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Hemoglobinopatiler, diinya ¢apinda en yaygin goriilen tek gen hastaliklaridir ve gelecekte
prevalanslarinin artacagi tahmin edilmektedir. Bu ¢alismanin amaci, Cukurova bélgesinde goriilen
anormal hemoglobin varyantlarini belirlemektir. Cukurova Universitesi Balcali Hastanesi Merkez
Laboratuvarina gelen kan ornekleri iizerinde gergeklestirilen bu arastirmada, hemoglobin
elektroforezi, oraklagsma testi ve ARMS-PCR yontemleri kullanilarak anormal hemoglobin tipleri
belirlenmistir. Calisma sonuglari, Cukurova bdlgesinde %63.53'tiinde HbAS, %33.15'inde HbSS,
%1.65'inde HbSC, %1.12'inde HbAC ve %0.55'inde HbAE oldugunu belirleyerek, bolgede orak
hiicre tastyiciliginin yiiksek oranda oldugunu goéstermektedir. Onerimiz, hemoglobinopatinin
endemik oldugu bolgelerde tarama programlari uygulayarak etkilenen dogum sayisini azaltmak ve
boylece iilke ekonomisine olan maliyetleri diisiirmektir.

Anahtar Kelimeler: Cukurova Bolgesi, Hemoglobin, Hemoglobinopati, Hemoglobin Varyantlari,
Orak Hiicre Anemisi
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ABSTRACT

Hemoglobinopathies are the most common single-gene disorders worldwide, and their
prevalence is expected to increase in the future. This study aims to identify abnormal hemoglobin
variants in the Cukurova region. Blood samples collected at the Central Laboratory of Cukurova
University Balcali Hospital were analyzed using hemoglobin electrophoresis, sickling test, and
ARMS-PCR methods to determine the types of abnormal hemoglobin present. The results showed
that 63.53% of the samples had HbAS, 33.15% had HbSS, 1.65% had HbSC, 1.12% had HbAC, and
0.55% had HbAE, indicating a high rate of sickle cell carriage in the region. We recommend
implementing screening programs in areas where hemoglobinopathy is endemic to reduce the
number of affected births and thereby lower the economic costs to the country.
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Cell Anemia
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1. GIRIS

Hemoglobin, insan viicudunda oksijen tasinmasindan sorumlu olan kanin fonksiyonel
bilesenidir. Hemoglobin molekiilii, "globin" olarak adlandirilan protein kismi ve "hem" ad1 verilen
prostetik grubun birlesiminden olusmaktadir. Globin kisminda, her biri bir hem grubuna bagl olan
dort polipeptid zinciri bulunmaktadir. Yetiskin HbA (02B2), kodlayan genlerin genomdaki farkli
konumlarda iki ayr1 globin gen kiimesi ailesinde gruplandirildigi tetramerik bir proteindir.
Hemoglobinopatiler, hemoglobin sentezi ile ilgili genetik hastaliklar olup diinya ¢apinda en yaygin
monogenik bozukluklar1 olusturur. Bu hastalik grubunun genetik nedeni, tetramerik hemoglobin
proteininin globin zincirlerini kodlayan globin genlerinin ic¢indeki veya yakinindaki DNA
varyantlaridir. Bu DNA varyantlari, a- veya B-globinin sentezinin degismesine neden olabilmektedir
(Williams ve Weatherall, 2012; Steinberg ve ark., 2009).

Hemoglobin molekiiliiniin yapisinda bulunan globin zincir sentezinin azalmasi, tamamen
engellenmesi ya da zincirlerdeki amino asitlerin degismesi sonucu hemoglobinopatiler ortaya
cikmaktadir. Kalitsal hemoglobin bozukluklari, diinya niifusunun yaklasik %7'sinin tagiyict oldugu
ve her y1l 300.000 ile 500.000 arasinda ciddi vakalarin raporlandig1 yaygin hastaliklardir. Yaklasik
1000 hemoglobin mutasyonu, hemoglobinin yapisini, ekspresyonunu ve globin genlerinin geligimsel
diizenlenmesini degistirmektedir. Hemoglobinopatilerin diinyadaki dagilimi, cografi lokalizasyon ve
etnik gruplara bagli olarak oldukca farklilik gostermektedir. Bu kalitsal hastaliklar en ¢ok Afrika,
Asya ve Akdeniz iilkelerinde goriilmekte, ancak gdcler sonucu Avrupa, Amerika ve Avustralya’ya
da yayilmaktadir. Tirkiye’de ise Cukurova, Akdeniz kiy1 seridi, Ege ve Marmara bolgelerinde gok
sik gorilmektedir (Canatan, 2014; Weatherall, 2008 ;Christopher.S, 2013).

Anormal hemoglobin varyantlari, genellikle globin polipeptid zincirlerinde tek niikleotid baz
degisimi ile olusur; 6rnegin Hb S, Hb C, Hb D ve Hb E. Bazi durumlarda, HbC-Harlem, HbS-Travis
ve Arlington Park gibi varyantlar, iki amino asitin yer degistirmesi sonucu ortaya ¢ikmaktadir.
Delesyon ve insersiyonlara ek olarak, fiizyon hemoglobinleri de meydana gelebilmektedir (HB
Lepore, Hb Kenya). Hemoglobin varyantlarinin ¢ogu beta zincir mutasyonlart sonucunda
olugmaktadir. Ayrica, alfa, delta ve gamma zincir mutasyonlart da tanimlanmigti.
Hemoglobinopatiler, yapisal temellerine gore bir kismi higbir semptom ve klinik bulgu
gostermezken, bir kismi agir hemolitik anemi, siyanoz, polisitemi, sarilik, splenomegali ve
retikiilositoz gibi belirtilerle seyredebilmektedir. Klinik olarak énem tasiyan hemoglobinopatilerin
tanis1 onemlidir. Anormal hemoglobinlerin biiyiik kismi, klinik bulgu vermedigi i¢in genellikle
tarama calismalariyla ortaya ¢ikmaktadir. Giiniimiizde anormal hemoglobinlerin tanisi ve taramasi
icin Yiiksek Basingli Sivi Kromatografisi (HPLC), Amplifikasyon Refrakter Mutasyon Sistemi
(ARMS), Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR), kapiller elektroforez, seliiloz asetat kagidi

elektroforezi ve izoelektrik fokuslama yontemleri rutinde sik kullanilan yontemler arasindadir.



Milyonlarca insani etkileyen anormal hemoglobin tiirleri arasinda en yaygin olanlar1 S, C, E ve D'dir
(Carver ve Kutlar, 1995; Giingor, 2011; Bunn 1998; Wajcman, 2011).

Bu ¢alismanin amaci; Tiirkiye’nin giineyinde bulunan Cukurova bdlgesinde goriilen anormal
hemoglobin varyantlarini belirlemek ve Tirkiye ig¢in 6nemli olabilecek hemoglobinopatilerin

sikliginin ve olas1 yeni hemoglobin tiplerinin belirlenmesine yardimci olacagi diisiiniilmektedir.



2. ONCEKI CALISMALAR

2.1. Hemoglobinlerin Yapsi ve Ozellikleri

Hemoglobin (Hb), oksijeni (O2) akcigerlerden periferik dokulara ve karbondioksiti (CO2)
dokulardan akcigerlere tasiyan bir metalloprotein tetrameridir. Hemoglobin, kesfedilen ilk
proteinlerden biridir. Hb'nin {i¢ boyutlu yapisi, Perutz ve arkadaslari tarafindan 1950'lerin sonlarinda
X-1g1m1 kristalografisi yoluyla belirlenmistir . Hemoglobin, her biri bir polipeptit zincirine ve bir hem
grubuna sahip dort alt birimden olusur. Globin polipeptit zinciri, bir ¢ift alfa benzeri zincir (al ve
a2) ve bir ¢ift beta zinciri (B1 ve B2) igerir. Her bir zincir, bir hem grubuna baglanir. Her zincirin
molekiiler agirligi yaklasik olarak 16 kDa'dir, bu da Hb molekiiliiniin molekiiler agirliginin 64.5 kDa
ve maksimum ¢apinin 6.4 nm oldugu anlamina gelmektedir. Hb molekiilii, globin kisminda yer alan
polipeptid  zincirlerinin amino  asit dizilimleri ve sayillarn acisindan  farkliliklar
gostermektedir.insanda, Hb molekiiliiniin globin kisminda alti farkli polipeptid zinciri
tammlanmugstir: alfa (a), beta (B), gamma (y), delta (), epsilon (&) ve zeta (). o polipeptid zinciri 141
amino asit, B, v, 9, € ve { polipeptid zincirlerinin her biri 146 amino asit igermektedir. HbA , saglikli
eriskin insanlarda bulunan hemoglobinin %95-98'ini olusturur ve iki alfa zinciri ile iki beta
zincirinden (a2pB2) olusur. Hem grubu, ferréz (Fe*?) seklinde demir atomu ve ferroprotoporfirin 1X
halka sisteminden olugmaktadir. Her bir globin alt birimi, proteinin dis ylizeyinde bulunan hem ile
stabil bir baglanti kurmalidir, bdylece eritrosit sitozoliindeki oksijen, hem grubunun demir
atomlarma geri doniisiimlii olarak baglanabilir. Iki of dimer (a1p1 ve a2B2 olarak adlandirilir), 2
katli bir simetri ekseni etrafinda diizenlenir ve bu diizenleme, T formunda (gergin) veya oksijensiz
yapida biiyiik bir merkezi su boslugu ve R formunda veya oksijenli yapida daha dar bir bosluk
olusmasina neden olmaktadir. Globin alt birimleri arasindaki tuz kdpriilerinin, bu konformasyonel
degisikliklerin istikrarli bir sekilde stirdiiriilmesine katkida bulundugu bilinmektedir (Forget, 2013;
Ahmed, 2020; Alain, 2006; Christopher.S, 2013).
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(b)
Sekil 2.1. (a) Insan deoksi-Hb yapis1. (b) Protoporfirin IX'in kimyasal yapis1 (Papadopoulos,1969).

2.1.1. Hem ve Globin Zincirleri

Kemik iligindeki eritroblastlar ve retikiilositler, hemoglobin molekiiliiniin biyosentezi i¢in
koordineli olarak hem ve globin iiretimi gerektirmektedir. Hem sentezi, hiicrelerin mitokondrisinde
ve sitoplazmasinda gergeklesen karmasik ve ¢ok asamali bir siirectir. Siiksinil-CoA ve glisin ile
baslayan bu siireg, 5-Aminolevulinik Asit (ALA) sentezi ile mitokondride baslar ve ardindan
porfobilinojen basamagina gecer. Son agsamalar ise protoporfirin IX'a demir atomunun eklenmesiyle
mitokondride tamamlanir. Globin zincirlerinin  sentezi, eritrosit prekiirsér hiicrelerinde
gergeklesmekte olup, DNA'dan mRNA'ya transkripsiyon, mRNA islenmesi ve translasyon
asamalarini igermektedir. Transkripsiyon sirasinda globin genleri mRNA'ya ¢evrilmekte, ardindan
pre-mRNA'daki intronlar ¢ikarilip ekzonlar birlestirilmektedir. Islenmis mRNA sitoplazmaya
taginmakta ve ribozomlarda globin proteinine ¢evrilmektedir; bu siire¢ sonunda her globin zincirine
hem gruplari baglanarak aktif hemoglobin olusmaktadir. (Chiabrando, 2014; Farid, 2023).

