thomas Cooley tarafindan tarif edilmistir. Daha
sonra benzer vakalarin goriilmesi iizerine bu herediter hemolitik anemiye Van Jaksch
anemisi, splenik anemi, eritroblastozis ve Akdeniz anemisi gibi adlar verilmistir. George
Whipple ve Lesley Bradford inceledikleri vakalarin Akdeniz civar iilkelerden geldigini
saptadiklar1 hastaliga Yunanca deniz anlamina gelen “Thalassemia” adin1 vermislerdir.
Daha sonra bu hastalifin yalmz Akdeniz iilkeleri toplumlarinda olmadigi diger
toplumlarda da bulundugu saptanmustir™*,

Talasemiler otozomal mutant genler sonucu olusur. Diinyada en sik goriilen genetik
hastalikdir. Ozellikle Akdeniz, Orta Asya, Afrika’nin bazi boliimleri Hindistan ve Asya’yi
icine alan kusakta ytiksek siklikla gézlenmektedir. Azalmis veya sentezlenemeyen globin
zinciri veya zincirlerine gore smiflandirilir. En 1yl tanimlanan tipleri a, 3, 6, op ve yop

talasemilerdir .

2.2.2.1. B -Talasemi

- Talasemiler, en yaygin goriilen talasemi tipi olup hemoglobin molekiiliiniin (3-
globin zincirinin hi¢  sentezlenmemesinden (B° talasemi) veya az miktarda
sentezlenmesinden (B talasemi) kaynaklanmaktadir''~°.

B’ talasemilerin molekiiler diizeyde iic tipi tarif edilmistir; p-globin mRNA’smmn
hi¢ sentezlenemedigi durumlar, fonksiyon gérmeyen mRNA’nin sentezlendigi durumlar,
fonksiyonel B- globin mRNA’smin translasyon mekanizmasindaki bozukluktan dolay1
kullanilamadig1 durumlar''=°,

B" talasemilerde, B-globin mRNA yapiminin azalmasindan dolay1 B-globin zincir

sentezide degisik derecelerde olmak iizere azalmugtir''°.
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2.2.2.1.1. B Talasemilerde Tamimlanan Mutasyon Tipleri

- Talaseminin en yaygin molekiiler patolojisi nokta mutasyonu veya 3 globin
genindeki birka¢ baz ciftlik delesyon veya insersiyonu kapsayan mutasyonlardir. Bu
mutasyonlarin ilk 40’1 B-globin geninin klonlanmasimi takiben, DNA dizi analizi ile
tanimlanmistir. PCR yontemi ve direkt DNA dizi analizi ile son 20 yilda, B-talasemiye
yol actig1 bilinen mutasyonlarin sayisi bliyiik bir hizla artmis ve 200’i gegmistir. Bu
mutasyonlari belirlenmesi risk altindaki fetuslarin prenatal tamsini kolaylastirmstir™.

Nokta mutasyonlart RNA transkripsiyonunun baslamasini , RNA processingini
veya RNA stabilitesini onleyerek normal RNA globin sentezini Onler. Buna karsin

frameshift veya zincir mutasyonlari translasyonu bloke ederler™.

2.2.2.1.2. B Talasemi Sendromlari
2.2.2.1.2.1. B Talasemi Minor

Bir B3 talasemi alleline sahip olan eriskin klinik olarak sagliklidir. B talasemi geninin
heterozigot (Hb A/ B3 tal) tasinmasi durumuna 3 Talasemi Min6r denilmektedir. 3 talasemi
heterozigotun dnemli bir 6zelligi Hb A, seviyesi normale gére artmistir. Diisiik MCV (80
fl) ve yiiksek Hb A, (> % 3,7) P talasemiyi diisiindiirtmektedir. Hb F oram artabilir (%1—

5). Bu bireylerde mikrositer anemi ve hipokrom goriilmektedir'~"".

2.2.2.1.2.2. B Talasemi Major

iki B° allelini tastyan homozigot veya cifte heterozigot vakalarda B globin zinciri
hi¢ sentezlenemez. § talasemi majorlu bebek dogdugunda normaldir, fakat 6 aydan sonra 1
yila kadar derin anemi gelismektedir. Kalitsal olan talasemi major, hamilelik siiresince
fetusu etkilemez. Her iki B globin geninde goriilen talasemik mutasyon agir anemi,
biiylime geriligine, hipokromik, mikrositer anemi hemoliz ve rejenerasyon bulgularma
neden olmaktadir. [ talasemi majorlu hasta yasamin erken evresinden itibaren
transfiizyona bagimlidir' "

B globin mRNA’smin yoklugu veya ¢ok az miktarda sentezlenmesi sonucu bu
bireylerde yeterli oranda 3 globin sentezlenemediginden bunun yerine o globin zincir
sentezi artmaktadir. Bu bireylerde fonksiyonel hemoglobin olusturmak i¢in y zincirleri
asirt miktardaki o globin zincirlerinin bir kismu ile birleserek Hb F’i olustururlar.

Bireylerdeki hemoglobinin % 60-85°1 HbF seklindedir'~"".
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2.2.2.1.2.3. B Talasemi intermedia

Talasemi tasiyicilar ile talasemi major arasindaki spektrumu igine almakta olup
hastalarin ¢ogu transfiizyona bagimli degildir. Zencilerde beta talasemi intermedianin en
stk nedeni -88(C-T), -29 (A-G) gibi promotor bdlge mutasyonlaridir. Buna karsin Akdeniz
tilkelerinde ise homozigot IVSI-6 (T-C) bozuklugu siklikla beta talasemi intermediaya

1,3,11
neden olmaktadir' ,

2.2.2.1.3. Diinyada  —Talasemi Dagilimi

Yiiksek oranda talasemi geni tastyan toplumlari i¢ine alan diinya talasemi kusagi;
Akdeniz’den baglaylp Ortadogu iizerinden Giineydogu Asya iilkelerine kadar
uzanmaktadir. Diinya niifusunun % 3’1 (250 milyon) 3 talasemi geni tagimaktadir. En sik
olarak Akdeniz iilkelerinde ( 0,5-14 ) ; Kibris ( 14,7 ) ,Sardunya ( %12,6 ), Sicilya ( %5,9 )
ve Yunan adalarinda ( %5-20 ) insidansin yiliksek olmasi kapali toplum olmalarindan
kaynaklanmaktadir. Afrika ve Amerikali siyahlarda (%1,5) Giineydogu Asya
iilkelerinde(%35) Tiirkiye, Liibnan, Israil, Malta, Cezayir, Fas, Korsika (%2-3),
Yugoslavya (%1,4) ve Fransa’da (%0,1) talasemi tastyiciligi oldukg¢a yiiksek oranda

gozlenmektedir'”’.

2.2.2.1.4.Tiirkiye’de p —Talasemi Dagilimi

Talasemilerin Tiirkiye’de en sik goriilen tipi f —Talasemidir. Akraba evliliklerinin
sikligr ve dogum hizinin ytiksekligi, Tiirkiye’de beklenenin de lizerinde B-talasemili
cocuk dogmasina neden olmaktadir. Hastalik, hafif klinikli B-talasemi intermedya ile,
tranflizyona bagimli [B-talasemi major arasinda seyreden cok genis bir yelpazede
goriilmektedir, Tiirkiye’de p-talasemi major olgulart daha fazladir’.

Tiirkiye’de yaklasik 1.300.000 talasemi tastyicist oldugu ve 4000 hasta birey
bulundugu bildirilmektedir. Bu hastalarin biiyiik bir kismi erken yasta kaybedilmektedir.
Bu hastalifin tedavisinde genel olarak kan transflizyonlart ve demir selasyonu
kullanilmaktadir™.

Tiirkiye’ de talasemi ile ilgili ilk caligmalar Aksoy tarafindan yapilmistir. Talasemi
sikhigim1  gostermeye yonelik ilk calismada Cavdar ve Arcasoy tarafindan
gerceklestirilmistir. Daha sonraki yillarda B-talasemi sikligina yonelik calismalar

Tirkiye’nin bircok bolgesinde yapilmis olup yogunlugun giiney illerinde daha yiiksek
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olmak tizere degisik bolgelerde % 0,6-12 arasinda degistigi saptanmustir. B-talasemi
tastyiciligi orami1 Tiirkiye genelinde %2,1 olmakla birlikte, bu say1 Tiirkiye’nin bazi
yorelerinde %10’a kadar ¢ikmaktadir'*"

B —Talasemiyi molekiiler diizeyde arastiran ¢aligmalarda; Tiirkiye’de 43’iin
tizerinde farklt mutasyon bulundugu ve f —Talaseminin molekiiler diizeyde ¢ok heterojen
bir yap1 gosterdigi saptanmustir’ >, (Tablo 6).

Tadmori ve arkadaslart Tiirkiye’de 31 farkli mutasyon tipi saptamislardir. Bu
calismada IVS I-110’nun Tiirkiye’de en sik goriilen mutasyon oldugunu, bunu azalan
oranlarda IVS—1-6(T—=>C), Cd 8(-AA), IVS 2-745(C—G), IVS1-1(G2>A), IVS 1I-1(G~>
A), Codon 39 (C->T), -30 (T>A), Cd 5(-CT) ve -28 mutasyonunun izledigini rapor
etmislerdir'”.

Basak’in raporunda; IVS-I-110’nun Tiirkiye’de en siklikla rastlanan B-talasemi
mutasyonu oldugu bunu IVS-I-6, FSC-8, IVS-I-1, IVS-II-745, IVS-II-1, Cd39, -30 ve
FSC-5 mutasyonlarinin takip ettigi bildirilmistir. .IVS-1-110"nun Tiirkiye genelinde %40
olan sikligi, Orta Anadolu’da %50’yi bulmakta, Dogu ve Giiney Dogu Anadolu’da
%?25’lere diismektedir. Tiirkiye’nin cografi bolgeleri, mutasyon sikligi ve cesitliligi
acisindan kiyaslandiginda, iilke niifusunun %50’sini barindiran Bati Anadolu ve
Akdeniz bolgelerinin, Tiirkiye genelindeki dagilimiyla uyumlu oldugu Kuzey, Giiney ve
Dogu Anadolu bélgelerinin daha az heterojen oldugu ve kendilerine 6zgii mutasyonlar
(-30, -87, FSC8/9, IVS 11-745 gibi) icerdigi goriilmiistiir>.

Altay’in raporunda IVS 1-110, IVS-I-6, IVS II-1, IVS 1I-745 ve IVSI-1
mutasyonlarinin tiim [-talasemi mutasyonlarimin % 71’ini olusturdugunu, IVS I-
110’nun biitiin bolgelerde en yaygin mutasyon oldugu Akdeniz Bolgesinde %47 ve
Marmara Bolgesinde %27.5 oraninda goézlendigi bildirilmistir. Tiirkiye’de 2. en sik
goriilen mutasyon IVS-I-6’dir. IVSI-1 mutasyonunun en sik Ege Bdlgesinde, onu
takiben Marmara, Karadeniz, I¢ Anadolu,Dogu Anadolu ve GiineyDogu Anadolu’da
goriildiigiini, IVS II-745 mutasyonununda en sik Akdeniz Bolgesinde gozlendigini
saptanmustir. Bu iki mutasyonun aksine cd 8(-AA), IVS II-1 ve -30 (T->A) mutasyonlari
en stk Dogu Anadolu’da bunu takibende GiineyDogu Anadolu’da, Akdeniz Bolgesinde ve
Ege’de goriilmektedir. pB-talaseminin en yiiksek oranda goriildiigii yer %10 oraniyla

Antalya olup,en az oraninda griildiigii yerde %0.2 oraniyla Dogu Anadolu’dur®.
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Tablo 6. Tiirkiyede gozlenen beta talasemi mutasyonlart.

No Mutasyonun yeri Mutasyonun tiirii
1 - 101 (C-T)

2 -87 (C—=G)

3 -30 (T—A)

4 -28 (G—C)

5 +22 (G—A)

6 Fsc 5 (-CT)

7 Fsc 6 (-A)

8 Fsc 8 (-AA)

9 Fsc 8/9 (+G)

10 Cd 15 (TGG—TAG)
11 Cd 15 (TGG—-TGA)
12 Fsc 22/23/24 (-AAGTTGG)
13 Cd27 (G—-T)

14 Cd 30 (G—C)

15 IVS1-1 (G—A)

16 IVS1-1 (G—C)

17 IVS1-1 (G-T)

18 IVS1-5 (G—A)

19 IVS1-5 (G—C)

20 IVS1-5 (G-T)

21 IVS1-6 (T—-C)

22 IVS1-110 (G—A)

23 IVS1-116 (T—G)

24 IVS1-130 (G—A)

25 IVS1-130 (G—C)

26 Fsc 36/37 (-T)

27 Cd 37 (G—A)

28 Cd 39 (C-T)

29 Fsc 44 -O)

30 Fsc 74/75 -O)

31 Fsc 82/83 (-G)

32 VS 2-1 (G—A)

33 IVS 2-654 (C-T)

34 IVS 2-745 (C—-G0)

35 IVS 2-848 (C—A)

36 3’ UTR (-13 bp)

37 Poly A (TAAA—>TAAG)
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38 Poly A (TAA—TGA)
39 -290 bp del

2.2.2.1.5. Cukurova Bolgesinde p —Talasemi Dagilinu

Yiiregir ve arkadaslar1 Cukurova’daki beta talasemi tasiyici oranlarin1 Hatay’da
% 5,7, Mersin’de % 1,8 ve Adana’da %3,0 olarak rapor etmislerdirsg.

Yiiregir ve arkadaslar1 Tiirkiye’nin gliney bolgesinde beta talasemi sikligi ve
mutasyon tiplerini g¢alismislar, A,’si yiiksek beta talasemi sikligin1 %3,9 olarak
saptamislar ve en yliksek oranda IVSI-110 mutasyonu goriildiigii ve haplotip 1 6zellik
gosterdigi rapor edilmistir™”.

Arpaci ve arkadaslarinin c¢alismasinda ; HbF degeri yiiksek 2olguda
hemoglobin tipi HbAA ve IVS1-110 mutasyonu, 2 olguda hemoglobin tipi HbAS ve
IVSI-110 mutasyonu ve bir olguda hemoglobin tipiHbSF ve IVSI-110 mutasyonu
bulunmustur®.

Thadmouri ve arkadaslar1 Adana’li ama Istanbul’da yasayan bir ailede nadir
olarak gozlenen FSC 36/37 (-T) mutasyonu saptamuslardir'’.

Cirik ve arkadaslar1 Cukurova’ daki B talaseminin genetik heterojenitesini
vurgulamiglar ve bu calismada mutasyonlarin IVS-1-110 (G—A) %573, IVS1-
1(G2A) %8,3, Codon 39 (C2>T) % 6,4, IVS—-1-6(T>C) %5,7, Fsc 8 % 5,5 oraninda
oldugunu bildirmisler, ayrica bu calismada Cukurova’da ilk defa gozlenen Codon 15 ve

Fsc 82/83(-G) mutasyonu varlig bildirmistir'*(Tablo 7).
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Tablo 7. Cukurova’da gozlenen beta talasemi mutasyonlarinin siklig.

Mutasyon yeri Mutasyon tiirii %
IVS1-110 (G—A) 57,3
IVS1-1 (G—A) 8,3
Cd 39 (C-T) 6,4
IVS1-6 (T—-0) 5,7
Fsc 8 (-AA) 5,5
-30 (T—A) 5,1
VS 2-1 (G—A) 2,1
IVS 2-745 (C—G) 4,2
Fsc 5 (-CT) 5,1
Fsc 44 -O) 34
Fsc 74/75 -O) 2,1
IVS1-5 (G—C) 0,4
Fsc 8/9 (+G) 0,8
Fsc 36/37 (-T) 0,8
Fsc 22/23/24 (-AAGTTGG) 0,8
IVS1-130 (G—C) 0,8
IVS1-5 (G—A) 0,4
-28 (G—0) 0,2
Cd 15 (TGG—TGA) 0,2
Fsc 82/83 -G) 0,2

Attila ve arkadaslar1 Cukurova’daki hemoglobinopatilerin prenatal tanisiyla
ilgili ¢aligmasinda en sik gozlenen olgularin B talasemi major, HbSS ve HbS / B

talasemi olgulart oldugunu bildirmislerdir®'.
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2.3. Mikroarray Teknolojisi

DNA, RNA, protein yapt ve islevinin incelenmesinde, yeni genlerin
bulunmasinda veya transkripsiyon varyantlarinin ve polimorfizmlerin belirlenmesinde
etkin bir sekilde kullanilan biyoinformatiksel yaklagimlar giiniimiizde ¢ok 6nemli bir
yere sahiptir. Molekiiler biyoinformatik; biiyiik molekiillerle (DNA, RNA, protein) ilgili
her tirlii bilginin toplanmasi, smiflandirilmasi, uygun formata getirilerek analiz
edilmesi, analizlerin yorumlanmasi ve bu bilgilerin ham veya islenmis olarak veri
tabanlarinda bilim adamlar1 veya diger kesimler arasinda paylasimini saglayarak
biyoloji, bilgisayar ve istatistik  bilimlerinin ortak  olarak  kullanimini
gergeklestirmektedirﬁz.

Insan genomunda yaklasik 30.000 gen bulundugu varsayilmaktadir. Bu kadar
cok genin tek tek analizi miimkiin degildir. Fakat giiniimiizde, gelistirilen otomasyona
dayali sistemlerle gok fazla sayidaki genin ayni anda analizi miimkiin hale gelmistir®.
Hizla artan dizilim bilgilerinden en yiiksek kapasitede faydalanabilmek i¢in yeni
teknolojilere gereksinim duyulmustur. Bu yeni teknolojiler arasinda en giclii
olanlarindan birisi oligonukleotidlerin veya tamamlayict DNA (complementary DNA,
cDNA) parcalarinin yiiksek yogunlukta yan yana dizilmeleri ile ortaya ¢ikan mikroarray
(mikrogipler, mikrodizilimler) teknolojisidir*.

Hiicrelerdeki hemen hemen tiim degisimler mRNA yapilarindaki
degisikliklerle olugsmaktadir. Diger yandan, c¢evresel faktorlerin degisimleride
hiicrelerde gen ekspresyonlarinda degisikliklere neden olmaktadir. Gen ekspresyonu
mRNA seviyesinde analizi i¢in birka¢ yontem bulunmaktadir. Bu yontemlerden en fazla
kullanilanlar RNA hibridizasyonu (Northern Blotting), nokta hibridizasyonu (Dotblot
Analysis), karsilastirmali ayrim metodu (Differential Display, DD), serisel gen
ekspresyon analizleridir (Serial Analysis of Gene Expression, SAGE)*. Genlerin
ekspresyon paternlerini bilmek fonksiyonlar1 hakkinda 6nemli bilgiler verir. Genler ve
gen Urtinleri arasindaki etkilesimi anlamak i¢in; genomdaki, binlerce-onbinlerce genin
ekspresyon degisimlerini analiz etmek gereklidir. DNA mikroarray; genomdaki tim
genlerin ekspresyon analizlerini hizli bir sekilde yapmak iizere gelistirilmis bir
metodtur. Kii¢iik 6rnek hacimleri kullanilarak tek deneyde mikroarrayler, SNP’lerin
(tek niikleotid polimorfizminin), hastalikli ve normal gen ekspresyonunun (mRNA’daki
artis ve azaliglar) hizli bir sekilde ¢alisilmasini saglamaktadlr65.

Temeli Nothern ve Southern blottinge dayanan mikroarray teknolojisi farkli

diizeylerde 10-15 yildan beri kullanilan bir teknik olmasina ragmen son zamanlarda
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kullanilan c¢cDNA mikroarray teknolojisiyle bilim diinyasinda hizli bir gelisme
kaydedilmistir™®.

Siklikla kullanilan geleneksel laboratuar yontemleri, genellikle tek bir gen veya
proteinin arastirilmasina yoneliktir. Hastaliklarin cogunda birgok gen etkilenmekte
(multigenik) ve birgok faktdre bagli olarak hastaliklar olusmaktadir (multifaktériyel)67.
Bu da, birgok farkli genin ve proteinin bir arada, kolay ve verimli olarak
incelenebilmesini giindeme getirmistir. Giiniimiizde gelisen bilgisayar teknolojisinin
biyolojiye uyarlanmasi ile ortaya c¢ikan DNA c¢ipleri hiicre dongiisiinii etkileyen
yiizlerce genin ekspresyonunun takip edilebilmesini saglamistir®.

Mikroarray teknolojisi molekiiler biyoloji  yontemleriyle fizikokimya
yontemlerinin ilerlemesinin dogal bir sonucu olarak ortaya c¢ikan ve giinlimiizde halen
gelisimi devam eden bir bilim dalidir. Son yillarda membran yerine camin kullanilmasi,
radyoaktivitenin yerini floresan isaretleyicilerin almasi1 ve nukleik asit pargaciklarinin
belli noktalara baglanmasini saglayabilecek hassas yontemlerin gelistirilmesi bu tiir
¢alismalarin verimliligini ve elde edilen bilgilerin miktarimi artirmustir®™. Eskiden bu
bilgileri birka¢ yiliz insan bir araya gelerek degerlendirirken simdi biyoinformatik
alanindaki gelismeler ve hizli bilgisayar teknolojisiyle kisa zamanda milyonlarca bilgi
bir kisi tarafindan degerlendirilebilmektedir. Bu giin 250.000 oligonukleotid veya 10.
000’lerle ifade edilen cDNA; 1 cm”lik alanmna sigdirilarak hizla  analiz

edilebilmektedir?.

2.3.1. Mikroarraylerin Yapim

Bir¢cok farkli mikroarray teknikleri, aletleri ve ensturman sistemleri hizla
gelismektedir ve yaygin olarak kullanim alani bulmaktadir. Mikroarrayde, DNA’larin
cipler, kiiclik cam slayd veya naylon membran iizerindeki hibridizasyonunu analiz
ederek genlerin ekspresyon diizeyleri hakkinda bilgi saglamaktadir®.

En basit array mikroskop laminin yiizeyine binlerce DNA molekiiliiniin noktalar
halinde degisik yontemlerle sabitlenmesiyle olusturulur. Bir mikroskop lamina 50.000
DNA noktacig1 yerlestirilebilir. Mikroskop lamina birakilan DNA’nin kaynagi hiicreden
aliman herhangi bir gen parcacigi olabilecegi gibi cDNA, mRNA, tRNA veya yapay
olarak sentezlenen oligoniikleotitlerde olabilir®.

Genel olarak ii¢ farkli mikroarray tipi bulunmaktadir: naylon membran iizerinde

sentezlenen cDNA mikrodizilimleri, cam iizerinde sentezlenen cDNA mikrodizilimleri
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veya oligoniikleotide dizilimler (DNA gipleri) olabilir. 1995°de Standford Universitesi
tarafindan gelistirilen cDNA mikroarraylerinde cam iizerine UV-maskelemesi veya
1s1kta aktif olan kimyasallar kullanilarak direk olarak ¢cDNA dizileri sabitlenmistir.
Oligoniikleotid arraylar ise Affimetrix firmasi1 tarafindan gelistirilmis bu yiizden
Affimetrix veya DNA c¢ipleri olarak anilmaktadir. In situ olarak cam slayd veya slikon
yiizeyler {izerine sentezlenmis oligolardan (mRNA ve/veya cDNA) olusurlar. DNA
cipleri de cDNA mikroarrayleri gibi Photolithografi prosesi kullanilarak
hazirlanmaktadir. PCR kullanilarak cDNA veya EST’lerden amplifikasyonla elde edilen
cDNA’lar cam slayd veya naylon membran {izerine yerlestirilerek cDNA arrayleri

olusturulmaktadir®®®®,

2.3.2. Mikroarrayin Kullamim Alanlar:

Ilk arrayler, 1980’lerin ortalarinda kesfedilmis ve mikroarray olarak
adlandirilmistir. Bu cihaz tiretimine 300 mikronluk DNA problari ile baglanmis ve spot
biiyiikliigii 300 micron olarak ayarlanmistir. Cogunlukla DNA klonlamada, PCR
tiriinlerinde ya da oligonukleotidlerde ve oOzellikle radyoaktif olarak etiketlenmis
hedefler i¢in kullanmilmistir. Bu teknoloji ilk olarak tip alaninda kullanilmaya
baglanmigtir. Daha sonraki mikroarray cihazlar1 igne uclu yilizeyler (pin spotter)
kullanilarak tasarlanmistir. Bu igne temelli robotik sistemde bir cam yiizeye yaklasik
150 mikronluk DNA solusyonlar1 homojen olarak dagitilmistir.1990’lara gelindiginde
ise, arastirmacilar mikroarrayi farkli profiller gosteren doku tiirleri ve farkli stireglerde
bulunan bakteriyel hiicreleri saptamak ve degerlendirmek igin kullanmuslardir®-".

Giliniimiizde birgok mikroarray cihazi mevcuttur. Bunlar ticari veya klinik
arastirmalar ve tedavi amaglart dogrultusunda c¢esitli tiplerde iiretilmektedir. Bu
cesitlilik arastirmacilara yapmakta olduklar1 arastirmalarda maksimum esnekligi
saglamaktadir.

Mikroarray teknolojisinin kullanim alanlari her gegen giin artmaktadir. Cok
sayrda DNA molekiiliiniin lamlar ya da naylon membranlar {izerine noktalanmasi ile
mikroarrayler olusturulur. Kullanim alanlari, gen ifade profillerinin arastirilmas,
mutasyon taramasi ve analizi, genotipleme (6rnegin; okaryot, mikroorganizma, viriis),
genlerin ve klonlarin haritalanmasi, mikrodelesyon ve kromozomal aberasyonlarin

tespiti olarak siralanabilir®.
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Mikroarray uygulamalar1 ve sekanslama tabanli metodlar gen ekspresyon
caligmalarina ve dolayisiyla genomik calismalara yeni boyutlar katmiglardir. Sahip
olduklar1 6zelliklerden dolay1r sekanslama tabanli yontemler kantitatif diizeyde gen
ekspresyonunu belirlemede oldukga etkilidirler. En yaygin kullanim alanlarindan birisi
gen ekspresyon profillerinin izlenmesidir. Genomik DNA’dan transkripsiyona ugrayan
genlerin tamamina transkriptom veya gen ekspresyon profili adi verilmektedir. Bir
hiicrenin fenotipi ve fonksiyonu transkriptomu tarafindan belirlenir. Genom hiicreden
hiicreye sabit olmasma karsin gen ekspresyon profili hiicrenin i¢inde bulundugu
kosullara gore hizla degisebilen bir yapidadir. Cesitli kosullarda genlerin ekspresyon
diizeylerindeki degisimler takip edilerek bu genlerin kodladig1 proteinlerin islevleri
hakkinda 6nemli ipuglar1 elde edilebilir®"".