Globin polipeptitleri, insanin 16. ve 11. kromozomlarinda bulunan a-benzeri ve B-benzeri
globin gen kiimelerinden uygun sekilde sentezlenmektedir. Yeni sentezlenen globin zincirleri, hizla
hem molekiilleriyle birlesmekte ve bu etkilesim, zincirlerin sirastyla A—H olarak adlandirilan 7 ve 8
sarmaldan olusan bir yapida katlanmalarin1 saglamaktadir. Bu katlanma siireci, zincirlerin kiiresel
bir yapida diizenlenmesini saglar ve bu diizenleme Hb alt birimlerinin stabilizasyonunu
gerceklestirmektedir. Hem demiri, F8 sarmalinda bulunan ve "proksimal histidin" olarak adlandirilan
sabit bir histidin kalintisinin imidazol grubu tarafindan globin proteinlerine eksenel olarak koordine
edilir ve heme proksimal cebinde hemoglobine Hb baglanmaktadir. Ters eksenel konum, E7
sarmalindaki korunan "distal" histidin ile etkilesim yoluyla stabilize edilen O2'yi baglamaktadir.

Globin proteinleri i¢indeki amino asitler, non-kovalent etkilesimler yoluyla hem baglanmasini



stabilize etmektedir. Hemoglobinin (Hb) O2'yi baglayabilmesi i¢in demirin indirgenmis (ferroz,
Fe?*) durumda olmasi gerekmektedir. (Schechter, 2012; Christopher.S, 2013).

Hb'nin O2'yi baglamasi i¢in demirin indirgenmis ferréz, Fe?* durumunda olmasi
gerekmektedir . Oksitlenmis veya "met" Hb (ferrik, Fe*") O2'yi baglayamaz ve nispeten kararsizdir.
Met-Hb hemini kaybetme ve denatiire olma egilimindedir. Boylece eritrositleri, Hb'yi indirgenmis
durumda tutmak i¢in ayrintili mekanizmalar gelistirmistir (Ganz ve Nemeth, 2012). Nitrik oksit ve
karbon monoksit gibi oksijen disindaki bilesikler de hemoglobinin demir atomu ile birlesebilir.
Karbon monoksit kendisini demir atomuna oksijenden daha siki baglar. Karboksihemoglobin
olustuktan sonra, oksijen herhangi bir 6l¢iide karbon monoksitin yerini alamaz. CO i¢in Hb baglanma
afinitesi, O2'den 240 kat daha fazladir ve havadaki %0,1 CO konsantrasyonu biling kaybina ve
sonunda dliime yol agabilmektedir (Alain , 2006).

2.1.2. Globin Gen Kiimesi

Insan globin genleri; embriyonik, fetal ve yetiskin yasaminda iiretilen farkli hemoglobinlerin
yapisini belirlemekte ve sentezini diizenlemektedir. Iki kiime halinde diizenlenirler ve Yunan alfabesi
tarafindan adlandirilirlar. o-benzeri genler, kromozom 16 iizerinde 5'-02-y(1-ya2-yal-a2-01-0-3’
strastyla yer alirken, B-benzeri genler, kromozom 11 iizerinde 5'-e-Gy-Ay-yp-3-B-3' sirasiyla bir
kiime olusturmaktadirlar. B-benzeri genler, 30 ve 31 ile 104 ve 105 kodonlar1 arasinda sirasiyla 122-
130 ve 850-900 baz cifti (bp) uzunlugunda iki intron icermektedir. a- ve {-genleri benzer, ancak daha
kiigiik intronlar igermektedir. Tipik promotér ve enhansor dizilerine ek olarak, her globin gen
kiimesinin 6nemli bir yukari akis diizenleyici bdlgesi bulunmaktadir. Bu bdlge, B-gen kiimesinde
lokus kontrol bolgesi (LCR) ve a-gen kiimesinde HS-40 olarak tanimlanmaktadir. 3-globin LCR,
tiim B-globin gen kiimesini kapsayan transkripsiyonel olarak aktif bir alan olusturmaktadir. o ve -
globin gen kiimesi, kat1 bir ontolojik ¢izelgeye gore ifade edilir ve bu iki kiimenin her birinden gelen

genlerin kantitatif ifadesi, dengeli ve koordinelidir (Weatherall ,2001).

2.2. Normal Insan Hemoglobinleri

1940'larda insan kanindan protein elektroforezi yapilmasi ile insan embriyosunda/fetiisiinde
farkli hemoglobin molekiilleri oldugu belirlenmistir. Hemoglobin sentezi, gebe kaldiktan yaklasik
14 giin sonra (-globin ve e-globin (embriyonik Gowerl)zincirlerinin sentezi ile baslamaktadir.
Gebeligin 5. ila 7. haftasinda a-globin ve y-globin zincirlerinin sentezi baslarken embriyonik Gower2
(02¢€2) , Portland ({2y2) ve HbBF (02y2) iiretilmektedir. Gebeligin ilk 2 ayinda iki farkli fetal Hb (HbF)
(02Gy2 ve a2Avy2) tetramerleri tretilmektedir. HbF'nin oksijen i¢in HbA'dan daha yiiksek bir
afinitesi vardir ve HbF'nin 2,3-DPG igin daha diisiik afinitesi nedeniyle anneden fetal dolasima
oksijen transferini kolaylastirir. Gebeligin 12. haftasinda, HbF (a2y2) hemoglobinin tamamini
olusturur. Embriyonik hemoglobinler normalde fetusta gebeligin ilk {i¢ aymdan sonra bulunmaz

¢linkii ¢ ve € zincirlerinin sentezi gebeligin onuncu haftasindan 6nce durmaktadir (Sekil 2.2). HbA



igin gerekli olan beta-globin sentezi gebeligin altinci haftasinda baslamakta olup, y-globin sentezi
azaldikca artar ve yagamin altinci ayina kadar devam etmektedir. HbA2 (0262) i¢in gerekli olan o-
globin zincirlerinin sentezi, gebeligin 34 ila 35. haftalarinda baslamaktadir. Bylece HbA sentezi ilk
olarak gebeligin 30. haftasindan sonra kantitatif olarak artip, Son {i¢ aylik dénemin sonunda, fetal
hemoglobinin sentezinden yetiskin hemoglobine hizli bir gecis gergeklesmekte ve gebeligin 34.
haftasinda %85'ten dogumda %60'tan %80'e diismektedir. Dogumda dolasimdaki hemoglobinin,
HbF’nin %70 ila 80'ini igerirken, 6 ay sonra HbF, toplamin %4-5'inden daha azini igermektedir.
Nihai yetiskin Hb modeline yasamin 1. yilinda ulasilmakta olup, o sirada HbA ~%97, HbA2 ~%2
ve HbF ~%1'den olusmaktadir. Bu asamada  genini etkileyen mutasyonlar klinik olarak belirgin
hale gelmektedir. Cizelge 2.1'de, normal hemoglobinler gelisim sirasinda olustuklari sirayla
gosterilmektedir (Huisman, 1993; Bunn,1977; Choi,2014; Y1ldiz,2019).

30

Globin zencir sentezi (%)

8 L

1 1 1
30

'Dogun‘{ﬁncesi. Dogum Dogum S-cumrasi

3 40

Sekil 2.2. Gelisim sirasinda insan globin zincirleri konsantrasyonundaki degisiklikler (Huisman,
1993).

Cizelge 2.1. Insandaki normal Hb’lerin molekiiler yapilari ile yetiskin ve yeni doganlardaki
oranlar1 (Huisman, 1993)

Hb Tipi Yapisi Eriskindeki Miktar: Yapim Zamani
Hb Gower 1 {22 - Embriyonik

Hb Gower 2 a2e2 - Embriyonik

Hb Portland 1 2vy2 - Embriyonik

Hb F a2y2 <%l Fetal

Hb A2 0202 %2,5-%3,5 Eriskin

Hb A a2p2 % 95-9696 Eriskin

2.3. Hemoglobin Molekiiliiniin Kalitsal Bozukluklar:

Hemoglobin molekiiliiniin yapisinda bulunan globin zincirlerinde herhangi bir degisiklik,
hemoglobinopatilere yol agabilmektedir. Hemoglobinin kalitsal bozukluklar1 {i¢ ana grupta
incelenmektedir; globin zincirlerinin yapisal degisimi sonucu ortaya ¢ikan anormal hemoglobinler,

Globin zincirlerinden birisinin veya birden fazlasinin yetersiz sentezi ya da hi¢ sentezlenmemesi
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sonucu olusan talasemiler, ve yetiskin donemde fetal hemoglobin sentezinin devam etmesi
sonucunda ortaya cikan “Hereditary Persistance of Fetal Hemoglobin (HPFH)” olarak siniflandirilir
(Weatherall, 2001a, 2001b).

"Talasemi" terimi, kalitsal bu hastalik ilk olarak Akdeniz bolgesinde tanimlandigi igin
Yunanca "thalassa (deniz)" kelimesinden tiiretilmistir. Talasemi a-, 3-, f-, yoB-, o- ve y-talasemi
olarak siniflandirilir ve bunlar, bozulmus sentezin meydana geldigi spesifik globin zincir(ler)i tipi ile
tammlamir. Ornegin, a- ve B-talasemi sirastyla a- ve B-globin zincirlerinin sentezinde yetersizdir (
Munkongdee, 2020). Bu ¢esitli formlar arasinda en yaygin iki form a- ve B-talasemidir. Her yil

70.000 ¢ocugun ¢esitli talasemi formlariyla dogdugu tahmin edilmektedir ( Musharraf, 2017).

2.3.1. Hemoglobin Varyantlar

Hemoglobin (Hb) varyantlari, polipeptid zincirlerini kodlayan genlerdeki ¢esitli mutasyonlar
sonucunda ortaya c¢ikmaktadir. Bu genlerin egzon bolgesindeki veya bu bolge disindaki nokta
mutasyonlari, insersiyonlar ve delesyonlar gesitli Hb varyantlarinin olusmasina sebep olmaktadir
(Donbak, 2005)

Anormal Hb ve talasemiler konusunda hizmet veren Globin Gene Server Web sitesinde

http://globin.cse.psu.edu yayinlanan Hb varyantlarinin sayisi Cizelge 2.2'de gosterildigi gibi 1.400'

asmustir. Listelenen toplam hemoglobin varyantindan 710'unun beta, 450'sinin alfa, 148'inin gama,
144"iniin delta zincir varyanti, 103"liniin yiiksek oksijen afinitesine sahip, 48'inin diisiik oksijen
afinitesine sahip, 156'simin kararsiz, 11'inin flizyon gen mutasyonu igeren ve 331'inin delesyon,
insersiyon veya delesyon/insersiyon mutasyonlari igeren varyant olarak belirlenmistir. B-zinciri
varyantlariin sayisi, tek bir B-lokusuna kiyasla iki a-lokusu olmasina ragmen, a-varyantlarindan
daha fazladirlar. a-zinciri varyantlarimin ¢ogu, ol geni veya a2 geni lizerindeki bir mutasyondan
ortaya c¢ikmistir. a2 Gen mutasyonu tarafindan ifade edilen Hb varyant yiizdesi, al gen
mutasyonununkinden daha yiiksektir (Old,2013; http://globin.bx.psu.edu [Son erigim tarihi:
01.02.2024)).