Mikroarrayler c¢esitli fizyolojik veya patolojik stireclerde gen ekspresyon
paternlerindeki degisimi izlemek icin kullanilmaktadir. Niikleik asit arrayleri gen
ekspresyon profillerinin yan1 sira polimorfizm analizinde, mutasyon analizinde,
evoliisyonel calismalarda ve sekanslamada da kullanilabilmektedir. Bunlarin yani sira
potansiyel terapdtik ajanlarin bulunmasinda, gelistirilmesinde, optimizasyonunda ve

klinik degerlendirmelerinde mikroarraylerden yararlanilmaktadir®®""

2.3.3. Mikroarray Tekniginin Asamalari

Mikroarray teknolojisi niikleik asitlerin segici ve farklilifina dayanan
hibridizasyon yontemi ile elde edilen gen ekspresyon analiz sonuglarini kullanir. Bu
teknolojide ilk olarak iki farkli kosulda tutulan iki ayr1 6rnekten izole edilen messenger
RNA (mRNA)’lardan RT yontemi ile cDNA’lar sentezlenip sonra bu 6rneklerin biri
siyanin 3 [cyanine, Cy3, (565-615nm)] rhodamin i¢eren kirmizi renkli floresan boya ile
ve digeri de siyanin 5 [cyanine, Cy5 (649-670nm)] flourescein igeren yesil renkli
floresan boya ile etiketlenip isaretlenerek iki farkli probu olusturur. Cy5S ve Cy3 iki
farkli boya olup farkli emme ve uyarilma 6zelligine sahip olmalarindan dolay iki farkl
renk, kirmiz1 ve yesil olarak iiretilirler. Bu iki farkli boyayla etiketlenip isaretlenen ve
iki farkli ornekten elde edilen cDNA’lar karistirilir ve oligoniikleotidlar1 veya cDNA
baz dizilerini iceren ve binlerce geni ifade eden genomik DNA mikroarrayle analiz
edilebilir. Genomdaki her bir geni temsil eden bu cDNA parcaciklari hibridizasyon
sirasinda farkli sinyaller vermektedir. Hibridizasyon sirasinda iiretilen sinyallerin

yogunlugu Orneklerdeki mRNA miktarlar: ile orantilidir. Sonra baglanmayan problari
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uzaklastirmak ic¢in yikama islemi yapilir. Daha sonra boyalarin i1gikla uyarilmasiyla
olusan kirmizi ve yesil renkteki Cy3 ve Cy5 sinyalleri array tarayicilari yardimiyla
farkl1 dalga boylarinda okunur. Bunun i¢in Charge-Coupled Device (CCD) veya
fotomultiple tupler igeren confocal floresan mikroskoplar kullamilir. Iki farkli dalga
boyunda elde edilen Cy3 ve Cy5 sinyallerinin oranlar1 bir cDNA pargaciginin iki farkl
probdaki, yogunlugunu ifade eder. Bu sinyallerin yogunluklarini karsilastirmak ve
analiz sonuglarii sayisal olarak belirlemek i¢in bu amagla hazirlanmis bilgisayar
programlart  kullanilir. Bu programlar sayesinde hibridizasyon sonucunda
mikroarrayden elde edilen sinyaller bilgisayarda birlestirilerek veriler saglanir. Daha
sonra her bir sinyalin ortalamasi1 alindiktan sonra mikroarrayde kendiliginden
olusabilecek sinyaller ¢ikartilip her bir deger i¢in normalizasyon islemi farkli kosullarda
ekspresyonu degismeyen temel bir genle (housekeeping gene) veya sinyal yogunlugu
bilinen herhangi bir mRNA kullanilarak yapilir. Normallestirilen bu veriler gen

ekspresyon profillerinin belirlenmesinde kullanilir®*®.

2.3.4. Mikroarray Tekniginin Avantajlari

Mikroarraylerin en onemli avantajlari, ayn1 anda bir¢cok gen ile ilgili bilgi
alinmasi, hizli sonu¢ elde edilmesi, az sayida deney yapilmasi, giivenilir olmasi ve
sistem kurulduktan sonra ucuz olmasidir.

DNA array teknolojisinin diger tekniklerle karsilagtirildiginda avantaji, fazla
sayida genin aym1 anda analiz edilmesine olanak tanimasidir. Eger ¢alisilan
organizmadaki gen sayisi fazla degilse ve tlizerinde calisilan genler biliniyorsa, gen
sekanslarina ait kodlama bdolgelerindeki DNA sekanslar1 array iizerine yerlestirilebilir.
Daha sonra bu genlerin ¢evresel veya genetiksel etmenlere verdikleri yanitlar kolay bir
sekilde analiz edilebilir.

Onceden tanimlanmis tekli niikleotid degisimlerinin (SNP) giivenilir, kisa ve
verimli bir metod olmast rutin isler olarak 6zellikle genetik epidemiyoloji ¢aligmalarda
biiylikk Onem tasimaktadir. Bu amagla bugiine kadar gelistirilen metodlarda PCR
teknolojisinin sundugu olanaklar kullanilmistir. SNP’lerin tanisinda yaygin olarak
kullanilan metodlar arasinda RFLP, allel spesifik PCR ve SNaPSSHOT analizleri
bulunmaktadir. Bu metodlar arasinda RFLP her SNP i¢in uygulanamaz olusu, allel spesifik

PCR ise kesin giivenilirlikle optimizasyonunun Ozellikle bazi SNP’lerin bulundugu
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bolgeler icin ciddi zorluklar ¢ikarmasi agisindan yaygin uygulamalarinda giigliikler
yasanan yontemler arasinda bulunmaktadir™ .

Son yillarda kesfedilen array teknolojisinin otomasyona adapte edilebilir olmasi
nedeniyle rutin analizlerde kullanilma avantaji teknolojinin hizla yayginlasmasina neden
olmustur. Nanogen array platformu cam bazli diger array’lerden farkli olarak kullanicinin
tasarimina agik, elektronik array teknolojisine sahip olan ve rutin SNP analizlerinde
yiiksek giivenilirlik arz eden bir sistemdir. Mikroarray; SNP analizlerinin yanisira STR,
gen ifadelenmesi analizlerinde ve bilinmeyen mutasyonlarin saptanmasinda da

giivenilirlikle kullanilan teknolojiye doniismiistiir >,

2.3.5. Mikroarray Tekniginin Dezavantajlar

Mikroarraylerin bilimin hizmetine sunulmasi biiylik bir heyecan yaratmis
olmasina ragmen bazi problemleri de beraberinde getirmistir. Birbirinden farkli ¢ipler
kullanilarak yapilan deneylerin birbiriyle karsilastirllmasinda yasanan zorluklar,
optimizasyon ve standardizasyon sorunlar1 ve herhangi bir deneyden elde edilen
sonuglart her yonii ile degerlendirebilecek biyoinformatik programlarinin heniiz
gelistirilememis olmasi bunlardan bazilaridir. Bu tiir sorunlari ¢dzebilmek ig¢in
Mikroarray Gene Expression Data Society gibi bazi yeni kuruluslar olusturulmaktadir.
Bu tiir derneklerin amaci1 elde edilen verilerin tiim bilim diinyasina agik ortamlarda
saklanmasini, farkli kosullarda yapilan ¢alismalardan elde edilen bilgilerin birbirine
terclime edilmesini ve standardizasyonu saglamaktir. Bu tiir ¢alismalar bilgi paylagimini
ve yeni buluslar1 kolaylastirmaktadir. Bunun yani1 sira mikroarray ¢alismalar1 sonucunda
elde edilen sonuglarin gecerliligi, tekrarlanabilirligi ve giinliik hayatta uygulanabilirligi
konusunda ¢alismalar hizla bulunmaktadir’®®*,

Mikroarray islemlerinin oldukg¢a fazla miktarda data iiretmesi ve bu datanin
analizi, teknigin diger dezavantajlarindan birisidir. Degisik oranlarda ve cesitlilikte
hibridizasyon sonuglar1 kisa zamanda c¢ok sayida data iiretir. Datanin istatistiksel
analizini ve yorumunu yapacak yazilim programlarina ihtiya¢ vardir. Baz1 durumlarda
DNA sekans sonuglarinin  daha oOnceden yapilmig analizlerle kiyaslanmasi

20,64

gerekmektedir™". Data bilgilerin giiniimiizde kullanimini1 kolaylastirici programlarin

olmayist mikroarrayin dezavantajlarindandir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Geregler
3.1.1.Cihazlar

Hassas Terazi Mettler AJ 100

Kan sayim cihazi Coulter Counter T-890

Spektrofotometre Shimadzu UV-120-02

Santrifiij Eppendorf 5403

Otomatik Pipet Gilson 0-10 pL, 0-20 puL, 0-100 pL, 0-200 pL

pH metre Beckman Century SS-1

Etiiv Niive EN 500

Vorteks Niive NM 110

Buz Makinesi Scotsman AF-10

Derin dondurucu Bosh

Calkalayict Irma Shaker

Mikrosantrifii Beckman Microfuge E

Elektroforez Gii¢ Kaynagi Pharmacia Electroforesis Power Supply EPS
500/400, Bio-Rad Power PAC 300

Elektroforez Tanki Bio-Rad Mini Protean II

Mikrodalga firin Arcelik

Thermal Cycler Perkin Elmer Cetus DNA thermal Cycler

Mikroarray Nanogen Nanogip Molecular Biology
Workstation

Iletkenlik dlcer Horiba Twin Compact Meter

Piirifikasyon pompasi Millipore
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3.1.2. Kimyasal Malzemeler

Fenol

Kloroform

Glisin

Potasyum siyaniir
DE-52

Amonyum siilfat
Sodyum hidroksit
Potasyum siyanoferrat
Amonyum Bikarbonat
Amonyum Klortir
Sodyuk klortir

EDTA Na,

Sodyum dodesil siilfat (SDS)
Proteinaz K

Etil Alkol

Tris

Borik asit

Sodyum dietil barbital
Dietil barbitiirik asit
Ponceau-S

Seluloz asetat kagidi
Trikloroasetik asit
Asetikasit

Whatman kagidi
Primerler

Taq DNA polimeraz
dNTP’ler

L-Histidin

Yiiksek tuz ¢ozeltisi

Diisiik tuz ¢ozeltisi
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Merck
Merck
Merck
Merck
Whatman
Sigma
Merck
Merck
Sigma
Merck
Merck
Merck
Sigma
Sigma
Merck
Amresco
Merck
Merck
Merck
Sigma
Sepraphore 111
Merck
Merck
Whatman I11



3.2. Ornek Toplama

Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi Biyokimya Anabilim Dalina anormal
hemoglobin ve talasemi On tanisi ile bagvuran kisilerin kan 6rnekleri kullanilmistir.
EDTA’l  tiplere alman  kan  omeklerinin  kan  sayimlan’ hemoglobin

elektroforezleri’*,mikrokolon kromotografisi ile HbA, diizeyleri”

, alkali denaturasyon
yontemiyle de HbF diizeyi saptanmustir®. HPLC ile anormal hemoglobin tiplendirilmesi
yapilmistir””. Molekiiler analizlerde kullanilacak olan DNA’larda Poncz yontemiyle

16kositden elde edilmistir’".

3.3. Yontemler
3.3.1.Hematolojik Cahsmalar

Hemoglobin (Hb), hematokrit (Hct), ortalama eritrosit hacmi (MCV), ortalama
eritrosit hemoglobini (MCH ) ve ortalama eritrosit hemoglobin konsantrasyonu (MCHC)

Coulter T 890 cihazi ile belirlenmistir’.

3.3.1.1.Hemoglobin Elektroforezi

Alkali pH’ta hemoglobin molekiilii negatif yiikliidiir ve elektiksel ortamda anado
dogru go¢ eder. Yiik degisikligi olan varyantlar ise farkli go¢ ederler.Alkali ortamda
seliiloz asetat kagidi lizerine uygulanan hemolizat 6rneklerine,elektriksel giic uygulanarak

hemoglobin tipleri farkli olarak g ederek tiplendirilmesi yapilmustir’™,

3.3.1.1.1. Aymraglar

1. Anot tamponu pH 9.1

Tris 252¢

EDTA 25¢g

Borik asit 19¢g

Bir miktar distile suda ¢oziilip, pH 9.1’¢ ayarlanarak 1 litreye distile su ile
tamamlanmustir.

2. Katot tamponu pH 8.6

Na-Barbital 515¢g

Barbital 092¢g
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Bir miktar distile suda ¢oziilip, pH 8.6’ya ayarlanarak 1 litreye distile su ile
tamamlanmistir.

3.Boya ¢ozeltisi

500 mg Ponceau-S 100 ml % 5°lik trikloroasetik asitte ¢ozilmiistiir.

4.Y1kama ¢ozeltisi

% 5 lik asetik asit

5.Elekrorez kosullar

Stire 45 dk

Voltaj 190-200 volt
Amper 0.75 mA/ cm
Uygulama katodik

6.Tastyic1 ortam

Seluloz asetat kagidi

3.3.1.1.2. Yontem

1. Hemolizat hazirlanmasi: EDTA’l1 tiiplere aliman kan oOrnekleri santrifiij edilerek
plazmasindan ayrilmistir.

2. Eritrositler serum fizyolojik ile li¢ defa yitkanmustir.

3. 60 pl eritrosit lizerine 800 pl saf su eklenerek eritrositler pargalanarak hemoliz

edilmistir.

3.3.1.2. Mikrokolon Kromotografisi ile HbA, Ol¢iimii
Hemoglobin  molekiiliiniin  yiiklii ~gruplarmin  iyon degistirici recineye
baglanmasiyla HbA, diger hemoglobinlerden uzaklastirilmistir. Regineye bagli HbA,

gelistirici tamponuyla eluve edilerek miktar1 spektrofotometrede okunmustur”.

3.3.1.2.1. Aymraglar

1.Gelistirici A—1 (yikama i¢in) : 15 g Glisin ve 0,1 g KCN saf suda ¢oziilerek 1 L ‘ye
tamamlanmistir.

2.Gelistirici A-2: 15 g Glisin 0,1 g KCN ve 1.17 g NaCl saf suda ¢oziilerek 1 L ‘ye

tamamlanmustir.
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3.Gelistirici B: 15 g Glisin, 0,1 g KCN ve 11,7 g NaCl saf suda ¢oziilerek 1 L ‘ye
tamamlanmistir.

4. Iyon degistirici DE-52 kolonunun hazirlanmasi: 1 hacim DE-52 {izerine 3 hacim
gelistirici A—1 eklenerek jel yikanip pH ‘s1 7,2-7,6 arasinda oluncaya kadar bu isleme

devam devam edilmistir.

3.3.1.2.2. Yontem
Kolon dengelendikten sonra iizerine 60 pL hemolizat tatbik edilerek gelistirici A—2
ile yikanip 8 mL eluvat toplanmustir. Bu sirada HbA, nin kolondan ayrilmasi saglanmustir.
Total Hb’nin recineden eluve edilmesi i¢in kolon gelistirici B ile yikanmugstir. Toplanan
eluvat saf su ile 25 mL’ye tamamlanmistir. Eluvatlarin spektrofotometrede absorbanslari
415 nm dalga boyunda saf su koriine karst okunarak % HbA, hesaplanmistir.
Hesaplama

Asagidaki esitlige gore hesaplama yapilmustir.

%HbA, =OD Hb A,/ (OD Hb A,+3.125x OD HbA)
Referans Araligt: % 1,5-3,7

3.3.1.3. Modifiye Betke yontemi ile Fetal Hemoglobin (HbF) Ol¢iimii

Hemoglobinler icinde alkaliye en direngli olan1 HbF’ dir. Bu o6zelliginden
faydalanilarak HbF miktar1 belirlenmektedir. NaOH ile denaturasyondan sonra diger
hemoglobinler amonyum siilfatla ¢oktiirtilerek filtre kagidindan siiziiliir ve HbF iceren
berrak silipernatant solusyonunun absorbansi spektrofotometrede 540 nm’de okunup
konsantrasyonu saptanmistir’.

Hesaplama

Asagidaki esitlige gore hesaplama yapilmustir.