Meydana gelen varyantlarin bir kismi nadirdir ve klinik hastalik olusturmaz, bazilar ise
ornegin Hb S, Hb C ve Hb E, belirli popiilasyon gruplarinda yiiksek frekanslara ulagirmaktadir ve
klinik olarak anlamli semptomlar iireten bir dizi biyokimyasal anormallige neden olabilmektedir. En
yaygin ve tibbi agidan 6nemli Hb varyantlari arasinda HbS bulunmaktadir (Patrinos, 2004;
Weatherall ,2001).


http://globin.cse.psu.edu/
http://globin.bx.psu.edu/

Cizelge 2.2. Bilinen Hemoglobin Varyantlarinin Sayisi

Tip Sayis1

o zincir varyantlari 450
B zincir varyantlar 710
v zincir varyantlari 148
0 zincir varyantlari 144
Delesyonlu; insersiyonlu; delesyonlu ve insersiyonlu varyantlar 331
Yiiksek oksijen afinitesine sahip Hb varyantlar 103
Diisiik oksijen afinitesine sahip Hb varyantlar 48

Kararsiz Hb varyantlar 156
Fiizyon gen mutasyonu i¢eren varyantlar 11

Hb S (Orak Hiicre Anemisi)

Diinyada en yaygin kalitsal hastaliklardan biri Orak hiicreli anemi (Oha) ve ya Orak hiicre
hastalig1 (Ohh) ilk olarak 1910 yilinda Herrick tarafindan pulmoner semptomlaryla basvuran bir dig
biciminde” goriilmesi ile tamimlanmistir. 1927'de Hahn ve Gillespie, oksijen eksikliginin
eritrositlerinin oraklamasina neden oldugunu acgiklanmistir ve hastaligin patolojik temelini
tanimlanmigtir. Bu ufuk agici ¢aligmalar, hastaligin hemoglobin molekiiliindeki bir anormallikten
kaynaklanabilecegini ilk kez agiklayan Linus Pauling tarafindan 1945 yilinda not edilmistir. Kisa bir
slire sonra 1949'da Pauling ve arkadaslari tarafinda bu hipotez jel elektroforezi ile degerlendirilmis
ve oraklasmis hemoglobine karsi diferansiyel gociiniin gosterilmesiyle onaylanmigtir. Ingram ve
arkadaglar1 1958'de mutant orak hemoglobinin (HbS) normal hemoglobin (HbA)’dan tek bir amino
asit farkli oldugunu gostermisler ve hastaligin genetik temelini kesfetmislerdir ( Chatterjee, 2018).

Hb molekiiliiniin ilk kesfedilen varyanit ve Orak hiicre anemisine neden olan Hb S’tir. Hb S
molekiilii, 11. kromozomun kisa kolunda yer alan, § globin geninin 6. konumundaki tek niikleotit
degisimi ile adenin yerine timin (GAG—GTG ) ge¢mis, boylece glutamik asit yerine valin
(B6;Glu—Val) amino asiti olugsmaktadir (Sekil 2.3) ( Donbak, 2005). Bu yapisal degisiklik nedeniyle
eritrositlerin disg zarinda bulunan hidrofilik amino asidin yerine hidrofobik bir amino asidin ge¢mesi
sonucu, Hb molekiiliinlin ¢oziiniirliik 6zelligi etkilenmekte ve degismektedir. Oksijenin azalmasi
durumunda HbS molekiilleri HbA’ya gore daha az ¢oziinmekte ve agamali olarak biiytimektedir.
Hemoglobinin fiziksel yapisindaki bozulma, eritrositlerin sekil degistirmesine neden olur ve
normalde ¢ift ¢ukur disk seklinde olan eritrositleri sert, diizensiz ve orak sekline doniistiirmektedir

(Soylemez, 2016.).



Kodlama sekansinin baganga

DNAnin
= “CAC GTG GAC TGA GGA CTC CTC

ddimi G TG CAC CTG ACT CCT GAG GAG

Aminocasit Valin . Histidin . Wen . Prolin  Treonin _ Gutamik _ Gutamik
dizs ast a5t Normal

Normal

DNAnin
NiBoctR CAC GTG GAC TGA GGA CAC CTC

ddimi GTG CAC CTG ACT CCT GTG GAG

Amincasit | vaiin | Higidin . 168n L Poin | Treonin e Valiin . Gutamik _
chi - Orak Hiicreli Anemi

Sekil 2.3. B geni normal ve mutant Hb gen dizisi (Giirgey, 2014).

Orak hiicre, otozomal resesif bir gen bozuklugu olarak gelecek nesillere aktarilmaktadir.
Orak hiicre mutasyonu heterozigot HbA/S (tasiyic1) veya homozigot HbS/S (hasta) yapida
olabilmektedir. Her iki ebeveynin de Hb S tasiyicisi oldugu durumlarda, ebeveynin sagligi nadiren
etkilenmekte, ancak gocukta kusurlu duruma yol agan bir mutasyona ugramis gen ve saglikli gen
bulunmaktadir. Bu durumda dogacak ¢ocugun HbS tasiyicist dogma orant % 50, hasta dogma orani
% 25, saglikli dogma orani ise % 25°dir (Sekil 2.4). Bu oranlar her gebelik i¢in gegerlidir (Giirgey,
2014; Donbak, 2005).

Orak hiicre tasiyict bireylerde klinik bulgular1 goriilmez ve genellikle normal bir hayata
sahiptirler. Orak hiicre hastaligi (HbSS) olanlar tekrarlayan agrili donemler (krizler) yasamakla
kalmayip, ayn1 zamanda tekrarlayan vazookliizyon ataklar1 nedeniyle, sonugta kronik organ hasarina

maruz kalmaktadilar. (Savitt, 2014).

[l Ds]  [asl, [es]
%25 %50 %25

Sekil 2.4. Orak hiicre hastaliginin genetik aktarimi (Giirgey, 2014).

Orak hiicre hastaligi Afrika kitasi, Orta Dogu, Hindistan, Karayipler, Giiney ve Orta
Amerika, Akdeniz kiyisindaki bazi iilkeler karakteristik bir cografik dagilima sahiptirler.(Giirgey,
2014) Diinya c¢apinda her yil 400.000'den fazla ¢ocugun Oha ile dogdugu tahmin edilmektedir.
Boylece bu hastalik artik kiiresel 6neme sahip ve klinik énemi kadar ekonomik énemi de olan bir

hastalik oldugu anlasilmaktadir (Reena, 2020).



Hemoglobin E

Diinyada yayginhigi ikinci sirada olan Hb E varyanti, kromozom 11p15.5 {izerinde lokolize
olup B-globin polipeptid zincirinde 26. konumundaki glutamik asit (Glu) yerine lizin amino asiti
(Lys) geemektedir (B26Glu—Lys). Bu nokta mutasyonunun (GAG—AAG) sonucu, B globin
geninde, mRNA splice bolgesini aktive ederek B-E zincirinin sentezinde azalma goriilmektedir. Bu
nedenle HbE fenotipik olarak talasemik olup eritrositlerinde mikrositoz ve hipokromi gozlenir
(Ohashi, 2004).

HbA/E heterozigot bireylerde genellikle hafif veya hi¢ anemi gézlenmez, ancak Hb E/E
homozigotlarinda orta derecede anemi goézlenmektedir. Hb E'nin talasemik fenotipi igerdigi igin,
diger hemoglobin varyantlarindan farkli olarak eritrositlerde mikrositoz ve hipokromi
gozlenmektedir. HbE/beta talasemi ise hafif asemptomatik durumdan ciddi transfiizyon bagimh

anemiye kadar genis bir klinik siddet araliginda degiskenlik gostermektedir ( Johnson, 1992).

Hemoglobin C

Hemoglobin C (HbC), B-globin zincirinin altinct konumunda glutamik asit yerine lizinin
(B6Glu-Lys) geemesi ile olusan bir varyanttir. Buna bagli olarak, Hb C'yi Hb A'dan daha az ¢oziiniir
hale getirerek altigen kristaller olusturmaktadir. Bu kristallesme, membran hasarina, KCI
kotransportundaki bozulmaya sekonder eritrosit dehidrasyonuna ve kisalmis eritrosit sagkalimina
neden olmaktadir. Hemoglobin C, diinyada tigiincii siklik ile goriilen Hb varyanti olarak, Bat1 Afrika
ve Giineydogu Asya, Giiney ve Orta Amerika ve Giiney Avrupa'da cesitli popiilasyonlarda
bulunmaktadir (Karna, 2022; Perumbeti, 2014).

Hemoglobin C 6zelligi (HbAC) klinik olarak asemptomatiktir. HbC Homozigot (HbCC),
bireylerde hafif hemolitik anemi, mikrositoz ve splenomegali olabilmektedir. Hemoglobin C
hastalig1 ciddi klinik komplikasyonlara doniismemesine ragmen, hemoglobin S (Hb SC) gibi diger
hemoglobinopatilerle kalitiminin ciddi sonuglar dogurabilmektedir. Hemoglobin C, HbS (HbSC)
hastalig1 ile kombinasyon halinde, HbSS'den daha hafif bir fenotipe sahip orak hiicre hastaligina
neden olup, tipik 6zelligi vazookliizif kriz veya inme riskinin azaltilmasidir. B-talasemi (hemoglobin
C-B talasemi), splenomegali ile orta derecede hemolitik anemiye yol agmaktadir ( Karna, 2022;
Perumbeti, 2014; Aleluia, 2017).

Hemoglobin D

Bir digerde hemoglobin ilk olarak 1951 yilinda Itano tarafindan tamimlanan Hb D'dir.
Bulunan bu mutant hemoglobin i¢in en yaygin adlandirmalar Hb D-Los Angeles veya Hb D-
Punjab'dir. HbD-Punjab, Glutaminin glutamik asidin yerini aldig1 f zincirinde 121. pozisyonda
(B121Glu—Gln) yap1 olarak Hb A'dan farklidir. Alkali elektroforezde hemoglobin S ile birlikte
hareket eder ve birbirinden ayirt edilebilmesi icin asit pH’da yapilan agar jel elektroforezi, HPLC

veya mutasyon analizleri yapilmalidir (Shanthala. Dev, 2016).
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HbD heterozigotlarda klinik, hematolojik yada fizyolojik herhangi bir anomali gézlenmez
ve homozigotlar ise klinik olarak orta derecede hemolitik anemi ve dalak biiylimesi gibi hafif bir
fenotipe sahiptir. Ayrica bu varyant, talasemiler gibi diger hemoglobinopatilerle birlikte bulunabilir;
en goze carpan klinik degisiklikler, hemoglobin D-Punjab hemoglobin S ile iliskili oldugunda
meydana gelmektedir. Bu iliskinin klinik belirtileri, hemoglobin S i¢in homozigotza benzer
olabilmektedir (Fucharoen, 2012).