% Hb F= (ODHbF Sﬁzﬁnﬁi/ (ODHb ToplamX 100))X100
Referans Araligt: % 0,8-2,5
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3.3.1.3.1. Ayiraclar

1. Siyaniir ¢ozeltisi

0,2 g KsFe(CN)g ve 0,2 KCN 1L saf suda ¢oziilmiistiir.

2.1,2 N NaOH

3. Doymus Amonyum Siilfat

70 g (NH4)2SO4 distile suda ¢oziilerek 100 mL’ye tamamlanmastir.

3.3.1.3.2. Yontem

Her bir 6rnek icin 3 deney tiipii hazirlanip ayiraclar oda 1sisina getirildikten sonra
Ltiipe 3,8 mL siyaniir ¢ozeltisi konup 0,2 mL hemolizat ile karigtirilarak 10 dakika
bekletilmistir. Bu karisimdan 2,8 mL II. tiipe alinip tlizerine 1,2 N NaOH’dan 0,2 mL ilave
edilip 2 dakika bekletilmistir. Daha sonra II. tiipiin listiine 2 mL amonyum siilfat eklenip
20 dakika bekletilmis ve filtre kagidindan siiziilmiistiir. Total hemoglobin tayini icin
Ltiipten 0,4 ml alinip {izerine 6,75 ml saf su ilave edilerek III. tiip hazirlanmstir. 1I. ve IIL
Tiiplerin absorbanslar1 spektrofotometrede 540 nm’de saf suya kars1 okunarak HbF orani

% olarak hesaplanmustir.

3.3.1.4. Oraklasma Testi
Hemoglobin S, oksijensiz ortamda veya giiclii bir indirgeyici ajan olan sodyum

metabisiilfit varliginda eritrositlerin orak seklini almasiyla tanimlanmaktadir”.

3.3.1.4.1. Aymraclar
0,2 g Na;S;05 10 mL suda ¢oziilmiistiir.

3.3.1.4.2. Yontem

Tam kan 6rneginden 20 pL alinarak lamin ortasina konup tizerine % 2’lik sodyum
meta bistilfitten bir damla eklenip tizeri lamelle kapatilip lamelin kenarlar1 entellan veya
oje gibi yapistirict ile hava almamasi icin kapatilip 5-30 dk. sonra mikroskopta

eritrositlerin oraklagmasi incelenmistir.
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3.3.1.5. Yiiksek Basinch Sivi Kromotografisi (HPLC)

Sivi Kromotografisi, hareketli sivi fazin kolon ya da ince tabaka partikiilleri
arasinda dagilmasi esasina gore yapilan aymrma teknigidir. Bu sistem ile proteinler,
peptidler, ilaglar ve metabolik iiriinler kolaylikla analiz edilebilmektedir.

HPLC, temelde farkli olmamasma karsin diger konvansiyonel sivi
kromatografilerinden ileri teknolojik aletlerin, 6zel kolonlarin, cok duyarl saptayicilarin ve
yiiksek akis hizlarinin kullanimu ile daha iistlin ayirma 6zelligine sahiptir.

HPLC sistemi asagidaki boliimlerden olusmaktadir™"®”.
1-Hareketli s1v1 deposu
2. Pompalar: yiiksek basing saglar
3.Enjeksiyon halkasi
4.Kolon: Basinca dayanmasi i¢in celikten yapilmis bir boru igerisine anyon veya katyon
degistirici regine doldurulmustur.
5.Degisken dalga boyu saptayicisi (Hb i¢in 415 nm, globin zincir analizi i¢in 220 nm.)
6.Kaydedici ve integrator: Dedektorden gelen sinyalleri kaydeder ve her fraksiyonun
yiizde degerlerini hesaplar.
7.Sonikator

Acik sistemli klasik kolon kromatografisinde hareketli faz, durgun faz iginden
yercekimi veya diisiik basingla gecerken, HPLC’ de hareketli faz kolon igine yiiksek
basing ile pompalanmaktadir. Durgun faz, hareketli faz ve 6rnek arasindaki etkilesimlerin
tipine bagl olarak, HPLC’ de cesitli ayristirma 6zellikleri kullanilabilir’"®".
HPLC’ nin klasik kromatografik sistemlere tistiinliigi;
1.Segiciliginin yliksek olusu
2 .Duyarlilik
3.Analiz siiresinin kisalig
4. Istenilen fraksiyonlarim saflastiriimasi
5.Tekrarlanabilirlik
6.Uygulama kolaylig1

7 .Mikrogram diizeyinde az 6rnekle ¢alisiimasi gibi 6zellikleri vardir.
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Sistemin Ozellikleri

1.Sabit akim hiz1 saglar, bu nedenle retansiyon zamanlar1 ve pik alanlari analizden analize
degisim gostermez.

2 Kompiiterize gradyan kontrollii ¢ozelti kompozisyonunun analizden analize
tekrarlanabilirligini saglar.

3.Enjeksiyon valfi sayesinde enjekte edilen madde miktar1 sabit tutulur ve istenilen
miktarda 6rnek enjekte edilebilir.

4.Saptayicilar istenilen duyarliligi saglar.

Uygulama Alanlan
Oldukea genis kullanim alanlar1 vardir; peptidler, kimyasallar, ilaglar, hormonlar,
enzimler, niikleikasitler, proteinler (hemoglobinler, immunoglobin G vb), yiyecekler,

aminoasitler ve vitaminler gibi konsantrasyonu diisiik kimyasallar ayristirilabilirler”’*"

3.3.2. Mikroarray Yontemiyle Mutasyon Analizi
3.3.2.1. Mikroarray’in Calisma Prensibi

Nanochip 100 tane test alanina sahip olan elektronik bir mikrodizin platformudur.
Cip yapisinda DNA test alanlarina ek olarak bulunan kanal sistemi Orneklerin test
alanlarina gonderilmesini, hibridizasyon ve yikama islemlerinin yapilmasim saglar™.

Cip yiizeyindeki DNA test alanlar1 streptavidin molekiilleri ile kaplidir.Test
alanlaria gonderilecek DNA molekiilleri 5° uclarindan biotin ile isaretlenirler. DNA
molekiilleri sahip olduklar1 negatif elektrik yiikii sayesinde ¢ip yiizeyindeki test alanlarina
elektronik olarak gonderilirken ulastiklar1 test alanlarina sabitlenebilmeleri i¢in 5’
uclarinda bulunan biotin molekiillerinden yararlanirlar. Biotin molekiilleri streptavidin ile
6zgiil ve giiglii bir bag kurma 6zelligine sahiptir™.

SNP analizlerinde amplicon down metodu yani 5’ ug¢larinda biotinle igaretlenmis
PCR iiriinlerinin ¢ip yiizeyindeki test alanlarina gonderilmesi tercih edilmektedir. Test
alanlarina stabil bir sekilde baglanan PCR {irlinlerinin analizi mutant ve yabanil tip

problarla hibridizasyona tabi tutularak yapilir™.
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3.3.2.1.1. PCR Uriinleri
Tanimlanmak istenen SNP’nin yaklasik olarak ¢ogaltilacak PCR iiriiniiniin (200-
400 bg) ortalarina gelmesi istenir. Uriiniin biotinle isaretlenmesi PCR igin kullanilan

primerlerden birinin biotinli olarak kullanilmast ile saglanir®.

3.3.2.1.2. Mutant ve Yabanil Tip Isaretleyici

SNP analizlerinde isaretleyici olarak tanimlanmak istenen SNP’yi 5° ucunda tagiyan bir
yabanil tip bir de mutant tip yaklasik 10-12 baz ciftlik oligoniikleotidler tasarlanir. Analiz
edilen hedef dizi ile bir ilgisi olmayan ve uygulanan biitiin testler icin kullanilan bu
floresan isaretli isaretleyicilerin 6zgiil diziye baglanabilmesini saglayabilmek i¢in mutant-
yabanil tip prob dizisinin 5’ ucuna evrensel isaretleyicinin dizisi de bir kuyruk olarak
takilir. Boylece hibridizasyon sirasinda floresan isaretli evrensel igaretleyiciler 6zgiil diziye

ait problara baglanabilir® ( Sekil 8).

Evrensel kuyruk

3 Sabitleyici 5 3''reter

5 3'

Hedef dizi I
SNP

Sekil 8. Mutant ve yabanul tip isaretleyici.

3.3.2.1.3. Stabilizor
Nanogen sisteminde tek niicleotid degisimlerinin yabanil tip veya mutant problarmn
hibridizasyonu ile taniya kesin gilivenilirlik 6zelligi kazandirmak i¢in bagimsiz DNA

molekiilleri arasindaki baz etkilesim enerjisinden (base stacking energy)
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faydalanilmaktadir. Baz etkilesim enerjisi DNA zincirleri boyunca niikleotidler arasindaki
elektronlarn iistiiste binmesi ile aciga ¢ikar™ (Sekil 9).

Diziye 6zgiil isaretleyici probun 5’ ucunun hemen bitiminden baslayan 25-35
niikleotidlik sabitleyici olarak tabir edilen bir ikinci oligo hibridizasyon asamasina eslik
eder. Hibridizasyon sirasinda stabilizor ve diziye 0zgiil isaretleyici prob dipdibe PCR
tiriiniine baglanirlar. Dipdibe yerlesen stabilizér 5° ucundaki baz ile isaretleyicinin 3’
ucundaki baz arasinda olusan “baz etkilesim” enerjisi hibridizasyonun kuvvetini arttiran
bir etken olarak belirir. Cip hibridizasyon sonrasi 6zgiil olmayan baglanmalardan
armdirilmak iizere yikamalara ve artan sicaklida magruz birakilir. Yabanil tip probun
mutant allele, mutant probun ise yabanil allele baglanmasi, aralarindaki fark yalnizca bir
bazdan ibaret oldugu i¢cin miimkiindiir. Nanochip sisteminde uygulanan 1s1 ve yikama
islemlerine ek olarak stabilizOriin yarattigt baz etkilesim enerjisi 0zgiil olmayan
baglamalarin saf disi edilmesinde etkinlik kazanir. Dolayisiyla SNP analizlerinde
meydana gelebilecek yanlis eslesmelerde test alanindaki DNA’ya baglanmayan tek baz,
stabilizor ve isaretleyici oligo arasindaki etkilesimi degistirecek bu da yikama ve 1s1
uygulamalar1 sirasinda s6z konusu yanlis eslesmis problarin uzaklagtirilmasini iyice
kolaylagtiracaktir. Baz etkilesim enerjisinin en diisiik oldugu ve bu nedenle en az tercih
edilen baz kombinasyonu TA’dir. Ilgilenilen DNA dizisinin icerigi geregi stabilizdr ve
isaretleyici arasinda tercih edilmeyen baz kombinasyonlar1 olustugunda tasarimin diger
zincir (antisens) iizerinden yapilmasi gerekmektedir. (AC,GC,GT engok tercih edilen;
TA,AA ve TT en az tercih edilen kombinasyonlardir) 2

523" AL AT AG AT

Enerji 537 105 678 657
5-3 Ta T TG TT
Enerji 382 981 657 537
537 CA ZC Z CT
Enerji 657 826 969 687
5.3 GA o 3 T
Enerji 981 1454 -B26 -105

Sekil 9. Baz etkilesim enerjileri.
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3.3.2.2. Mikroarray’in Calisma Basamaklar

DNA mikroarray yoOntemi;

DNA izolasyonu, amplifikasyon, saflagtirma

(ptirifikasyon), yiikkleme, okutma ve analiz olmak {izere 6 basamaktan olusmaktadir.

3.3.2.2.1. Tam Kandan DNA izolasyonu
3.3.2.2.1.1. Lékositten DNA izolasyonu

EDTA’lh tiiplere alman kanin plazmast uzaklastirilarak sekilli elemanlar

yikanmustir. Eritrositler hemoliz edilerek saf 16kosit elde edilmistir. Proteinaz K ,sodyum

kloriir ve Tris EDTA ile muamele edilen lokositlerin hiicre zar1 pargalanarak proteinler

hidroliz edilmistir.Fenol-kloroform ile hiicre zar1 ve atiklarindan arindirilan DNA, saf

etanolde ¢oktiiriilerek elde edilmistir’”.

3.3.2.2.1.1.1. Aymraclar

1. Pargalayici (Lizis) Tampon
Amonyum Kloriir (NH4CL)
Amonyum Bikarbonat (NH4HCO3)

2. NaCl

3. EDTA Na,

4. Sodyum Dodesil Siilfat (SDS)

5. Proteinaz K

6. Doymus Fenol Cozeltisi

7. Kloroform

8. Saf soguk etanol

9. %70’lik etanol

3.3.2.2.1.1.2. Yontem

131 mM

0,9 mM

4 M

0,5M (pH 7,5)
%10’luk

10 pg/ml

1. ImL EDTA’l1 tam kan {izerine 3 ml soguk parcalayici tampon eklenip 5-10 dakika buz

igerisinde bekletilmistir.

2.+4°C’de 5000 rpm’de 5 dakika santriflij edilerek siipernatan kismi atilmistir

3.Lokosit pelleti tizerine 1 ml tampon eklenerek hafif¢ce karistirilip ve 37°C’de bir gece

bekletilmistir.
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4.Etiivden ¢ikarilan deney tiiplerinin {izerine 400 pl fenol konulup iyice karistirilir, 400 pl
kloroform konulup yine karistirtlip 5000 rpm’de 3 dk santriflij edilmistir.Altta kalan fenol
kloroform karisimi atilmistir.

5.Ayn1 islem kloroform konularak yapilip 5000 rpm’de 3 dk santrifiij edilmistir.

6.Tiipler santrifiij edilerek siipernatan 5 ml % 95°lik etil alkol igine aktarilip tiip yavasca alt
iist edilerek DNAnin ipliksi bir goriiniim almasi saglanmustir.

7. Alkolun icinde kiimelesen DNA’lar mikropipet ile alinip eppendorf tiiplerine
konulmustur.

8. 13.000 rpm ‘de 3 dk santrifij edilerek DNA’nin tiipiin dip kismina yapigsmasi
saglanmistir.

9.Santrifiij edilen tiipiin i¢indeki alkol dokiilerek kurumasi saglanir ve tiipe 40-100 pl saf

su eklenerek DNA’nin ¢6ziilmesi i¢in bir gece 37°C beklenmistir.

3.3.2.2.2. Amplifikasyon

Mikroarray yonteminin ikinci agsamasi genomik DNA’nin amplifikasyonudur.