Hemoglobin O-Arab

B-globin zincirinin 121. pozisyonunda glutamik asit yerine lizinin (121Glu—Lys) yer
degistirmesi ile karakterize edilen HbO-Arab, homozigot bireylerde hafif bir splenomegali ve hafif
bir hemolitik anemi diginda herhangi bir klinik semptom goriilmez. Bununla birlikte, Hb O-Arab, Hb
S ile kalitsal oldugunda, Hb SS'dekine benzer ciddi klinik durumlar ortaya ¢ikar. Hb O-Arab, alkali
bir pH'ta (pH 8,6) seliiloz asetat kagidi elektroforezinde Hb A2, Hb C ve Hb E ile gog ettiginden,
onu Hb C'den ayirt etmek i¢in asit pH'ta sitrat agar elektroforezi gereklidir. Hb O-Arab, Araplar,
Amerikan zencileri, Bulgarlar, Kuzey Afrikalilar, Sudanlilar ve Tiirklerde bildirilmistir. irken ve
arkadaslarinin (2002) Izmir’de yaptigi calismada Hb O-Arab’in %0,12 prevalansla bulundugu,
Dikker ve arkadaslarinin (2016) Istanbul’da gergeklestirdigi ¢alismada ise %0,05 prevalans orani
bildirilmektedir (Altay, 2002; Zimmerman, 1999; Irken, 2002; Dikker, 2016).

Hemoglobin Q-iran

Hb Q-Iran, ilk olarak 1970'te aciklanan ve o -globin zincirinin 75 konumunda aspartik asit
yerine histidin (a75Asp—His) gecmesi ile olusan bir varyanttir. Bu varyant heterozigot durumnda
miktarinin %17-19 ve normal hematolojiye sahip oldugu bildirilmektedir ( Altay, 2002).

Tiirkiye’de Hb Q-Iran’in tespit edildigi bildirilmistir. Kiling ve arkadaglari, Adana
bolgesinde Hb Q-Iran’t bir vakada tespit etmislerdir. Dikker ve arkadaslarmin Istanbul’da
gerceklestirdigi ¢alismada %0,05 prevalanst %3,9 olarak rapor edilmistir (lrken, 2002; Dikker,
2016).

Hemoglobin H

Hb H, B-globin zincirleri eksprese edildiginde azaltilmis a-globin ekspresyonu kosullari
altinda B-globin (/) tetramerlerinden kaynaklanir. iki tip Hb H hastaligi vardir: delesyonel Hb H (-
-/-a)) ve delesyonel olmayan Hb H (--/a'a). Delesyonel olmayan Hb H hastalari, delesyonel Hb H
hastalarindan daha belirgin klinik semptomlara sahiptir ve daha fazla tibbi miidahale gerektirir. HbH,
oksijen i¢in son derece yiiksek bir afiniteye sahiptir ve bu nedenle oksijen iletimi i¢in yararl degildir,
bu da hemoglobin seviyesiyle orantisiz doku hipoksisine yol agar. Ek olarak, HbH, dalakta eritrosit

ekstrasyonunu ve fagositozu tesvik eden hiicre i¢i inkliizyonlarin ¢okmesine ve olusmasina neden
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olan oksidasyona egilimlidir. Sonug, B-talasemi intermediaya benzeyen orta derecede siddetli bir

anemidir ( Kumar, 2020; Fucharoen, 2009).

2.4. Tiirkiye’de saptanan hemoglobin varyantlar

Tiirkiye’de yapilan ¢aligmalar sonucunda 60 hemoglobin varyanti tanimlanmistir. Bu 60
anormal hemoglobinin 15 tanesi alfa, 37 beta, 1 gama, 2 delta, 2 hibrid hemoglobin, 2 yapisal
degisimli; 1 uzamis alfa zinciri ve indelesyon/insersiyon sonucunda uzamig beta zincir varyantidir.
Saptanan hemoglobin varyantlarlardan 10 tanesi ilk defa Tiirk populasyonunda tanimlanmustir.
Tiirkiye’de Anormal hemoglobinlerin dagilimi Cizelge 2.3'de gosterilmektedir (Yildiz, 2019).

Yapilan gesitli aragtirmalar Tiirkiye'de HbS frekansinin % 0.5-44.2 arasinda, Hb E (% 0,16-
2,4), Hb D (% 0,2), Hb C ve Hb O- Arab (% 3,9) oldugunu gosterilmistir ( Dénbak, 2005).
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Cizelge 2.3. Tiirkiye’de Anormal hemoglobinlerin dagilimi (Yildiz, 2019).

9
10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30

Adana*
Ankara*
A2 Yialousa
Antalya*
Baskent*
Beograd

Brocton
Bronova
C
City of Hope

Costant Spring

Crete
Capa*
D-Iran

D-Punjab

D-Ouled Rabah

E
Ernz
E-Saskatoon
G-Copenhagen
G-Cousatta
G-Georgia
G-Szuhu
Hakkari*
Hamadan
Hamilton
Hasharon
Istanbul*
Izmir*

J-Anatolia

a59 Gly>Asp
B10 Ala>Asp
082 Ala>Ser

Deletion/insertion

128 Ala>Thr
B121 Glu>Val

138 Ala>Pro
a103 His>Leu
B6 Glu>Lys
69 Gly>Ser

Prolonged a chain

129 Ala>Pro
094 Asp>Gly
B22 Glu>Gln
B121 Glu>Gln
B19 Asn>Lys
B26 Glu>Lys
123 Thr>Asn
B22 Glu>Lys
47 Asp>Asn
B22 Glu>Ala
a95 Pro>Leu
80 Asn>Lys
B31 Leu>Arg
B56 Gly>Arg
B11 Val>Ile
a47 Asp>His
92 His>Gln
86 Ala>Val
a61 Lys>Thr

*{lk olarak Tiirk Hastalarda Kesfedildi.
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31
32
33
34
35
26

37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60

J-Antakya*
J-Iran
J-Meerut
Knosos
Koln
Lepore-
Boston
M-Iwate
Moabit
Monthgomery
M-Saskatoon
N-Baltimore
Noah
O-Arab
O-Podova
P-Nilotic
Pyrgos
Q-Iran
S
Sarrebourg
Setif
Siirt*
South Florida
Strumica
Summer Hill
Tunis
Tyne
Ube-2
Volga
Yauzi

Westeinde

65 Lys>Met
B77 His>Asp
al120 Ala>Glu
27 Ala>Ser
98 Val>Met
Hybrid

a87 His>Tyr
a86 Leu>Arg
048 Leu>Arg
B63 His>Tyr
B95 Lys>Glu
6143 His>Tyr
B121 Glu>Lys
030 Glu>Lys
Hybrid

B83 Gly>Asp
a75 Asp>His

B6 Glu>Val
B131 Gln>Arg
094 Asp>His
B27 Ala>Gly

B1 Val>Met
all2 His>Arg
B52 Asp>His
124 Pro>Ser

B5 Pro>Ser
068 Asn>Asp
B27 Ala>Asp
B79 Asp>Asn
al25 Leu>GIn






3. MATERYAL VE METOD

3.1. Cihazlar

Cihaz Adx

Kan Saymm Cihaz1
Mikrosantrifiij

Vorteks

Derin Dondurucu

Etiv

UV lamba

Hassas Terazi

Otomatik pipetler

pH metre

Mikrodalga Firin
Hemoglobin elektroforezi
Thermo-Cycler

Jel elektroforez Tanki
Elektroforez gii¢ kaynagi

Jel dokiimantasyon sistemi

3.2. Kimyasal Malzemeler

Malzeme
Gliserol
Sodyum kloriir
EDTA Na2
Tris

Borik asit
Asetik asit
Agaroz

Ficoll

Brom fenol mavisi

Hemoglobin elektroforezi SAS-1Alk Hb

Marka/ Model
Beckman

Beckman Microfuge E
Niive NM 110

Bosch

Niive -EN 500
Cole-Parmer 9814
Mettler AJ 100
Ependorf

Beckman Century SS-1
Argelik

SAS-1 plus veSAS-2
Biometra

Bio-Rad

Bio-Rad

Bio-Rad

Marka/ Model
Merck

Merck

Merck
Amresco
Merck

Merck
Bio-Rad
Sigma

Sigma B-0149

Helena



Taq polimeraz Sigma D 6677

DNA izolasyon Kiti Roche (High Pure PCR Template Preparation Kit)
dNTP Sigma
Primerler Fermantas

3.3. Ornek Toplama

Bu calismada, Cukurova Universitesi Balcali Hastanesine basvuran kisilerin kan drnekleri
kullanilmistir. EDTA’ tiiplere alinan 5 mL kan, soguk zincir kurallarina uyularak laboratuvara
getirildi. Bu kan 6rneklerinden hemoglobin elektroforezi yapildi. HbS ve HbD’yi birbirinden
ayrilmasi i¢in oraklagma testi yapildi. Tiim olgularin DNA izolasyonu yapildiktan sonra, genomik
DNA ornekleri sonraki adim igin buzdolabinda (+4°°) saklandi. Hb C ve Hb E ARMS yontemi ile

birbirinden ayrildi.

3.4. Analiz Yontemleri
3.4.1. Hematolojik incelemeler

Cukurova Universitesi Balcali Hastanesi merkez laboratuvar gelen kan 6rnekleri hemoglobin
(Hb), eritrosit sayisi, hematokrit (Hct), ortalama eritrosit hemoglobini (MCH), ortalama eritrosit
hacmi (MCV) ve ortalama eritrosit hemoglobin konsantrasyonu (MCHC) otomatik kan sayim cihazi

(Bechman DxH 800) ile analiz edildi.

3.4.2. Hemolizat Hazirlama

Kan ornekleri ii¢ kez serum fizyolojik ile yikandi. Sonra 200 puL kan 6rnekleri ve 1000 pL
Serum fizyolojik ependorf tiiplerine konulup vorteks ile karistirildi. Plazma, eritrositleri ¢okeltmek
icin 3000 rpm'de 1 dakika santrifiij ederek ayrilmistir. Cokelen hiicre tizerine 1 mL serum fizyolojik
(1000uL) ilave edilerek 3000 rpm'de 10 dakika santrifiij yapildi, lizerindeki faz atildi. Yikama islemi
tekrarlandiktan sonra son santrifiij yapilir ve tiipiin dibinde yikanmis eritrositler kaldi. Daha sonra
bir ependorf tiipiine 200uL hemoliz soliisyonu konuldu. Uzerine 50 pL yikanmus eritrosit eklendi.
Bu ekleme ile eritrositleri 1/5 oraninda diliie edilmis oldu. Hemolizat olarak bilinen kistm Hb

elektroforezi igin kullanilmgtir.