3.3.2.2.2.1. Ayiraglar

1. 10xTampon (KCL’li)
100 mM Tris-HCLpH 8,8
500 mM KCL

2.25 mM MgCl,

3. 10 mM dNTPs

4. Taq polimeraz

5. 5uM Primer karigimi
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3.3.2.2.2.2. Yontem

Bir 6rnek i¢in amplifikasyonda konulmasi gereken kimyasallar Tablo 8 de gdsterilmistir.

Tablo 8. Amplifikasyon protokolii.

dH,O 16,6 ul
10xTampon(KCL’li) 2,5 ul
25 mM MgCl, 1,1 ul
S5uM Primer karigimi 2 ul

10 mM dNTPs 0,5 ul
Taq polimeraz 0,3 pul
DNA 2 ul

Amplifikasyon donglisii Nanotal programiyla yapilmistir. Dongili protokoliiniin 1s1 ve

stireleri Tablo 9°da gosterilmistir.

Tablo.9. Amplifikasyon dongii protokiiliiniin 1s1 ve siireleri.

95°C 3dk

95°C 30sn

57°C 45sn 35 dongii
72°C 45sn

72°C 10dk

Bu caligmada mutasyonlara 6zgiin amplikonlar kullanilmistir. Amplikonlarda yer alan

mutasyonlar Tablo 10°da verilmistir.
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Tablo 10. Amplikonlarda yer alan mutasyonlar.

Amplikon Mutasyonlar

1 IVS I-110(G—A), Cd 44(-C),Cd 39(C—-T), IVS1-130(G—C), IVS 1-
130(G—A)

2 IVS I-1(G—A), IVS I-5(G—A), IVS [-6(T—C),IVS [I-1(G—A),Cd
74/75(-C)

3 IVS 11.745(C—T),Hb D(G—C), Hb O Arab(G—A), IVS I1.848(C—A),
IVS 11.849(A—G), Hb Beograd(A—T)

4 -87(C—G), Cd8(-AA), Cd8/9 (+G), Hb G-Coushatta(A—C), Hb E
Saskatoon(G—A),Hb D Iran(G—C),

5 Hb S (A—T), -30 (T—A), Cd5(-CT), Hb C (G—A)

3.3.2.2.2.3. Agaroz Jel Elektroforezi

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

jele es zamanl amplike edilen kontrol DNA ile birlikte degerlendirilir.

3.3.2.2.2.3.1. Ayiraglar
1.% 2’lik agaroz jel
2 g agaroz 100 ml 0,5XTBE tamponu i¢inde mikrodalga firinda eritilerek hazirlanmistir.

2. Yiikleme tamponu

Brom fenol mavisi % 0,05
Gliserol % 10
Ficoll % 15

0,5XTBE tamponu ile 100 mI’ye tamamlanmustir.
3. 10xTris Borat EDTA (TBE) Tamponu pH 8,0

Tris baz 540¢g
Borik asit 275¢g
EDTA (0,5 M, pH: 8,0) 20 ml

1 L saf suda ¢oziilerek hazirlanmustir.
4.Etidyum bromiir ¢ozeltisi
Etidyum bromiir ¢ozeltisi 5 pg/pl olacak sekilde saf suda ¢oziilerek hazirlanmistir.
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3.3.2.2.2.3.2. Yontem

0,5XTBE tamponu i¢inde mikrodalga firinda c¢oziilen % 2’lik agoroz jel
elektroforez kaplart i¢ine dokiildiikten sonra sogumaya birakilmistir. 0,5XTBE
tamponuyla dolu elektroforez tanki igine yerlestirilerek jel i¢indeki tarak ¢ikarildiginda
olusan kuyulara, amplifiye 6rnekten 5 pl almarak 2 pl yiikleme tamponu ile karistirildiktan
sonra jele aplike edilip, 150 voltta 30 dakika yiiriitiilmiistiir. Elektroforez sonrasi jel
etidyum bromiir ile 3 dakika boyanip saf su ile yikanarak boya atiklarindan temizlenmistir.

DNA fragmanlar1 UV ile goriiniir hale getirilip, fotografi ¢ekilerek degerlendirilmistir.

3.3.2.2.3. Piirifikasyon

Piirifikasyon islemine baslamadan 6nce kullanilacak olan piirifikasyon tabag ile
sistemin basing kontrolii yapilmistir. Tabaga herhangi bir sey yiliklemeden vakum pompasi
calistirilip basincin istenilen seviyede (8-10mbar) 1-2 dakika sabit kalmasi kontrol
edilmistir.

Piirifikasyon isleminde kullanilacak dH,O’nun iletkenligi amplifiye iiriinlerin
tuzdan iyi armdirilmast i¢in onemlidir. dH,O’nun iletkenliginin 15 uS/cm’ ye kadar olmasi
istenir. Bunun icin iletkenlik Olgerin iizerine bir damla kullanilacak dH,O’dan

konulmustur. Gostergedeki deger dH,O’nun iletkenligini verir (sertlik derecesini).

3.3.2.2.3.1. Yontem

1. 20 pl amplifiye iirtinii 80 pl dH,O’la kanstirilip piirifikasyon tabaginin
kuyularina aktarilmaistir.

2. Piirifikasyon tabagi millipora yerlestirilip 10 ing Hg (L) 1/3 Atm) olacak
sekilde 10-15 dk basing uygulanmastir.

3. Kuyulardaki 6rnek miktarm takip ederek membran yilizeyinin tamamen
kurumasini engellemek i¢in 6rnek miktar1 erken biten kuyulara birka¢ damla dH,O
eklenmistir.

4. Tim kuyularda sivi kalmadiginda basing kesilerek iizerlerine tekrar 100 pl
dH,O eklenmistir.Bu islem birkez daha yapilmistir.

5. Tiim kuyularda siv1 kalmadiginda basing kesilerek piirifikasyon tabagi temiz bir
kurutma kagidi iizerine alinarak her bir kuyuya 65 pl dH,O eklenerek 15 dakika orta hizda

calkalanmustir.
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6. Membran yiizeyindeki amplikonlarin tekrar suya karigmasi saglandiktan sonra
ornekler tekrar igaretlenen tiiplere aktarilmustir.

5 ul piirifiye amplikon % 2’lik agaroz jelde kontrol edilmistir.

3.3.2.2.4. Yiikleme

3.3.2.2.4.1. Aymraclar

1.50 mM L-Histidin

L-Histidin’den 3,88 g tartilip dH,O ile 500 mL’ye tamamlanistir.

2. 100 mM L- Histidin

L-Histidin’den 0,776 g tartilip dH,O ile 50 mL’ye tamamlanmustir.

3.0,3 M NaOH

50 veya 100 ml’lik 1M’lik NaOH stoku hazirlanip dH,O ile sulandirililma yapilarak 0,3 M
NaOH eclde edilmistir.

3.3.2.2.4.2. Yontem

Yiikleme tabagimin kuyularma (96 kuyucuklu) 30 pl piirifiye amplikon ve 30 pl
100 mM ‘lik L-Histidin karigimi, en son kuyucugada 60 pl 50mM L- Histidin
pipetlenmistir. Histidinden sonraki kuyucugada 60 ul 0,3 M NaOH konulmustur.Yiikleme
tabagi ile kartuja adresleme yapilarak cihaza yiikleme yapilmustir.

3.3.2.2.5. Okutma

3.3.2.2.5.1. Yontem

1. Denaturasyon icin ¢ip yiizeyini kaplayacak sekilde 0,3 M NaOH konup 3 dk
beklenmistir.

2. Cip yiizeyi dH,O ile 2-3 defa iyice yikanmustir.

3. Cip ylizeyini kaplayacak sekilde yiiksek tuz tamponu konulup 10-15 dk bekletilmistir.

4. Her mutasyona 6zgii reporter(isaretleyici) karisimi hazirlanmastir.

WT reporter 1 ul
MT reporter 1 ul
Stabilizer 1 ul
WT Universal Reporter 1l
MT Universal Reporter 1 ul
Yiiksek tuz tamponu 95 ul
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5. Cipin tizerindeki yliksek tuz tamponu ¢ekilip her mutasyona 6zgii 7 reporter karigim
(IVS I-110, Cd39, IVS I-1, IVS -6, IVS II-1, Cd8, -30) sira ile tek tek ¢ip yiizeyine

gonderilmistir ve mutasyonlarin okutma asamasi yapilmaistir.

3.3.2.2.6. Analiz

1. Veri analiz programinda orneklerden alinan sinyaller degerlendirilirken dncelikle bir
ornekten alinan kirmizi ve/veya yesil sinyallerin enaz 50 diizeyinde olup olmadig:
kontrol edilmistir. Sinyallerden en az biri bu diizeyi agsmiyorsa s6z konusu 6rnek
degerlendirmeye alinmamustir.

2. Veri analizin degerlendirilmesinde iki tiirlii sinyal bulunmaktadir. Bunlar geri plan
kirmizi/yesil sinyaller ve 6zgiil kirmizi/yesil sinyallerdir.

3. Geri plan sinyalleri; ¢ipe yiiklenen histidin {izerinden alinan 6zgiil olmayan yesil ve
kirmiz1 sinyallerdir.

4.Geri plan sinyalleri ile orneklerden alinan 6zgiil sinyallerden biri arasinda, 6zgiil
sinyallerin saglikli sinirda degerlendirilebilmesi i¢in, 5’e 1 veya daha fazla oranda bir
fark bulunmasi gerekmektedir.

5. Geri plan kirmiz1 veya yesil sinyallerinden en az birine gore 6zgiil sinyalleri 5’e 1
veya lzeri orami tutturamayan oOrnekler degerlendirilmeye alimmamistir. Bu oran
istatistiksel olarak hesaplanmis standart sapma degerinin 3 kati kullanilarak ve kesin
dogruluk arz eden sonuglar elde etmek iizere belirlenmistir.

6. Dogru belirlemelerin yapilabilmesi i¢in heterozigot kontrollerde, hem kirmizi hem de
yesil kanallarin 5:1 kriterini gegmis olmas1 gerekmektedir. Homozigot 6rneklerde ise
kirmiz1 veya yesil kanalin bu oran1 yakalamasi esastir.

7. Ozgiil sinyaller; 6rneklerden alinan dzgiil yesil ve kirmizi sinyallerdir. Bu sinyallerin
birbirine olan orani ile 6rnegin genotipi belirlenmistir.

8. 1:1 — 1:2 arasindaki oranlarda 6rnek heterozigottur.

9. 1:5 ve lizerindeki oranlarda yiiksek olan sinyal kirmizi ise mutant, yesil ise yabanil
tiptir.

10.1:2°den fazla ve 1:5°den az ise genotipleme yapilamaz. Bu degerlendirmelerin

anlatimi Sekil 10°da gosterilmistir.
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Sekil 10. Veri analizi degerlendirme semasi.
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4. BULGULAR

Bu tez ¢alismasinda Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi Biyokimya Anabilim
Dali’na anormal hemoglobin tanisiyla bagvuran 21 olgunun ve P talasemi hastasi olarak
bagvuran 19 olgunun hematolojik 6zellikleri ve mutasyon tipleri molekiiler diizeyde
calistlmistir. Kan 6rneklerinin hematolojik verileri Coulter Counter T890 kan sayim
cihazinda 6lgiilmiistiir. Orneklerin hemoglobin tiplendirilmesi elektroforez ve HPLC
sistemiyle, HbA, yiizdesi mikrokolon ve HPLC sistemiyle, HbF oranlar1 alkali
denaturasyon ve HPLC sistemiyle calisilmistir. Biitiin olgularin 16kosit DNA’s1 poncz
yontemine gore izole edildikten sonra mikroarray yontemiyle anormal hemoglobin ve

beta talasemi mutasyon tiplendirilmesi yapilmistir.

4.1. Anormal Hemoglobin Tipleri
Selul6z asetat elektroforeziyle Hb S tastyici tanis1 konan 4 olgunun hematolojik
verileri Tablo 11°de, floresan sinyali Tablo 12 ‘de ve HPLC goriintiisii Sekil 11°de

verilmistir.

Tablo 11. HbS olgulariin hematolojik veriler.

No | Ad WBC |RBC |Hb | Het | MCV | MCH | MCHC | Hb % | % % HPLC
Soyad | 10°/L | 10'%L | g/idl | % | fL Pg g/dL Elekt. Hb | HbF | % HbA,
A,
1 S.A. 5.2 3.53 10.5 | 32.1 | 90.9 29.7 32.7 AS 33 07 4.0
2 CA. |56 4.54 13.5 | 40.1 | 88.2 29.8 33.8 AS 28 |05 4.2
3 EO. [52 5.03 13.6 | 41.6 | 827 27.0 327 AS — |05 4.1
4 MA |93 5.38 144 | 454 | 844 26.8 31.7 AS 33 09 4.6

Tablo 12. Hb S mutasyonunun florosen sinyali, sinyal oranlar1 ve analiz sonucunda belirlenen genotipi.
[} [ % [} i

Sample  Red Green Pads Ratio (R::G) Probe Designation

5.10 4 4001 |1 167 Red/Green
51l 27 40| 1 |1::1.48)  Red/Green
£.13 220 3 1 |1 1m Red/Green
514 i) 82 1 |1 168 Red/Green
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Sekil 11. Hb S olgusunun HPLC gériintiisii
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HPLC yontemiyle Hb D Los Angeles tasiyict tanist konan 10 olgunun ve Hb D
homozigot olan bir olgunun hematolojik verileri Tablo 13°de, floresan sinyalleri Tablo

14’te ve HPLC goriintiisti Sekil 12°de verilmistir.

Tablo 13. Hb D Los Angeles olgularinin hematolojik verileri.

No | Ad WBC | RBC |Hb | Het | MCV | MCH | MCHC | Hb % %
Soyad | 10°/L | 10'Y/L | g/dl | % | fL Pg g/dL Elekt. | HbA, | HbF
5 |[MD. [13.8 [570 [109 [347[609 [192 [315 AD |31
6 SE. |74 408 [114 [344]843 [279 [33.1 AD |27 1.8
7
8

S.D 8.6 4.67 11.7 | 342|733 25.1 34.2 DD 3.0 1.7
F.D. 13.5 | 4.15 11.8 | 348 | 83.8 | 284 34.0 AD 2.6 —
9 G.V. |638 5.07 12.0 1394|778 |23.7 30.5 AD 34 1.5
10 | S.N. 5.7 3.98 123 1347|872 |31.0 35.6 AD 2.8 1.7
11 |HK. |77 4.43 12.5 | 382|862 |28.1 32.7 AD 2.9 1.5
12 | D.O. 15.1 4.79 132 | 385|805 |275 34.2 AD 2.9 1.7
13 | EG. 8.2 5.77 134 1419|726 |232 31.9 AD 5.1 1.5
14 |FK. |- 4.87 13.7 1429|882 |28.1 31.9 AD o 1.9
15 | IN. 6.6 5.61 15.7 |144.7180.0 | 28.0 34.9 AD 2.8 1.8

Tablo 14. Hb D Los Angeles mutasyonunun florosen sinyali, sinyal oranlar1 ve analiz sonucunda

belirlenen genotipi.