3.4.3. Hemoglobin Elektroforezi

Prensip

Yikli Hb partikiilleri elekteriksel alanda sahip oldugu yiiklere gore katoda yada anoda
dogru go¢ etmektedir. Yiizey yiik degisikligi olan varyantlar ise farkli gé¢ etmektedir. Alkali ortamda
selliilloz asetat kdgidina uygulanan hemolizat, elektriksel alanda go¢ hizlarma gore ayristirilarak

hemoglobin tiplendirilmesi yapilmaktadir (Kohn, 1969).
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SAS-1 AlkHDb Kit Bilesenleri;

1. SAS-1 ALK HbGel (10 adet)
Agaroz jel paketlenmis halde kullanima hazirdir. Koruyucu olarak sodyum azit igerir.
Tris/EDTA/Glisin tampon i¢inde agaroz igerir.

2. Acid Blue Stain (1x75mL)
Konsantre asit mavi boyast: Sisenin igerini saf suyla 700 mL’ye seyreltildi. Gece boyunca
karigtirildi, kullanilmadan 6nce siiziildii. Sikica kapatilmig bir sisede saklandi.

3. Hemoglobin Lysing Agent (1x50mL)
Hemoglobin lysing agent paketlenmis halde kullanima hazirdir. Triton X-100, saf su
igerisinde potasyum siyaniir ve koruyucu olarak tiyomersal igerir.

4. Destain (A) (1x10mL)
Yikama ¢ozeltisi (Destain A) saf suyla 1 litreye tamamlandi.

5. Yikama ¢ozeltisi (Destain B) (1x40mL)
Destain A ¢ozeltisi igine Destain B ¢ozeltisi eklendi. Daha sonra igerisine 1 litre saf su

eklendi.

SAS-1 AlkHb Kiti ile Hb Elektroforezi

1. 12 kuyucuklu SAS-1 numune tepsisinin her kuyucuguna 35 pL dnceden hazirlanmis olan
hemolizat eklendi. Daha sonra aplikator cekmecesine dikkatlice yerlestirildi.

2. SAS-1 AlkHb Gel ambalajindan ¢ikarildi. 400 L REP PREP¢i jeli iizerine koyacagimiz
tabakaya eklendi. Jel 1s1 bolmesi lizerine agaroz tarafi yukariya gelecek sekilde
yerlestirildi. Jelin pozitif ve negatif taraflar ilgili elektrot kolonlarma uygun sekilde
ayarlandi. Jelin altinda hava kabarciklar1 olmamasina dikkat edildi. Fazla olan REP PREP
¢Ozeltisi jelin kenarindan ¢ikarildu.

3. SAS-1 karbon elektrotlari, elektrot direklerinin iist tarafina takildi. Bdylece jel ile
elektrotlarin temas etmesi saglandi.

4. Kapak jel ve elektrotlarin iizerine yerlestirildi. Dik temasin saglamasi i¢in 5 saniye basili
tutuldu.

5. SAS-1 aplikatorii SAS-1 plus cihazindaki iist konuma yerlestirildi. Program 25°C’de 30
dak siire ile 200 volt uygulandi.

6. Sonlanmis olan programda kapak agma diigmesine basildi. Kapali olan jel disariya
¢ikarildi.

7. Jel boyama cihazindaki tutucusuna takildi.

Boyama islemi agagidaki Cizelge da 3.1'de gosterdigi gibi yapilmustir.
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Cizelge 3.1. Hemoglobin Elektroforezi boyama iinitesinin adim protokolii

Adim Coziim Zaman dak Port Sicakhik °C

Boya Acid Blue Boyasi 05:00 6 ---
Yikama Yikama Soliisyonu 00:30 2 ---
Kurutma | - 15:00 65
Yikama Yikama Solilisyonu 02:00 2 -
Yikama Yikama Solilisyonu 02:00 2 -
Yikama Saf Su 01:00 1 -
Kurutma | = - 15:00 65

Jel okuyucuya yerlestirilerek bilgisayar programina aktarildi. 12 6rnegin ayr1 ayr1 bantlarin

yerleri belirlendi. Pik ayarlar1 yapilarak hemoglobin tiirleri ve hemoglobin yiizdeleri belirlendi.

Sekil 3.1. Hemoglobin Elektr

oforez cihazi

Oo-
Oo-

Anlikasvon noktasi
Proteinler

HbA, - Hb E, Hb,C, O Arap( >%10)

Hb S veya Hb D

Hb Lepore

Hb A,

Hb A,C

Hb J iran
Hb Barts

Hb H

Sekil 3.2. Hemoglobin tiirlerinin elektroforezindeki yerleri
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Sekil 3.3. Hemoglobin Elektroforezi goriintiisii.

3.4.4. Oraklasma Testi ile HbS ve HbD ayrim
Oraklasma Testi

Hemoglobin S, oksijensiz bir ortamda veya gliglii bir indirgeyici ajan olan sodyum
metabisiilfit varliginda eritrositlerin orak seklini almasiyla tanimlanmaktadir (Huisman ve Jonxis,

1977).

Cozeltiler

0,2 g Na2S20s 10 mL suda ¢oziilmiistiir.

Yontem: Tam kan 6rneginden 20 uL aldiktan sonra lamin ortasina konup iizerine % 2’lik sodyum
meta bisiilfitten bir damla eklenip iizeri lamelle kapatilip lamelin kenarlar1 entellan ile hava
almayacak sekilde kapatildi, 30 dk. sonra mikroskopta eritrositlerin oraklagsmasi incelendi. HbS de

oraklagsma pozitif HbD’de ise oraklagma negatifdir.

3.4.5. DNA izolasyonu
Kan saymmi yapildiktan sonra arta kalan Orneklerden hazir kit ile (Roche Kat

N0:11796828001, USA) genomik DNA izole edildi.
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Kit i¢indeki reaktifler prosediire uygun olarak hazirlandi.
1) Proteinaz K: 4,5mL distile suda ¢oziildii.
2) Inhibitr Removal tampon: Tampon igerisine 20 mL mutlak etanol eklendi.

3) Yikama tamponu: Tampon igerisine 80 mL mutlak etanol eklendi.

Kit Prosediirii:

1) Ependorf igerisine 200 pL Binding tampon, 40uL proteinaz K, 200 pL tam kan eklendi.
Karstirildiktan sonral 0 dakika +70°C'de inkiibasyona birakildi.

2) Inkiibasyondan alinan ependorf tiiplerine 100 pL izopropanol eklendi, vorteks ile karistirildi.
Daha sonra bagka bir ependorf igerisindeki filtre iizerine eklendi ve 8.000 rpm de 1 dakika
santrifiij edildi.

3) Filtreli ependorfun altinda biriken ¢ozelti dokildii. Filtreli ependorf iizerine 500 pL inhibitor
removel tamponeklendi, 1 dakika 8.000 rpm de santrifiij edildi.

4) Filtre yeni bir ependorf iizerine konuldu. Daha sonra iizerine 500 pL yikama tamponu eklendi,
1 dakika 8.000 rpm de santrifiij edildi.

5) Tekrar Filtre yeni bir ependorf {izerine konuldu. Daha sonra tizerine 500 pL yikama tamponu
eklendi ve 1 dakika 8.000 rpm de santrifiij edildi.

6) Filtreli ependorfun altinda biriken ¢ozelti dokiildi, bos olarak filtreli ependorf 10 saniye
13.000 rpm de santrifiij edildi.

7) Fitre yeni bir ependorf {izerine konuldu. Daha sonra iizerine 6nceden +70°C'de olan 200 pL
Elution tampon eklendi, 1 dakika 8.000 rpm de santrifiij edildi.

8) Filtreli ependorfun filtresi atildi ve ependorfun iginde toplanan genomik DNA ¢alisma

giiniine kadar +4°C'de saklandi

3.4.6. ARMS-PCR Yontemiyle HbC ve HbE Varyantlarinin Tanimlanmasi:
Ploimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

Polimeraz zincir reaksiyonu ile genomik DNA'nin istenilen bolgesi, ilgili gene spesifik bir
cift primer yardimiyla ¢ogaltilmaktadir. Amplifikasyon isleminde 6nce iki oligoniikleotid (primer)
ve dort deoksiniikleotid trifosfatin (ANTP) varliginda DNA 95°C'ye kadar 1sitilmasiyla denatiirasyon
gerceklestirilmektedir. Ikinci asamada, 1s1 55°C-65°C arahigina diisiiriilerek spesifik primerlerin
koplementer dizilerine yapigmasi (annealing) saglanmaktadir. Son asamada, 72°C’de DNA
polimerazin yerini tutan ve yiiksek 1sidan etkilenmeyen Taqg polimeraz enzimi, ortamda bulunan
deoksiniikleotid trifosfatlarin 5'—3' yoniinde ekleyerek zincirin uzamasini gergeklestirmektedir. Bu
1s1 degisimi dongiisiinde DNA iki katina ¢ikmakta ve bu tekrarlanan her déngiide DNA geometrik
olarak artmaktadir. PCR sonucu elde edilen fragmant 585 bp uzunlugunda olup bu iiriin agaroz jel
elektroforezi kullanilarak goriintiilenmektedir (White, 1993).
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Cozeltiler:

1. 10X Cetus Tamponu:

2M KCI 1,25 mL
1M Tris. HCI 0,5mL
1M MgCI2 75 uL
Jelatin 5mg
Steril dH20 3,2mL

Jelatinin erimesi i¢in 37°C'de bekletilir.
2.1 M Spermidin
3.1,25 mM dNTP
4. PCR Karigima:

10X Cetus tamponu 500 uL
Steril distile su 2700 uL
1,25mM dNTP 800 uL

1M Spermidin 4 pl alinip karistirlir.

5. Taq polimeraz (5 U/uL)

6. Primerler (5 pmol/pL):

Ortak primer 1: 5ACC TCA CCC TGT GGA GCC AC 3’

Ortak primer 2: 5’CCC CTT CCT ATG ACATGA ACT TAA 3’
5’sabit primer: 5’CAA TGT ATC ATG CCT CTT TGC ACC 3
3'sabit primer: 5’GAG TCA AGG CTG AGA GAT GCAGGA %

Amplification Refractory Mutation System (ARMS)

Nokta mutasyonlar1 veya Kkiicilk delesyonlar1 tanimlamak i¢cin ARMS ydntemi
gelistirilmistir. Mutasyona 6zgili ¢ogaltma (amplifikasyon) islemi yapilarak mutant B globin
genindeki mutasyonlar1 saptanmaya saptanmaktadir. Mutant  globin alelline 6zgii primer sadece
mutasyonun oldugu bdlgeyi tanirken, mutasyonun olmadig1 bolgeye yapismayacak ve cogaltma
islemi sonugsuz kalacaktir. Boylece bir tane mutant alelle 6zgii primer, bir tane bunun zit bolgesini
karsilayan primer ve iki tane de genin mutasyon i¢cermeyen herhangi bir bolgesini gogaltarak
kosullarin dogrulugunu kontrol etmeye yarayacak toplam dort primerin tek bir tiipte kullanilmasiyla
B geninin mutasyonlar1 saptanabilmektedir.

ARMS Primerleri:
Hb E (T—>C)!: 5 TAA CCT TGA TAC CAA CCT GCC CAG GGC GTT 3’
Hb E (T—C)2: 5> TAA CCT TGA TAC CAA CCT GCC CAG GGC GTC 3’

(1: Mutant primeri, 2: Normal primeri)
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Hb E genini ¢cogaltma karisimi:

PCR karisimi1 20 uL
ARMS primeri 1 veya 2 1uL
Ortak primer 1 veya 2 1uL

5' Sabit primer 1uL

3' Sabit primer 1uL
gDNA (0.5-1 pg/ml) 1 uL
Taq polimeraz 0.1 uL
Toplam hacim 25.1 pL

Yontem: Cogaltma 1siya dayanikli mikrotiipler i¢inde 1sisal dongiileyici cihaz (Thermal
Cycler) ile yapilir. Mikrotiiplerin yerlestirildigi bir 1s1 blogu ve 1s1 degisimlerini kisa siirede
gergeklestiren bir mikroislemciden olusan bu alette 1sisal dongili programlari dnceden belirlenerek
uygulanir. Bir ARMS-PCR  protokoliindeki sicaklik, siire ve dongii sayist Cizelge 3.2°de

gosterilmistir.

Cizelge 3.2. ARMS-PCR yonteminde kullanilan PCR cihazindaki protokol basamaklari

PCR Programi Sicakhik Siire Dongii
Denatiirasyon 94°C 1dk 25
Yapisma 65°C 1dk 25
Uzama 72°C 1.30 dk 25
Son Dongii 72°C 3dk 1

Elde edilen c¢ogaltilmis gen f{irlinleri agaroz jel elektroforezinde ayristirilarak bantlar

gorilintiilend1 ve mutasyonlar belirlendi.

3.4.7. Agaroz jel elektroforezi

Agaroz jel elektroforezi; amplifiye edilmis DNA  molekiiliiniin  tanimlanmasi,
ayristirllmast ve saflagtirilmasi amaciyla kullanilmaktadir. Agaroz jel elektroforezinde, DNA
molekiillerinin niikleotid sayisinin logaritmasi ile ters orantili olarak anoda dogru go¢ ederler ve bu

go¢ hizi, jele es zamanl olarak uygulanan kontrol DNA ile birlikte degerlendirilir.

Ayrraglar

1) 5xTris Borat EDTA (TBE) Tamponu pH 8,0:
Tris baz 54,09
Borik asit 2759
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EDTA [0.5 M, pH:8,0] 20 mL
Bir miktar saf suda ¢6ziinerek bir litreye tamamlanir.
2) Elektroforez i¢in 0,5X TBE Tamponu:
SXTBE’den 10 mL alinarak saf su ile 200 mL’ye tamamlanir.
3) %1’lik Agaroz jel:
2 g Agaroz 100 mL 0,5xTBE tamponu igeresinde mikrodalga firinda eritilir. Hafif
soguyunca jel kaplaria dokiiliir.

4) Yiikleme tamponu

Brom Fenol Mavisi 50 mg
Gliserol 10 mL
Ficoll 159

0,5xTBE tamponu ile 100 mL’ye tamamlanir.
5) Etidyum Bromiir ¢ozeltisi:

Etidyum Bromiir 5 ug/uL olacak sekilde saf suda ¢éziilerek hazirlanir.

Yontem: 0,5xTBE tamponu i¢inde mikrodalga firinda ¢6ziilen agaroz jel elektroforez tabagina
dokiildiikten sonra sogumaya birakilir. 0,5xTBE tamponuyla dolu elektroforez tanki igine
yerlestirilerek jel i¢indeki tarak ¢ikarildiginda olusan kuyulara, ¢ogaltilmis 6rnekten 20 pL alinarak
2 uL yiikleme tamponu ile karistirildiktan sonra jele yiiklenip, 30 dakika 150 volt elektrik akimi
verilir. Elektroforez sonrasi jel Etidyum Bromiir ile 1 dakika boyanir ve dH2O ile yikanarak boya
atiklarindan temizlenir. DNA pargalar1 UV ile goriiniir hale getirilip, fotografi ¢ekilerek

degerlendirilir.

-

AE EE AE
Sekil 3.4. ARMS yontemi ile HbAC ve HbAE mutasyonu igin elde edilen agaroz jel goriintiisii.

23






4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Bulgular

Bu ¢aligma Cukurova Universitesi Balcali Hastanesi Merkez Laboratuvarinda kan sayimi
yapilan anemili hastalar iizerinde yapildi. Demir eksikligi olmayan 181 kisinin kanlar1 ¢alismaya
dahil edildi. Hemoglobin tiplendirmesi, Hemoglobin elektroforez ile yapilarak HbAS, HbSS HbAE,
HbAC, HbAD olabilecegi diisiiniilen hastalarda oraklagma testi ve ARMS yontemi kullanilarak bu
anormal hemoglobinler birbirlerinden ayrilmistir. Ornegin 12 hastanin elektroforez sonuglari Sekil

4.1°de gosterimistir.

1 2 3 45 6 7 8 9 10 11 12

- = -
- ...“0000"

Sekil 4.1. Bir Grup Olguda Normal Ve Anormal Hemoglobin Tiirleri

Calismamizda hemoglobin elekraforezi, ARMS, Oraklagma testleri sonucunda 115 olgu HbAS, 60
olgu HbSS, 3 olgu HbSC, 2 olgu HbAC, 1 olgu HbAE hemoglobin tiirii belirlendi. Cizelge 4.1 de

gosterilmistir.
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Cizelge 4.1. Calismamiza dahil olan tiim olgularin verileri

hasta HbA% HbF% HbS% HbA2% HbC% HbE% Hb

Sirasi tlirleri
1 31.33 7.61 56.39 4.67 A(F)S
2 69.71 27.10 3.19 AS
3 71.52 26.03 2.45 AS
4 26.29 10.95 57.75 5.02 A(F)S
5 2.92 41.97 51.42 3.70 A(F)S
6 19.69 75.33 4.98 SS
7 2.93 38.37 56.15 2.54 A(F)S
8 20.09 76.50 3.41 SS
9 5.00 88.04 6.96 SS
10 26.14 70.76 3.06 SS
11 31.76 7.41 58.43 2.40 A(F)S
12 27.06 70.00 2.94 SS
13 25.52 9.13 57.82 4.53 A(F)S
14 38.29 8.43 50.97 2.31 A(F)S
15 50.175 46.54 3.29 AS
16 56.00 40.87 3.13 AS
17 53.13 7.65 37.62 1.60 A(F)S
18 14.32 81.22 4.46 SS
19 65.55 34.45 AE
20 69.40 27.98 2.62 AS
21 74.35 22.93 2.72 AS
22 70.97 26.35 2.98 AS
23 62.42 33.87 3.72 AS
24 8.90 86.33 4.77 SS
25 21.20 9.72 47.39 1.69 A(F)S
26 12.89 8.29 75.38 3.44 A(F)S
27 96.48 3.52 SS
28 35.52 10.13 52.15 2.21 A(F)S
29 54.56 42.33 2.81 AS
30 32.27 10.58 55.09 2.06 A(F)S
31 22.67 11.65 61.62 4.06 A(F)S
32 25.06 71.98 2.69 SS
33 48.76 48.15 3.09 AS
34 33.25 65.13 1.62 SS
35 53.33 43.71 2.97 AS
36 57.91 40.14 1.95 AS
37 75.01 22.76 2.21 AS
38 69.69 28.55 1.76 AS
39 43.15 53.76 3.09 SS
40 15.64 81.59 2.77 SS
41 28.45 69.01 2.54 SS
42 55.82 41.04 3.15 AS
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Cizelge 4.1. Caligmamiza dahil olan tiim olgularin verileri(devami)

43 23.47 72.69 3.85 SS
44 69.31 28.55 2.14 AS
45 63.07 34.82 2.11 AS
46 61.07 36.39 2.54 AS
47 31.37 66.37 2.26 SS
48 39.12 7.36 50.68 2.83 A(F)S
49 42.82 55.27 1.91 SS
50 57.56 39.12 2.32 AS
51 40.20 9.98 46.22 3.59 A(F)S
52 13.35 83.79 2.86 AS
53 54.46 42.80 2.74 AS
54 20.36 75.93 371 SS
55 33.13 64.64 2.23 SS
56 20.60 76.43 2.97 SS
57 452 62.27 33.22 sC
58 66.77 30.63 2.60 AS
59 50.84 45.77 3.39 AS
60 19.02 17.28 57.95 5.74 A(F)S
61 25.03 70.99 3.98 SS
62 62.72 7.08 27.40 2.80 A(F)S
63 9.39 85.53 5.03 SS
64 65.62 31.59 2.79 AS
65 60.82 35.99 3.19 AS
66 9.38 84.90 5.73 SS
67 73.56 23.36 3.08 AS
68 56.61 40.18 3.22 AS
69 8.38 85.59 6.03 SS
70 8.92 16.06 71.27 3.75 A(F)S
71 68.06 28.48 3.46 AS
72 54.45 43.23 2.32 AS
73 16.53 77.70 5.77 SS
74 45.20 13.12 39.63 2.06 A(S)F
75 78.69 19.07 2.24 AS
76 45.78 11.88 40.26 2.08 A(F)S
77 68.59 28.65 2.77 AS
78 49.20 48.65 2.15 AS
79 17.70 79.59 2.21 SS
80 77.08 20.72 2.20 AS
81 17.97 79.46 257 SS
82 11.67 85.40 2.92 AS
83 25.89 71.65 2.46 SS
84 38.82 11.18 47.91 2.09 A(F)S
85 70.74 27.28 1.98 AS
86 62.27 35.73 AC

27




Cizelge 4.1. Caligmamiza dahil olan tiim olgularin verileri(devami)

87 85.48 11.74 2.78 AS
88 19.06 77.76 3.18 SS
89 71.40 25.92 2.68 AS
90 77.58 19.53 2.89 AS
91 19.42 77.43 3.15 SS
92 72.39 24.81 2.80 AS
93 28.68 69.31 2.02 SS
94 9.35 8.15 78.57 3.93 A(F)S
95 68.22 29.61 2.16 AS
96 23.68 12.20 60.94 3.17 A(F)S
97 38.89 11.04 47.18 2.89 A(F)S
98 21.80 74.81 3.39 SS
99 39.97 57.04 2.98 AS
100 20.60 76.64 3.76 SS
101 23.69 72.77 3.54 SS
102 53.47 43.17 3.36 AS
103 11.48 83.23 5.29 SS
104 68.67 28.84 2.49 AS
105 20.60 75.64 3.76 SS
106 27.16 70.61 2.24 SS
107 25.22 70.67 4.11 SS
108 4.77 59.09 36.14 sC
109 67.10 32.90 AC
110 13.75 6.44 75.50 4.32 A(F)S
111 24.06 19.17 54.57 2.20 A(F)S
112 13.17 8.14 75.72 2.97 A(F)S
113 60.32 36.61 3.07 AS
114 4.77 59.09 36.14 sC
115 21.79 76.55 1.66 SS
116 34.93 11.70 50.53 2.84 A(F)S
117 8.50 28.58 60.34 2.58 A(F)S
118 59.51 6.57 31.48 2.44 A(F)S
119 20.98 13.46 62.12 3.43 A(F)S
120 62.49 33.69 3.82 AS
121 64.32 33.76 2.01 AS
122 54.63 42.79 2.58 AS
123 17.03 78.89 4.07 SS
124 55.43 41.89 2.69 AS
125 48.85 49.46 1.69 SS
126 68.63 28.17 3.19 AS
127 13.82 81.92 4.26 SS
128 21.44 75.40 3.17 SS
129 72.25 25.81 1.94 AS
130 32.37 63.80 3.83 SS
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Cizelge 4.1. Caligmamiza dahil olan tiim olgularin verileri(devami)