Sample Red Green Pads Ratio {R::G) Probe Designation

3.1 443 708 1 1 :: 1.6 Red/Green
3.2 213 169 1 1.26 :: 1 Fed/Green
3.3 150 376 1 1 :: 1.98 Red/Green
3.4 575 47 1 12.23 :: 1 Red/Red
3.5 557 789 1 |1 1.42 Red/Green
3.9 133, zo0 1 1 :: 1.5 Red/Green
3.10 =1 1700 1 1 1.95 Red/Green
3.13 235 382 1 1 :: 1.67 Red/Green
3,15 110 2100 1 (10 1.2 Red/Green
3.18 116 204 1 1 :: 1.76 Red/Green
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Sekil 12. Hb D Los Angeles olgusunun HPLC goriintiisii
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Mikroarray yontemiyle Hb O Arab homozigot tanist konan iki olgunun
hematolojik verileri Tablo 15°de, floresan sinyalleri Tablo 16’da ve HPLC goriintiisii

Sekil 13 ve 14’°de verilmistir.

Tablo 15. HbO Arab olgularinin hematolojik verileri.

No | Ad WBC | RBC |Hb | Het | MCV | MCH | MCHC | Hb % %

Soyad | 10°/L | 10'Y/L | g/dl | % fL Pg g/dL Elekt. | HbA, | HbF
16 | AA. |-—— |[398 8.6 (262659 |32.7 |32.7 AC? |51 3.0
17 1 B.A. | --——- [4.50 [11.6 359 ]79.7 |25.7 | 323 AC? |22 0.6

Tablo 16. HbO Arab mutasyonlarinin florosen sinyali, sinyal oranlar1 ve analiz sonucunda belirlenen

genotipi.

Sample  Red Green Pads Ratio (R::G) Probe Designation
37 13 89 1 15411 Fed/Red

8 20 221 12,2701 Red/Red
HbOarab 372 11 312 Red/Red
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Sekil 13. HbO Arab olgusunun HPLC gériintiisii
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Sekil 14. HbO Arab olgusunun HPLC gériintiisii
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Mikroarray yontemiyle Hb E Saskatoon tanisi1 konan bir olgunun
hematolojik verileri Tablo 17°de, floresan sinyal verileri Tablo 18’de, HPLC goriintiisii

de Sekil 15°de verilmistir.

Tablo 17. Hb E Saskatoon olgularin hematolojik verileri.

No | Adi WBC | RBC | Hb | Het | MCV | MCH | MCHC | Hb % %

Soyadi | 10°/L | 10'/L | g/dl | % | fL Pg g/dL Elekt. HbA, | HbF

18 [ SAY. | 7.0 428 [ 124 [363 [ 849 [29.0 |34.1 EE 796 |15
Saskaton

Tablo 18. Hb E Saskatoon mutasyonunun florosen sinyali, sinyal oranlar1 ve analiz sonucunda belirlenen

genotipi.

Samole  Red Green Pads Ratio (R::G) Probe Desianation
4 067 11 9Tl RadfRed

hbEsasmt 567 5 1 11341 Red/Red
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Sekil 15. Hb E Saskatoon mutasyonunun HPLC goriintiisii
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Mikroarray yontemiyle Hb G Coushatto tanisi1 konan iki olgunun hematolojik verileri
Tablo 19°da, floresan sinyali Tablo 20°de, HPLC goriintiileri de Sekil 16 ve 17°de

verilmistir.

Tablo 19. Hb G Coushatto olgularinin hematolojik verileri.

No | Ad WBC | RBC | Hb | Het | MCV | MCH | MCHC | Hb % % %

Soyad | 10°/L | 10"*/L | g/dl | % | fL Pg g/dL Elekt. | HbA, | HbF | HPLC

HbA,

19 [ YG |64 [476 |[134]428]90.0 [29.1 [123 HbG 2.8 0.6 |4.63
Causatta

20 [EG. [112 [550 |13.6][43.0][78.0 |247 |316 HbG 2.9 0.8 |4.87
Causatta

Tablo 20. Hb G Coushatto mutasyonlarinin florosen sinyali, sinyal oranlar1 ve analiz sonucunda

belirlenen genotipi.

Sample  Red Green Pads Retio (R::G) Probe Desiqnation
8 ML el
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Sekil 16. Hb G Coushatto olgusunun HPLC goriintiisii
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Sekil 17. Hb G Coushatto olgusunun HPLC goriintiisii.
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Mikroarray yontemiyle Hb D Iran tanis1 konan olgunun hematolojik verileri Tablo

21°de, floresan sinyal verileri Tablo 22’de, HPLC goriintiisii de Sekil 18’de verilmistir.

Tablo 21. Hb D iran mutasyonunun hematolojik verileri.

No | Ad1 WBC |RBC |Hb | Het | MCV | MCH | MCHC | Hb % %
Soyadi | 10°/L | 10"Y/L | g/dl | % fL Pg g/dL Elekt. | HbA, | HbF

21 | N.G. 6.8 4.66 104 | 427 |91.7 22.3 24.4 D iran | 3.1 1.3

Tablo 22. Hb D iran olgusunun florosen sinyali, sinyal oranlar1 ve analiz sonucunda belirlenen genotipi.

Sample  Red Green Pads Ratio (R::G) Probe Designation
4.14 199 11 1991 Red/ed
fbOranmt 160 0 1 Inf Ren/Red
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Sekil 18. Hb D-iran olgusunun HPLC gériintiisii
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4.2. Beta Talasemi Olgular:
4.2.1.Hematolojik Veriler

Beta talasemi olgularin hematolojik verileri (WBC (10°/L), RBC (10'*/L), Hb
(g/dl), Hb (g/dl), Hcet (%), MCV(fL), MCH (pg), MCHC (g/dL)), Hb elektroforez
tiplendirilmesi, mikrokolon HbA,; yiizdesi ve alkali denaturasyon HbF yiizdesi ¢alisiimis

veriler tablo 23°de verilmistir.

Tablo 23. - talasemili olgularin hematolojik verileri.

No | Ad WBC | RBC Hb Het | MCV | MCH | MCHC | Hb % | %
Soyadi | 10°L | 10'/L | g/dl % fL Pg g/dL Elekt. | Hb | HbF
A,
1 M.T. 5.8 1.81 4.7 146 |812 [259 32.0 AF 26 |65
2 S.C. 144|239 4.9 152 [63.6 |[203 31.9 F 1.8 | 433
3 M.G. 75.8 | 3.34 6.3 277 1829 |19.0 22.9 F 1.4 | 72.0
4 | YK 5.9 2.39 6.7 179 | 747 280 37.6 AA 26 |33
5 S.0. 13.5 [2.98 7.4 217 | 729 250 343 AF 2.6 |31.0
6 |D.C. 28.0 |3.25 8.8 265 | 815 |27.0 33.1 AF 24 |45
7 |EG. 5.5 2.86 7.8 232 [ 811 [272 33.5 AF 24 | 154
8 | M.D. 272 333 9.0 28.8 865 |27.1 313 F 1.4 |34.0
9 [NY. 3.6 4.05 11.7 343 [84.7 [289 34.1 AA 25 | 14
10 | HB. 46. |239 6.0 193 [81.0 [253 31.2 AF 23 395
11 | AO. 9.8 3.36 6.5 229 627 |179 28.5 AF 5.6 |16.0
12 | CA. 38.1 |[3.35 9.6 29.0 |86.6 |287 33.2 AA 29 |33
13 | KS. 7.8 3.60 10.0 306 | 849 [27.9 32.9 AA 3.1 |18
14 | SK. 2.82 7.1 239 [ 849 [254 29.9 AA 50 [38
15 | TE. 9.7 2.25 5.0 16.7 | 743 |225 30.2 AF 3.0 [ 184
16 |S.S. 132 [ 324 8.8 252 1779 270 34.6 AA 27 |15
17 | ME. 7.9 3.30 9.3 275 832 282 33.9 AF 2.1 |87
18 | V.T. 120 |3.96 11.7 365 922 [29.6 32.1 AA 27 | 1.0
19 |AK 59.1 [1.92 6.0 173 |899 [315 35.0 AA 29 |26

Olgularin hemoglobin tipleri seliiloz asetat elektroforez yontemiyle calisildiginda 8

olgunun HbAA, 8 olgunun HbAF ve 3 olgununda HbF oldugu gézlenmistir ( Tablo 23).
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4.2.2. Mutasyon Analizleri
Calisma kapsamina alinan beta talasemili olgularin mutasyon tipleri mikroarray

cihazinda calisilmis olgularin gifte heterizigot 6zellik gosterdigi bulunmustur(Tablo 24).

Tablo 24. -talasemili olgularin mutasyon tipleri.

No | Ad1 Soyadi Mutasyon Tipi
1 M.T. IVS I-110/Cd8

2 S.C. IVS I-110/Cd8

3 | MG IVS I-110/Cd8

4 | YK IVS I-110/Cd8

5 S.0. IVS I-110/Cd8

6 | D.C. IVS I-110/Cd8

7 | EG. IVS I-1/Cd8

8 | M.D. Cd8/-30

9 | N.Y. IVS 1-110 /-30

10 | H.B. IVS 1-110 /-30

11 | AO. IVS 1-6/-30

12 | CA. IVS I-110/ IVS 1-6
13 | K.S. IVS I-110/ IVS 1-6
14 | SK. IVS I-110/ IVS 1-6
15 | T.E. IVS I-110/ IVS 1-6
16 | S.S. IVS I-6/ IVS 1I-1

17 | M.E. IVSI-110/1VS 1I-1
18 | V.T. IVSI-110 /IVS I-1
19 | AK. IVSI-110 /IVS I-1

IVS1-110, IVSI-1 ,IVS1-6, , IVS II-I, cd 8 ve -30 mutasyonunun mikroarray analiz

grafikleri Sekil 19-25 arasinda, florosan sinyal verileri ise Tablo 25-30 arasinda verilmistir.
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A-14-2A4-34-44-54-64-74-84-34-104-114-12A-13A-14A-154-164-17A-18A-IV51-1104-C0 39

Sekil 19. IVS I-110 mutasyonunun mikroarray analiz grafigi.
2,4,5,6,7,8,9,10,11,12,13,14,15,16,17,18; heterozigot, IVS1-110 kontrol 6rnegi

Tablo 25. IVS I-110 mutasyonunun florosen sinyali, sinyal oranlar1 ve analiz sonucunda belirlenen

genotipi.

Sample

:l}lﬁ-lﬁ-:ﬁ-:l}:l!lﬁ-lﬁ-:&:l}:ﬂ-lﬁ-
e B R o R £ I R IV

dididk
e e
bW W= O

H-15
- 16
H-17
&-18

A=TWST-111M

Red Green Pads Ratio (R::G) Probe Designation

Pl

i =

P

163 .2

435 .05
315 .33
345.16
369 .92
G5 .23

Z2558.32
Z217.86

S52.54

TO.vE

173.5z
25 .96

36d.45
ZzZ20.98
179.5z
136

Pl
=]
P
101
230
2249
152
261
19
221
175
[S3]
=
154
=9
=250
=270
140
136

B R KRR KRRERRRRRBRKRRRRRORD

Pl 2
1 ::: 1.1

P 2
1.62 :@: 1
i1i.99 :: 1
1.5 =: 1
1i.21 :=: 1
1.4=2 === 1
1.33 =2 1
1.7 :=: 1
1.=2494 ::: 1
1 :: 1.40%9
1 :: 1.3
1 :-: 1.0z
1.9 :: 1
1.3 == 1
1.19 === 1
1.=285 == 1

i :-: 1
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Sekil 20. IVS I-1 mutasyonunun mikroarray analiz grafigi.
1,2,3,7,9; heterozigot 6rnek, IVS1-1 kontrol 6rnegi.

Tablo 26. IVS I-I mutasyonunun florosen sinyali, sinyal oranlar1 ve analiz sonucunda belirlenen

genotipi.
T T T 81 T ra
Sample  Red Green Pads Ratio (R::G) Probe Designation
B-1 315| 352z .07 1 1 :: 1.11 Eed/Green
B-2 2Bz 335.14 1 1 :: 1.28 RedsGreen
B-= 270l z14.15 1 1.26 :=: 1 Eed/Green
B-2 19|(1107.04| 1 1 :: 55.27 GCreendGresn
B-&5 12| 947.33 1 1 =: 75.94 Greensresn
B-5 1 z217.78 1 1 :: 217.78 Gregnfsresn
B-7F 35z 490, 1 1 1.39 FRed/Green
B-52 15 799.73 1 1 :: 53.3z Greaenfsrean
B-Q 41 S503.31 1 1 :: 1.45 Fed/Green
B-10 11 3589.58 1 1 :: 35.4z Greaenfsrean
B-11 8 665.43 1 1 :: 83.18 GreendGreen
B-12 4 F33z.7Z 1 53 .15 Sreensresn
B-I1VSI-I zZ94 zZ94 i i :=: 1 Red/Green
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Sekil 21. IVS I-6 mutasyonunun mikroarray analiz grafigi.

3,4,5,8,10,11,12 heterozigot drnek, IVS1-6 kontrol drnegi

Tablo 27. IVS [-6 mutasyonunun florosen sinyali, sinyal oranlari ve analiz sonucunda belirlenen

genotipi.

Sample Red Green Pads Ratio (R::G) Probe Designation

|
LY R W S T R L R

0P o0 @OTPM@ODOERDIDLODOIDODIDOE
| |

'_I.

O

o
1
|
[

B-IvSI-I

B-Iv5I-6

33
22

.58
.38
1391.
1570.

54
61

12947.4

11.
37.
1719.
7a.
S31.
1391.
=75
31.