131 18.64 12.50 63.12 573 A(F)S
132 19.76 75.83 450 SS
133 54.23 42.16 3.61 AS
134 31.69 66.46 1.85 Ss
135 37.18 60.27 2.55 SS
136 23.44 74.18 2.38 SS
137 26.85 7.29 63.52 2.35 A(F)S
138 57.91 39.60 2.49 AS
139 59.94 37.66 2.40 AS
140 73.50 23.88 2.62 AS
141 34.40 64.42 1.18 SS
142 25.33 73.25 1.43 SS
143 37.30 10.28 51.63 0.79 A(F)S
144 33.62 1450 50.70 118 A(F)S
145 12.94 28.33 57.61 111 A(F)S
146 63.48 33.41 3.11 AS
147 15.58 18.82 69.25 4.34 A(F)S
148 67.21 29.93 2.87 AS
149 34.75 9.53 52.37 3.35 A(F)S
150 67.57 29.83 2.60 AS
151 66.80 30.82 2.38 AS
152 31.15 64.91 3.94 SS
153 21.18 74.64 4.18 SS
154 55.79 41.48 273 AS
155 27.89 68.71 3.41 SS
156 31.86 64.53 3.61 SS
157 9.63 1551 70.57 4.29 A(F)S
158 23.92 9.55 62.03 450 A(F)S
159 39.26 9.69 48.40 2.65 A(F)S
160 34.44 62.86 2.70 SsS
161 80.48 17.23 2.29 SS
162 19.53 6.73 70.40 3.34 A(F)S
163 51.27 6.07 40.12 255 A(F)S
164 14.83 80.50 4.66 SS
165 16.50 14.38 65.08 4.04 A(F)S
166 73.07 24.50 2.43 AS
167 20.44 75.91 3.65 SS
168 20.12 11.94 64.13 3.80 A(F)S
169 15.00 24.19 58.51 2.29 A(F)S
170 64.87 33.20 1.93 AS
171 66.06 31.15 278 AS
172 53.30 43.77 2.93 AS
173 45.81 52.45 1.74 SS
174 51.84 46.94 122 SS
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Cizelge 4.1. Caligmamiza dahil olan tiim olgularin verileri(devami)

175 34.12 11.45 51.02 341 A(F)S
176 27.67 19.79 49.98 2.57 A(F)S
177 56.01 41.79 2.20 AS
178 15.93 79.23 4.85 SS
179 28.86 10.02 57.55 3.57 A(F)S
180 26.38 10.52 58.98 4.12 A(F)S
181 53.22 43.81 2.97 AS

Hemoglobin elektroforezi, oraklagma testi ve ARMS-PCR ile, 115 HbAS, 60 HbSS, 3 HbSC,
2 HbAC ve 1 HbAE vakasi tespit edildi. Tiim olgularin hemoglobin tiplerinin yiizde oranlar Cizelge
4.2 ve Sekil 4.2'de gosterildi.

Cizelge 4.2. Ttiim olgularm hemoglobin tiplerinin yiizde oranlari

Yiizde/Vaka 0-25% 25-50% 50-75% 75-100%
HbA% 22 24 55 9
HbF% 76 24 1 1
HbS% 11 53 43 36

HbA2% 160 0 0 0
HbC% - 5 - -
HbE % - 1 - -

Hemoglobin Tipleri

120
100
80
60
40
20

HbA HbF HbS HbA2 HbC HbE

0-25% 25-50% 50-75% 75-100%

Sekil 4.2. Tiim olgularin hemoglobin tiplerinin yiizde oranlari

Cizelge 4.1°deki vaka siralar1 degistirilmeden 115 olgu orak hiicre tasiyicisi gizelge 4.3’de
gosterilmistir. Hemoglobin elektroforezi sonucu Hemoglobin S ve D ayn1 yerde goriilmektedir.
Bunlarin ayrm oraklasma testi ile yapilmistir. Baz1 hastalarda hemoglobin F de goriilmektedir.
Bunun nedeni dogumdan 2 yasina kadar hemoglobin F diizeyi yiiksek goriilmektedir. Hasta

biiyiidiikge hemoglobin F in yerini Hemoglobin A almaktadir.
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Cizelge 4.3.0rak Hiicre Tasiyicis1 Vakalar

hasta Siras1 | HbA% HbF% HbS% HbA2% Hb tiirleri
1 31.33 7.61 56.39 4.67 A(F)S
2 69.71 27.10 3.19 AS
3 71.52 26.03 2.45 AS
4 26.29 10.95 57.75 5.02 A(F)S
5 2.92 41.97 51.42 3.70 A(F)S
7 2.93 38.37 56.15 2.54 A(F)S
11 31.76 7.41 58.43 2.40 A(F)S
13 25.52 9.13 57.82 4,53 A(F)S
14 38.29 8.43 50.97 2.31 A(F)S
15 50.17 46.54 3.29 AS
16 56.00 40.87 3.13 AS
17 53.13 7.65 37.62 1.60 A(F)S
20 69.40 27.98 2.62 AS
21 74.35 22.93 2.72 AS
22 70.97 26.35 2.98 AS
23 62.42 33.87 3.72 AS
25 21.20 9.72 47.39 1.69 A(F)S
26 12.89 8.29 75.38 3.44 A(F)S
28 35.52 10.13 52.15 2.21 A(F)S
29 54.56 42.33 2.81 AS
30 32.27 10.58 55.09 2.06 A(F)S
31 22.67 11.65 61.62 4.06 A(F)S
33 48.76 48.15 3.09 AS
35 53.33 43.71 2.97 AS
36 57.91 40.14 1.95 AS
37 75.01 22.76 2.21 AS
38 69.69 28.55 1.76 AS
42 55.82 41.04 3.15 AS
44 69.31 28.55 2.14 AS
45 63.07 34.82 2.11 AS
46 61.07 36.39 2.54 AS
48 39.12 7.36 50.68 2.83 A(F)S
50 57.56 39.12 2.32 AS
51 40.20 9.98 46.22 3.59 A(F)S
52 13.35 83.79 2.86 AS
53 54.46 42.80 2.74 AS
58 66.77 30.63 2.60 AS
59 50.84 45,77 3.39 AS
60 19.02 17.28 57.95 5.74 A(F)S
62 62.72 7.08 27.40 2.80 A(F)S
64 65.62 31.59 2.79 AS
65 60.82 35.99 3.19 AS
67 73.56 23.36 3.08 AS
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Cizelge 4.3.0rak Hiicre Tasiyicis1 Vakalari(devami)

68 56.61 40.18 3.22 AS
70 8.92 16.06 71.27 375 A(F)S
71 68.06 28.48 3.46 AS
72 54.45 43.23 2.32 AS
73 16.53 77.70 5.77 SS
74 45.20 13.12 39.63 2.06 A(S)F
75 78.69 19.07 2.24 AS
76 45.78 11.88 40.26 2.08 A(F)S
77 68.59 28.65 2.77 AS
78 49.20 48.65 2.15 AS
80 77.08 20.72 2.20 AS
82 11.67 85.40 2.92 AS
84 38.82 11.18 47.91 2.09 A(F)S
85 70.74 27.28 1.98 AS
87 85.48 11.74 2.78 AS
89 71.40 25.92 2.68 AS
90 77.58 19.53 2.89 AS
92 72.39 24.81 2.80 AS
94 9.35 8.15 78.57 3.93 A(F)S
95 68.22 29.61 2.16 AS
96 23.68 12.20 60.94 3.17 A(F)S
97 38.89 11.04 47.18 2.89 A(F)S
99 39.97 57.04 2.98 AS
102 53.47 43.17 3.36 AS
104 68.67 28.84 2.49 AS
110 13.75 6.44 75.50 4.32 A(F)S
111 24.06 19.17 54.57 2.20 A(F)S
112 13.17 8.14 75.72 2.97 A(F)S
113 60.32 36.61 3.07 AS
116 34.93 11.70 50.53 2.84 A(F)S
117 8.50 28.58 60.34 2.58 A(F)S
118 59.5 6.57 31.48 2.44 A(F)S
119 20.85 13.46 62.12 3.43 A(F)S
120 62.49 33.69 3.82 AS
121 64.32 33.76 2.01 AS
122 54.63 42.79 258 AS
124 55.43 41.89 2.68 AS
126 68.63 28.17 3.19 AS
129 72.25 25.81 1.94 AS
131 18.64 12.50 63.12 573 A(F)S
133 54.23 42.16 3.61 AS
137 26.85 7.29 63.52 2.35 A(F)S
138 57.91 39.60 2.49 AS
139 59.94 37.66 2.40 AS
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Cizelge 4.3.0rak Hiicre Tasiyicis1 Vakalari(devami)

140 73.50 23.88 2.62 AS
143 37.30 10.28 51.63 0.79 A(F)S
144 33.62 14.50 50.70 1.18 A(F)S
145 12.94 28.33 57.61 1.11 A(F)S
146 63.48 33.41 3.11 AS
147 15.58 18.82 69.25 4.34 A(F)S
148 67.21 29.93 2.87 AS
149 34.75 9.53 52.37 3.35 A(F)S
150 67.57 29.83 2.60 AS
151 66.80 30.82 2.38 AS
154 55.79 41.48 273 AS
157 9.63 1551 70.57 4.29 A(F)S
158 23.92 9.55 62.03 450 A(F)S
159 39.26 9.69 48.40 2.65 A(F)S
162 19.53 6.73 70.40 3.34 A(F)S
163 51.27 6.07 40.12 255 A(F)S
165 16.50 14.38 65.08 4.04 A(F)S
166 73.07 24.50 2.43 AS
168 20.12 11.94 64.13 3.80 A(F)S
169 15.00 24.19 58.51 2.29 A(F)S
170 64.87 33.20 1.93 AS
171 66.06 31.15 2.78 AS
172 53.30 43.77 2.93 AS
175 34.12 11.45 51.02 3.41 A(F)S
176 27.67 19.79 49.98 257 A(F)S
177 56.01 41.79 2.20 AS
179 28.86 10.02 57.55 3.57 A(F)S
180 26.38 10.52 58.98 4.12 A(F)S
181 53.22 43.81 2.97 AS

Hemoglobin elektroforezi sirasinda, Hemoglobin S ve D ayn1 konuma go¢ etmektedir. Bu

iki hemoglobin tiirli, oraklagma testi ile ayirt edildi. Bazi vakalarda HbF seviyeleri de

gozlemlenmektedir. HbF, dogumdan itibaren yaklagik iki yasina kadar yiiksek seviyelerde

bulunmaktadir. Erigkinde ise yaklasik olarak %1’in altina inmektedir (Huisman, 1993).