Ta3
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31
a3
(=1
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54

04

130z

1565
Zz0E1
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1575
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49 a
2826
1424
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537
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ah 3=
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1 ::: 1
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Red/Green
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Red/Green
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Sekil 22. IVS II-1 mutasyonunun mikroarray analiz grafigi.
4B ve 6B; heterozigot,IVSII-1 kontrol 6rnegi.

Tablo 28. IVS II-1 mutasyonunun florosen sinyali, sinyal oranlar1 ve analiz sonucunda belirlenen genotipi.
[} r L1 r )

Sample Red Green Pads Ratio (R::G) Probe Designation

B-1 §.07 924 1 1 :: 114.56 Gresn/Green
B-2 §.07 1026 1 1 :: 127.2 Gresn/Green
B-3 21.51| 1063 1 1 :: 49.4:2 Gresn/Green
B-4 i035.11 892 1 1.16 :: 1 Red/Green
B-5 34.95/ 1129 1 1 :: 32.3 Gresn/Green
B-6 94.1 107 1 1 :: 1.14 Red/Green
B-7 13.44 1314 1 |1 97.78 GreendGreen
B-5 29.57 1049 1 1 :: 35.47 Gresn/Green
B-O 16.13) 2282 1 |1 :: 141.4%6 Green/Green
B-10 16.13 595 1 |1 :: 36.88 GreendGreen
B-11 24.2 72 1 |1 :: 40.17 GreendGreen
B-12 16.13 488 1 |1 :: 30.25 GreendGreen
B-IYSI-I g.07 832 1 |1 :: 103.15 GreendGreen
B-IYSI-6 21.51, 895 1 |1 :: 41.61 GreendGreen
B-IvS2-1 613 613 1 1 cg 1 Red/Green
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Sekil 23. Cd8 mutasyonunun mikroarray analiz grafigi.
1D,2D,3D,4D heterozigot drnek.
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Sekil 24. Cd8 mutasyonunun mikroarray analiz grafigi.
6D, 7D,8D heterozigot 6rnek.

Tablo 29. Cd8 mutasyonunun florosen sinyali, sinyal oranlar1 ve analiz sonucunda belirlenen genotipi.

T T T L3 T £
Sample  Red Green Pads Ratio (R::G) Probe Designatio
D-1 744 603.7 1 1.23 :: 1 Red/Green
O-2 1333|1137 .54 1 1.17 :=: 1 Red/Gresn
O-3 956|1053.34 1 1 :: 1.11 Fed/Green
D-4 405 355.:27 1 1.14 :: 1 Red/Green
D-5 P Mfs| 0O My M
O-6 1312 /1035.985 1 i.27 =: 1 Red/Green
O-7 1195|1005 .66 1 1.15 =: 1 Red/Gresn
D-2 2z1| 7zz.95 1 1.27 =: 1 Red/Green
D-CzDa 318 313 1 1 :: 1 Red/Gresn
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Sekil 25. -30 mutasyonunun mikroarray analiz grafigi.
El, E2, E3, E4 Heterozigot, E -30 kontrol 6rnegi

Tablo 30. -30 mutasyonunun florosen sinyali, sinyal oranlar1 ve analiz sonucunda belirlenen genotipi.

Sample  Red Green Pads Ratio (R::G) Probe Designation

E-1 113.63| 106 1 |[1.12 :: 1 Red/Green
E-2 133.25 126 1 | 1.06 1 Red/Green
E-3 191.75 167 1 | 1.15 :: 1 Red/Green
E-4 133.25 131 1 | 1.02 1 Red/Green
E--30 156 156 1 | Fed/Green
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5. TARTISMA

Hemoglobinopati iilkemizde en sik goriilen kalitsal hastaliklar arasinda yer
almaktadir ve iilkemizin ozellikle Cukurova Bdlgesinde onemli bir saglik sorunu
olusturmaktadir. Diinya Saghk Orgiitii, diinyada hemoglobinopati sikhigm % 5.1,
tagiyicl sayisini ise; 266 milyon olarak agiklamistir. Her yil yaklagik 300.000 hasta
¢ocugun diinyaya geldigi bildirilmistir'®.

Hemoglobin molekiiliin yapisinda yer alan globin zincirleri lizerindeki aminoasit
degisikligi sonucu anormal hemoglobinler meydana  gelmektedir’®.  Anormal
hemoglobinlerin dagilimi cografik lokalizasyon ve irksal gruplara gore oldukca farklilik
gostermektedir. Milyonlarca insanin etkilendigi anormal hemoglobinlerin en yaygin
olanlart Hb S, Hb D, Hb E ve Hb C’ dir’. Hb S 1949 yilinda Pauling ve arkadaslart
tarafindan kesfedilmistir. Ulkemizde de ilk kez 1957 yilinda Aksoy tarafindan
bildirilmistir®. Cesitli calismalar da Tiirkiye’de Hb S frekansinin % 0.5-44.2 arasinda
oldugu gosterilmistir™***!,

Yiiregir ve arkadaglari Cukurova bolgesinde Hb S tasiyiciligmi % 8,2 olarak
bildirmislerdir’'. Kiling HbS’in tastyict oranini Cukurova bolgesi i¢in %3-47 arasinda
oldugunu, Tiirkiye’nin giiney bolgesinde % 2,5, dogu bolgesinde %0,5, Ege bolgesinde
%0,5 ve Marmara bolgesinde % 2,5 olarak bildirmistir’>. Hb S tasiyan eritrositler
deoksijenasyonla orak sekline gelip kristalize olduklarindan eritrositlerin
parg¢alanmasina ve cesitli klinik problemlere neden olmaktadirlar®®. Orak hiicre anemili
hastalarda anemi dogumdan birkag¢ ay sonra baslar. Bu hastalarda HbF degerinin %1-30
arasinda degistigi gorilmiistir’ .

Bu calismada seluloz asetat elektroforeziyle Hb S tasiyicisi tanist konan 4
olgunun hematolojik verileri Tablo 11°de verilmistir. Hb S alkali pH’da seluloz asetat
elektroforezinde Hb D,Hb G-Coushatta ile ayni yere go¢ etmektedir. Hb S’i diger
hemoglobinlerden ayirmak i¢inde oraklagma testi, HPLC ve molekiiler analizler yapilir.

Ulkemizde yaygin olarak gozlenen diger anormal hemoglobin ise Hb D Los
Angeles olup goriilme sikligt % 0,2 olarak saptanmistir. Hb F ve HbA, diizeyleri
normaldir'®**.Hb A/D heterezigot ve Hb D/D homozigot genotipli bireylerde herhangi bir
semptom goriilmemektedir. HbS/D  genotipli bireylerde orak hiicre sendromu
goriilmektedir’. Kiling’in ¢alismasinda Hb D’nin orani Cukurova bolgesi icin % 0,3

olarak bildirilmistir®. Atalay ve arkadaslari Denizli ilinde en sik gbzlenen anormal
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varyantin %57,8 siklikla HbD-Los Angeles oldugunu, Hb S’in % 21.9 oraniyla en sik 2.
anormal hemoglobin oldugunu, Hb G-Cousatta, Hb E Saskatoon ve Hb C sikliginm ise
sirastyla %15.6, %3.1 ve % 1.6 olarak bildirmislerdir*'. Yiiregir ve arkadaslarimn
Kahramanmaras ve cevresinde yaptiklar1 tarama g¢alismasinda HbD tasiyict oranini
%0,27 olarak saptamuslardir®*,

Bu ¢alismada Hb D tasiyicisi olan 10 olgunun ve Hb D hastasi olan bir olgunun
hematolojik verileri Tablo 13’de gosterilmistir. Hematolojik verileri genelde normal
olmasina karsin bazi olgularin Hb’ni ve MCV’si diisiik bulunmustur. Hb D tanist iginde
HPLC ve molekiiler calismalar yapilmistir (Sekil 12, Tablo 14)

Tiirkiye’de en yaygin gériilen 4. anormal hemoglobin HbO Arab’tir. ilk olarak bir
Arabta saptanmistir daha sonra Tiirkiye’de, Bulgaristan’da ve Makedonya’da bulunmustur.
Bu varyant hemoglobinin, homozigot hali ilk kez Kiitahya’da bir ailede saptanmistir.
Elektroforetik mobilitesi Hb A, ile ayn1d1r4.

Hb O Arab hastasi olan 2 olgunun hematolojik verileri Tablo 15’te verilmistir. ki
hastaninda Hb ve MCV degerleri diisiik ¢ikmigtir. HPLC analiz sonucundada Hb E gibi
gorlilmektedir (Sekil 13 ve 14). Yapilan mikroarray analizi sonucunda da Hb O Arap
oldugu saptanmustir (Tablo 16).

Hb E iilkemizde tiglincii siklikta gozlenmektedir 6zellikle Cukurova bolgesinde
bulunmaktadir ve tastyict siklig1 %0,16- 2,4 olarak bildirilmistir®. Aksoy tarafindan Mersin
Eti-Tiirklerinde %1.37 ve Hatay Eti-Tiirklerinde ise % 2.43 oraninda saptanmustir® . Hb E
talasemik bir mutasyon olup fenotipi diger hemoglobin varyantlarindan farkli olarak
kirmizi kan hiicrelerinde mikrositoz ve hipokromi gozlenir. Bazi hastalar asemptomatiktir.
Hafif sarilik oldugu gibi, karaciger ve dalakda hafifce biiylimiistiir. Periferik yaymada
siddetli hipokromi ile beraber target hiicreleride bulunur***. Hb E alkali pH
elektroforezinde HbA, ile ayn1 yere go¢ etmektedir. Ayni sekilde HbC’de ayni yere goc
etmektedir. Elektroforetik mobilitesi Hb C’ ye ¢ok benzesede kesin ayirim asit pH’da agar
jel elektroforezi, HPLC ve mutasyon analizleri ile yapilmaktadir®*.

Hb E Saskaton bdlgemizde yaygin olarak gézlenen anormal hemoglobinler disinda
gozlenen diger anormal hemoglobinlerden biridir. Bugiine kadar Cukurova, Kayseri,
Aksaray ve Antalya’da saptanmust™. Hb E Saskatoon mutasyon tanisi konan bir
olgunun hematolojik verileri Tablo 17°de verilmistir. Bu olgu elektroforezde HbE/C
gibi go¢ etmesine ragmen sekil 15°de gosterildigi gibi HPLC’de Hb D olarak

belirlenmistir. Yapilan molekiiler analizler sonucunda Hb E, Hb C ve Hb D mutasyonu
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tespit edilememistir. Mikroarray yontemiyle c¢alisilarak bu olgunun Hb E-Saskooton

oldugu tespit edilmistir (Tablo 18).

Bolgemizde goriilen diger nadir hemoglobin varyantida Hb G- Cousatta’dir. Hb
G-Coushatta seluloz asetat elektroforezinde elektroforetik mobilitesi HbS ve HbD’ye
benzer 6zellik gosteririr'. Ulkemizde ilk defa Kastamonu’da daha sonralari Denizli ve
Nazilli’de saptanmustir™. Hb G Coushatto olgularin hematolojik verileri Tablo 19°da
verilmistir. Bir olgunun MCV ve MCH degerleri diisiikk bulunmustur. Hb
elektroforezinde Hb S gibi go¢ etmesine ragmen oraklagsma testi negatif ¢ikmis ve
HPLC’de Hb E olarak saptanmistir (Sekil 16 ve 17). Yapilan molekiiler analizler
sonucunda Hb E, Hb C ve Hb D mutasyonu tespit edilememistir. Mikroarray
yontemiyle caligilarak bu olgularin Hb G Coushatto oldugu tespit edilmistir (Tablo 20).

Hb D-Iran ilk kez 1973°de tamimlanan B zincir varyantidir. Hb S ve B talasemiyle
kombinasyon olusturdugu olgular rapor edilmistir. Heterozigot hali hematolojik olarak

% Hb D Iran olgusunun hematolojik verileri Tablo 21°de verilmistir. Hb

normaldir
degeri diisiik bulunmustur. Sekil 18’de gosterildigi gibi HPLC’de Hb E olarak
gdzlenmistir. Mikroarray yontemiyle calisilarak bu olgunun Hb D-iran oldugu tespit
edilmistir (Tablo 22).

Anormal hemoglobinli toplam 21 olgunun 4’ Hb S tasiyicisi, 10 olgu Hb D
tastyicisi, 1 olgu Hb D hastasi, 2 olgu Hb O Arab, 1 olgu homozigot Hb E Saskatoon, 2
olgu Hb G Coushatta tastyicist ve 1 olguda HbD Iran olarak mikroarrayde saptanmistir.

Diinya genelinde oldugu gibi iilkemizde de alfa ve beta talasemiler yaygindir.
Genellikle mikrositoz ve hipokromi ile karakterize olan bu bozukluklarm birbirinden
ayrimlart1 ve dogru tanimmlanmalarnt Ozellikle evlilik Oncesi tarama programlarinin
yuriitiildigii Cukurova bdlgesinde tasiyicilarin belirlenmesi acisindan ayr1 bir 6nem
tasimaktadir®’.

Talasemilerin Tiirkiye’de en sik goriilen tipi p —Talasemidir’’. B-talasemi kalitsal
otozomal resesif gecen bir hastaliktir ve otozomal resesif gegis gosteren hastaliklarda
tastyicilar, genellikle sagliklidirlar, ancak kendileri gibi bir tasiyiciyla evlendikleri
zaman hasta ¢ocuk dogmasina neden olmaktadirlar'?. Akraba evliliklerinin sikhig1 ve
dogum hizinin yiiksekligi, Tiirkiye’de beklenenin de Ttizerinde [-talasemili g¢ocuk
dogmasina neden olmaktadir. Tiirkiye’de yaklasik 1.300.000 talasemi tasiyicist oldugu ve
4000 hasta birey bulundugu bildirilmektedir >,
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Talasemilerin tanisinda en iyi yol Oncelikle hematolojik verilerin analizidir.
Talasemi tasiyici tanisinda kan sayimi, HbA, ve HbF diizeyleri kullanilmaktadir. HbA,
orant mikrokolon ve HPLC sistemiyle HbF orani1 da alkali denaturasyon ve HPLC
sistemiyle yapilmaktadir®™. MCV ve MCH degerlerinin sirasiyla 80 fL ve 27 pg altindaki
degerlere sahip olan olgularda talasemi diisiiniilerek molekiiler analizler yapilmalidir. Hb
A, konsantrasyonlar1 %3,7 ve/veya HbF igin % 2.0’nin {izerindeki olgular B talasemi
tastyicist olarak kabul edilerek molekiiler diizeyde arastirilmaktadir®. Anabilim dalimizda
talasemi mutasyonlarinin saptanmasinda kullanilan molekiiler analizler ARMS, RFLP,
DNA dizi analizi ve en son olarak ta mikroarray yé’)ntemidirgs.