Cizelge 4.4. Orak hiicre tagiyicilarinda hemoglobin tipleri
Yiizde/Vaka

HbA%

HbF%

HbS%
HbA2%

0-25%
25
22
50

31

25-50%

47
4
0
0

33

50-75%

5
2
32
27

75-100%

0
3
84
21



Tastyicidaki Hemoglobin Tipleri

HbA2

30
20
10 I I
0 - -
HbA HbF Hbs

H0-25% m25-50% ™ 50-75% 75-100%

Sekil 4.3. Orak hiicre tasiyict hastalarda hemoglobin tipleri

Hemoglobin elektroforezi ve oraklagma testi sonucunda 60 hemoglobin hastasinin verileri

Cizelge 4.5 ve Sekil 4.4'te gosterilmistir.

Cizelge 4.5. Orak hiicre hastalarinda hemoglobin tiplerinin yiizde oranm

Yiizde/Vaka 0-25% 25-50% 50-75% 75-100%
HbF% 32 25 1 1
HbS% 1 2 29 28

HbA2% 60 0 0 0

Orak Hiicre Hastalarindaki Hemoglobin Tipleri

70
60
50
40

30
20
10 I
0 — — —
HbF HbS

Hemoglobin Tipi

HbA2

W0-25% m25-50% m50-75% 75-100%

Sekil 4.4. Orak hiicre hastalarinda hemoglobin tiplerinin yiizde oranlart

Hemoglobin elektroforezi , oraklagsma testi ve ARMS-PCR sonucu 3 olgu hemoglobin

hastasinin verisi ¢izelge 4.6’da gosterilmistir.
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Cizelge 4.6. Hem HbS hem de C birlikteligi olan vakalar

Hasta Sirasi HbF% HbS% HbC% Hb tiirleri
57 4.52 62.27 33.22 SC
108 3.53 65.09 29.15 SC
114 4.77 59.09 36.14 SC

Hemoglobin elektroforezi ve ARMS-PCR sonucu 3 olgu hemoglobin vakalarin verisi ¢izelge
4.7 ve 4.8’de gosterilmistir.

Cizelge 4.7. Hemoglobin C tasiyicisi olan vakaalr

Vaka Sirasi HbA% HbC% Hb types
86 62.27 35.73 AC
109 67.10 32.90 AC

Cizelge 4.8. Hemoglobin E tastyicisi olan vaka
Vaka Sirasi HbA% HbE% Hb types

19 65.55 34.45 AE
Calismamizda hemoglobin elekraforezi, Oraklasma testi, ARMS-PCR sonucunda 115 olgu
HbAS, 60 olgu HbSS, 3 olgu HbSC, 2 olgu HbAC, 1 olgu HbAE hemoglobin tiirii belirlendi. Cizelge

4.9’ da yiizdelik olarak ve oranlar1 Sekil 4.5’ te gosterilmistir.

Cizelge 4.9. Calismada bulunan hemoglobin varyantlarinin ytizde orant

Hemoglobin Varyantlari Yiizde (%)
HbAS 63.53
HbSS 33.15
HbSC 1.65
HbAC 1.12
HbAE 0.55
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m HbAS
m HbSS
M HbSC

HbAC
B HbAE

Sekil 4.5. Hb Tiplerinin Oran1

4.2. Tartisma

Hemoglobinopatiler tim diinyada en yaygin olarak goézlenen genetik hemoglobin
anomalilerinde birisidir. Diinya Saglik Orgiitii hemoglobin bozukluklarinin diinya genelinde
sikligin1 %5 olarak bildirmektedir. Talasemiler ve anormal hemoglobinler olarak ikiye ayrilirlar.
Anormal hemoglobinler, hemoglobin molekiiliiniin yapisinda yer alan globin zincirleri iizerindeki
amino asitlerin degismesi sonucu olusmaktadir (Flint ve ark., 1998).

Genetik alaninda yiriitillen c¢aligmalar, Ozellikle rekombinant DNA teknolojilerinin
yayginlagsmasiyla hemoglobin sentezinin genetik kontrolii ve gen kiimelerinin tanimlanmasina
yardimer olmustur. Tirkiye’de Cukurova, Akdeniz kiy1 seridi, Ege ve Marmara bélgelerinde
talasemi tastyiciligi sik goriilmektedir. T.C. Saglik Bakanlhig: verileri ve Ulusal Hemoglobinopati
Konseyi’nin ¢aligmalarina gore saglikli Tiirk populasyonunda beta talasemi tasiyici siklig1 %2,1°dir
ve Turkiye’de yaklasik 1.500.000 tastyici ile 4.500 kadar hasta bulunmaktadir. Adana’da  talasemi
tastyict sikligr %3,7 iken Hb S siklig1 ise %10 olarak bildirilmektedir (Canatan, 2014).

Diinya genelinde en yaygin monojenik hastaliklardan biri olan Orak hiicreli anemi, her yil
yaklagik 312,000 kiginin orak hiicreli anemi ile dogdugu tahmin edilmektedir. Kiiresel 6lgekte, bu
hastaligin yiikiiniin 2050 yilina kadar %30 oraninda artmasi1 beklenmektedir (Saraf, 2014; Piel, 2013
).

Anormal hemoglobinlerin dagilim1 cografik olarak ve irksal gruplara gore oldukea farklilik
gostermektedir. Diinya genelinde oldugu gibi Tiirkiye’de de en yaygin olarak g6zlenen Hb S’in yani
sira diger anormal hemoglobinlerden Hb D, Hb E ve Hb C de g6zlenmektedir (Lukens ve Lee, 1993).

Giler ve arkadaslarinin (2007) Konya’da evlilik 6ncesi tarama ¢aligsmalarinda, tasiyiciliklar
belirlenen ¢iftler lizerinde yaptiklar arastirmada beta talasemi tasiyici oranini %2 ve Hb S tasiyici
oranini %0,05 olarak saptamislardir. Kogak ve arkadaglarinin (1995) giiney Tiirkiye'de yaptiklar bir
calismada, orak hiicre testi kullanilip Hb S'nin toplam prevalans1 %3,9 olarak rapor edilmistir. Aym

zamanda, Arapca konusan bireyler arasinda prevalans daha yiiksek olup %9,6 olarak bildirilmistir.
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Bu c¢alismalar, farkli bolgelerdeki tasiyicilik oranlarimi karsilastirmak ve hemoglobinopati
tastyiciliginin yaygiligini ve ¢esitliligini anlamak i¢in 6nemli veriler sunmaktadir.

Ariyiirek ve arkadaglarinin (2016) gergeklestirdigi calismada, Adana, Hatay, Mersin, Konya
ve Kayseri illerinden toplam 8135 6rnek analiz edilmistir. Bu analizler sonucunda 1382 &rnekte
hemoglobin (Hb) mutasyonlar1 tespit edilmistir. Bu mutasyon tastyicilarinin 826'sinda (%59,7)
anormal hemoglobin (HbS), 416'sinda (%30,7) beta talasemi (B-talasemi) ve 136'sinda (%9,9) alfa
talasemi (a-talasemi) mutasyonlar1 bulundugu rapor edilmistir.

Tosun ve arkadaglarinin (2006) Mersin ilinde 79,000 kiside gergeklestirdigi evlilik 6ncesi
taramada beta talasemi %2,04, Hb S %1,21, Hb D %0,17, Hb E %0,04 bulunmustur.

Giiveng ve arkadaglar1 (2012) tarafindan yapilan ¢alismada, Adana'da -talasemi ve anormal
hemoglobinlerin siklik oranlarinin sirastyla %13,46 ve %6,83 oldugu rapor etmislerdir. Calismada
18 farkli B-talasemi mutasyonu ve ii¢ ayr1 anormal hemoglobin tiirii (HbS, HbD Los Angeles ve HbE)
belirlenmistir. Adana'nin Cukurova ilgesinde elde edilen sonuglara da bakilacak olursa, Yiiregir ve
arkadaglarinin (1995) yaptiklari bir ¢aligmada, Hb S tastyiciligi %8,2 olarak raporlanmistir. Attila ve
arkadaslarinin (1999) yaptigi ¢calismada, Hb S orani %10, B-talasemi oran1 %3,7 ve a-talasemi orani
%3,3 olarak rapor etmislerdir.

Cukurova bolgesinde yaptigimiz bu ¢alismada HbAS %63.53, HbSS %33.15, HbSC %1.65,
HbAC %1.12, HbAE %0.55 olarak bulunmustur. Calismalar incelendiginde Tiirkiye’nin bolgeleri
mutasyon siklig1 acgisindan her cografik bolgedeki mutant allellerin dagiliminin farkli oldugu
gozlenmektedir. Bu bulgular, bolgede hemoglobinopati tasiyiciliginin yayginlhigini ve cesitliligini

gostermektedir.
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5. SONUCLAR VE ONERILER

Bu calismada Cukurova Boélgesinde goriilen anormal hemoglobinler sirasi ile; HbAS
%63.53, HbSS %33.15, HbSC %1.65, HbAC %1.12, HbAE %0.55"dir. HbS oraninin yiiksek olmasi,
Cukurova Bolgesi'nde kapali toplum ve akraba evliliginin yaygin olmasi nedeniyle, HbSS tasiyan
olgularin diinyaya gelme olasiligini artirmaktadir.

Hemoglobinopatilerin diinya genelinde niifusun 6nemli bir kisminda goriildiigii, hastalik
yiikiinli yonetmek amaciyla ulusal veya boélgesel programlarin bir parcast olarak uygulandigim
gosterilmistir. Tasiyicilarn hastalardan ayirt edebilecek ve demir eksikligi anemisi gibi yaygin
durumlan ekarte edebilecek, pratik ve ekonomik olarak uygun yeni tarama yontemlerine acilen
ihtiyag duyulmaktadir. Tarama programlarinin bagarisi biliylik 6l¢iide taranacak popiilasyonun
kabuliine baglidir; bu da hedef popiilasyonda iyi bir farkindalik yaratilmasina ve teshis sonrasinda
genetik danigsmanligin saglanmasina baglidir. Etkili danigmanlik, olumlu tutumlar desteklemekte ve
bu siireg, derinlemesine anlayisi ve olumlu sonuglari saglamaktadir. Mikro haritalama ¢alismalari,
kiigiik cografi bolgelerde yasayan popiilasyonlarda mutasyon spektrumunun daha gesitli oldugunu
ve dolayisiyla hemoglobinopatiler i¢in bilinen mevcut prevalans oranlariin bu bolgelerde farklilik
gosterebilecegini ortaya ¢ikarmistir. Daha fazla mikro haritalama verisinin elde edilmesi,
gelecekteki niifus tarama programlarinin daha etkin sekilde planlanmasina katki saglamaktadir. Yeni
teknolojilerin yaygin olarak kullanilmasi ve hemoglobinopati test kilavuzlarina dahil edilmesi,
gelecekteki hemoglobinopati popiilasyonu tarama uygulamalarim kolaylastiracaktir.  Etkilenen
dogumlarin goriilme sikligindaki azalma, bu programlarin basarisin1 degerlendirmede 6l¢ii olarak

kullanilmigtir.
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