Bu caligmada talasemili olgularin hemoglobin elektroforezi sonuglarinda 8
olgunun HbAA, 8 olgunun HbAF ve 3 olgununda HbFF oldugu gozlenmistir (Tablo
23). Mikrokolon kromatografisi yontemiyle saptanan HbA, diizeyleri 1,4-5,6 arasinda
bulunmusgtur. Aksoy’un calismasinda; tiim olgularin HbA, diizeyleri normal simnirin
tistinde bulunmustur (%3,6-5,6)"". Tanrverdi’nin c¢alismasinda; HbA, diizeyleri 5°i
hari¢, 13 olguda normal sinirin iizerinde bulunmusturgg. Topal’in calismasinda HbA,
diizeyleri heterozigot tasiyicilarda%3.9, homozigotlarda %2.5 bulunmustur®’. Yiiregir
ve arkadaglar1 Kahramanmaras ve cevresinde yaptiklar1 tarama c¢aligmasinda HbA,
diizeyi %3,5 ‘in tizerindeki talasemi tastyict sikligimni %0,68 olarak saptamislardir®®.

Bu calismada talasemili olgularin alkali denaturasyon yontemiyle HbF degerleri
% 1.0-72.0 arasinda bulunmustur (Tablo 23). On bes olgunun HbF degerleri normal
siirin tizerinde bulunmustur. Arpaci’nin ¢alismasinda ; HbF degeri yiiksek olan 2
olguda mutasyon tipi IVS1-110 bulunmus, 2 olguda HbAS olup talesemi mutasyonu
yine IVSI-110 bulunmus ve bir olgudada HbSF ve IVSI-110 mutasyonu bulunmustur®.
Tanriverdi’nin c¢aligmasinda; Hb F diizeyleri %2.5-5.6 araliginda; 10 olgunun Hb F
degerleri normal ve 7 olgunun yiiksek oldugu bildirilmistir (%2.1-5.6)*. Topal’in
caligmasinda Hb F degerleri; heterozigot tasiyicilarda % 3.1, homozigotlarda %10.1
bulunmusgtur®.

Ulkemizde B-talasemi mutasyon tiplerini belirlemeye yénelik bir ¢ok calisma
yapilmustir. B-talasemi Tirkiye’ de ilk olarak 1941 yinda Aksoy  tarafindan
tanimlanmistir. Fakat B-talaseminin ciddi bir saglik problemi oldugu 1950’11 yillarin
sonlarina dogru anlasiimistir’’. Daha sonraki yillarda talasemiye yonelik ¢alismalarda
Tirkiye’nin birgok bdlgesinde tasiyicilarin oldugu ve yogunlugun giiney illerimizde

daha yiiksek oldugu rapor edilmistir.
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Aksoy ve arkadaglari Cukurova’da [ talasemili bir ailenin mutasyon
tiplemesinde sadece IVS—1-110 ve IVS I-110 ve IVS I-1 mutasyonlarim saptamuslardir®’.

Curtik ve arkadaslari Cukurova’ da [ talaseminin genetik heterojenitesini
vurgulamiglar ve mutasyonlarin goriilme sikligini rapor etmislerdir. (IVS—-1-110 (G—A)
%57,3, IVS1-1(G2>A) %8,3, Codon 39 (C>T) % 6,4, IVS-1-6(T>C) %S5,7, Fsc 8 %
5,5, Tablo 7). Ayrica bu ¢alismada Cukurova’da ilk defa Codon 15 ve Fsc 82/83(-G)
mutasyonu rapor edilmistir'®,

Yiizbasioglu ve arkadaslar1 Konya boélgesinde talasemi mutasyon
tiplendirilmesi yapmistir ve molekiiller tani icin ARMS ve RFLP yontemini
kullanmislardir. Mikrokolon yontemi ile HbA, diizeyi %2.5’un altinda olan olgularin
HPLC ile HbA, diizeyleri %1.3-2.9 arasinda ve %3.7 nin {izerinde olan olgularin ise
%4.3-5.4 arasinda oldugu saptanmistir. Mikrokolon yontemiyle HbA, diizeyi %3.7 nin
iizerinde ve MCV degeri de 80fL’nin altinda olan olgularda 3 talasemi mutasyon analizi
yapilmistir ve mutasyon tiplerini IVSI-110, IVS1-1, IVS 1I-745, Cd 8, Cd 39 ve Fsc 5
olarak bulmuslardir’"*.

Altunkilig’in Anamur bolgesinde yaptig1 beta talasemi mutasyon tiplendirilmesi
caligmasinda IVSI-110, IVS 11-745, IVS 1I-1, Cd 8 ve Fsc 5 mutasyonlarini1 saptamistir.
Tiirkiye’de en sik bulunan mutasyon olan IVSI-110 mutasyonunun Anamur
Bolgesi’nde de yiiksek oranda oldugu rapor edilmistir’.

Evrensel ve arkadaslar1 Kayseri yoresinde talasemi mutasyon tiplendirmesi
yapmislar ve mutasyon tiplerini IVSI-110, Fsc 5, Cd 8, IVS I-6 ve Cd 39 olarak
belirlemislerdir. Bu ¢alismadada Kayseri bolgesinde en yaygin mutasyonun IVSI-110
oldugu gosterilmistir’.

Tahiroglu ve arkadaslarinin Hatay-Altinézii Bolgesinin talesemi mutasyon
tiplendirilmesi ¢aligmasinda mikroarray yontemi ile MCV’si 80 fL’nin altinda, HbA,’si
%3.7 nin lizerinde bir olgunun [VSI-110, bir olgunun Cd8, bir olgununda IVS1-110/-30
gifte heterozigot mutasyon igerdigi saptanmugtir’”.

Atalay ve arkadaglari; Tiirkiye’de [-talasemi mutasyon tiplerinin bolgesel
dagilimina yonelik yaptiklar1 calismada, mutasyon tipleri ve sikliklarini su sekilde
bildirmislerdir: IVSI-110 (G—A) % 35,9, IVS-1-6(T>C) %21,6, IVSI-1(G2>A)
%13,0, Codon 39 (C>T) % 7,2, IVS 2-745(C—G) %3,6, Cd 8(-AA) %2.2 ve IVS II-
(G A) % 1,4%°.
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Yiregir ve arkadaslarinin yapmis oldugu g¢alismada; Cukurova bolgesi igin
beta talasemi frekansi %3.5 bulunmus bu bdlge icin en yaygin mutasyon tipinin [VS1-
110 oldugu rapor edilmistir’’.

Kiling bir ¢alismasinda; P-talasemi oranint Cukurova bdlgesi i¢cin %2.3-4.6
arasinda, Gliney bolgesinde % 2.4-13.1 arasinda, Dogu bdlgesinde % 0.7-3.6 arasinda,
Ege bolgesinde %2.6-5.1 arasinda, Marmara bdlgesinde % 3.4-11.7 arasinda ve I¢
Anadolu’da %?2.1 oldugunu rapor etmislerdir™.

Yalin ve arkadaslari iilkemizde yaygin olarak gozlenen 15 beta talasemi ve
anormal hemoglobin mutasyonunu mikroarray teknolojisini kullanilarak tanimlamaya
calismislar ve IVS1-1, IVS 1I-5, IVS I-6, IVS I-110, IVS II-1, IVS 1I-745, Cd 5, Cd&/9,
Cd 39,Cd 44,-87,-30,Hb D ve Hb S mutasyonlarin1 ayrica klasik molekiiler yontemlerle
¢alisarak her iki yontemin uyumlu oldugunu gostermislerdir °°.

Ozkarali galismasinda B- talasemi molekiiler tanisinda  klasik yontemlerle
microarray yontemini karsilastirmis ve mikroarrayin avantajlarini rapor etmistir’ .

Anabilim Dalimizda DPT destegiyle kurulan ve teknolojik olarak yenilenen
Molekiiler ve Biyokimyasal Genetik Tani Istasyonu’nda bulunan Mikroarray cihaziyla
kisa slirede daha fazla olguya % 100 giivenilirlikle tan1 konulabildigi Yiizbasioglu,
Tahiroglu, Yalin ve Ozkaral’nin ¢alismalariyla gosterilmistir °>" 2%,

Foglieni ve arkadaslar1 Nanogen Workstation microarray cihaziyla italya’da en
sik goriilen 9 B-talasemi mutasyonunu calismislar (cd 39, IVS I-110, IVS1-1, IVS1-6,
IVS 2-745,cd6, -87, TVS II-1, cd8) ve aletin giivenirligini kamtlamlslarloo.

Insanlik tarihinin en biiyiik ve sonuglar1 acisindan en énemli projelerinden birisi
olan Insan Genom Projesi ("Human Genome Project"), DNA'nin molekiiler yapismnin
Watson ve Crick tarafindan 1953 yilinda aciklanmasindan tam 50 yil sonra bitme
asamasina gelmistir. Elde edilen veriler, insanogluna yeni ufuklar sunarken, bir¢ok
farkli projelerinde baslamasina neden olmustur. Bunlarin iginde, insanoglunun irklara
bagl 6zelliklerini inceleyen tek niikleotid polimorfizminin (SNP) bulundugu proje en
yaygin olanlarmdandir. Diger taraftan Insan Genom Projesi ile elde edilen bilgilerin
cogu ham bilgilerdir. Bu bilgilerin klinige uygulanabilmesi i¢in, yeni bazi bilgilere
ihtiya¢ duyulmaktadir. Halen hiicrede bir¢ok molekiiliin nereden, hangi kosullar altinda
sentezlendigi bilinmemekte ve protein molekiillerinin rolleri a¢iklanamamaktadir. Bu
nedenle giiniimiizde genomiks denilen DNA-RNA iligkisini aciklamaya calisan ve
proteomiks denilen RNA protein iliskisini aciklamaya calisan yeni caligma alanlari

ortaya cikmustir®.
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Gilintimiizde siklikla kullanilan geleneksel laboratuar yontemleri, tek bir gen
veya proteinin arastirilmasma yoneliktir. Hastaliklarin ¢ogunda bir¢ok gen birlikte
etkilenmekte (multigenik) ve bircok faktdre bagli olarak hastaliklar gelismektedir
(multifaktdriyel)*’. Bu da, birgok farkli genin ve proteinin bir arada, daha kolay ve daha
verimli olarak incelenebilmesini giindeme getirmistir. Giinlimiizde gelisen bilgisayar
teknolojisinin biyolojiye uyarlanmasi ile karsimiza c¢ikan DNA ¢ipleri, bize bu
olanaklar1 saglamaktadir.

Populasyon genetiginde kullanilan tekli niikleotid degisimlerini (SNP)
saptamada kullanilan giivenilir, kisa ve verimli molekiiler yontemler arasinda RFLP, allel
spesifik PCR ve SNaPSSHOT analizleri bulunmaktadir. Bu metodlar arasinda bulunan
RFLP’nin her SNP i¢in uygulanamaz olusu, allel spesifik PCR ise kesin giivenilirlikle
optimizasyonunun Ozellikle bazi SNP’lerin bulundugu bdlgeler i¢in ciddi zorluklar
cikarmasi nedeniyle yaygin uygulamalarda zorluklar c¢ikarmaktadir. Son yillarda
kesfedilen array teknolojisinin otomasyona adapte edilebilir olmasi nedeniyle bu

teknolojinin kullanim alanlarinin yaygmlasmasina neden olmustur®*’>

. Nanogen array
platformu kullanicinin tasarimina agik, her agamada optimize edilebilen, elektronik array
teknolojisine sahip olan ve rutin SNP analizlerinde yiliksek giivenilirlik arz eden bir
sistemdir. Mikroarray teknolojisi niikleik asitlerin secici ve farkliligina dayanan
hibridizasyon yontemidir ayrica bu ydntem gen ekspresyon analizleri i¢inde
kullanilabilir. Genomdaki her bir geni temsil eden cDNA parcaciklar: hibridizasyon
sirasinda farkli sinyaller vermektedir. Bu sinyallerin yogunluklarini karsilastirmak ve
analiz sonuglarim1 sayisal olarak belirlemek i¢in bu amaca yonelik bilgisayar
programlar1 gelistirilmeye baglanmistir. Bu programlar sayesinde hibridizasyon
sonucunda mikroarrayden elde edilen sinyaller bilgisayarda birlestirilerek daha ¢ok veri

analizi yapilabilmektedir®*®®

. Mikroarrayin ve biyoinformatigin bu 6zellikleri kullanim
alanlarinin yayginlagmasina neden olmustur.

Beta talasemi ve anormal hemoglobinler Tiirkiye’de ozellikle Cukurova
bolgesinde dnemli bir saglik sorunu olusturmaktadir. Bu hastaliklarin heniiz kesin bir
tedavisi yoktur. Hasta ¢ocuk dogumunu 6nlemek i¢in dogum Oncesi tanida siireyi ve tani
malzemelerinin miktarini azaltmak i¢in nanoteknolojik yontemlere ihtiya¢ duyulmaktadir.

Bu ihtiyaci karsilamak i¢in anabilim dalimizda kurulan Nanotip laboratuvarinda bulunan

mikroarray cihazin1 daha verimli kullanmak amaciyla bu tez ¢alismasi yapilmustir.

78



6. SONUCLAR

1. Teknolojik yeniliklerin dogum Oncesi tanida kullanilmasi gerekmektedir. Bu
amagcla Anabilim Dalimizda kurulan Molekiiler ve Biyokimyasal Genetik Tan1 Istasyonu’nun
Nanotip laboratuvarinda bulunan mikroarray cihazinda anormal hemoglobinleri ve beta talasemi
mutasyonlarini tanmimlamak i¢in yeni mikroarray c¢iplerin tasarimi yapilarak bunlarin tanisal
dogruluguda kontrol edilmistir.

2. Hemoglobinopatilerin tanisinda sadece hemoglobinin kimyasal 6zelligi veya
genetik yapisiyla tani koymanin zorluklar1 bu tez calismasinda gosterilmistir. Gelecekte
tantya yardimci olmak amaciyla proteomik ve genomik o&zellikleri birlikte gosterecek

mikroarray tasarimlarin yapimina ihtiya¢ duyulmustur.
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