T.C.
CUKURAVA UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSITITUSU
BIYOKIMYA ANABILIM DALI

KONYA BOLGESININ ANORMAL HEMOGLOBIN VE TALASEMI
MUTASYON TiPLERININ BELIRLENMESI

Sedefgiil YUZBASIOGLU ARIYUREK

DOKTORA TEZI

DANISMANI
Prof. Dr. Kiymet AKSOY

ADANA -2009



TESEKKUR

Doktora 6grenimim boyunca bana yol gosteren, hosgorii ve sabirla her konuda daima
destek veren Prof. Dr. Kiymet AKSOY’a sayg1 ve siikranlarimla tesekkiir ederim.

Doktora 6grenimime bilgi birikimi ve goriisleriyle bilimsel bakis a¢ima katkida
bulunan Biyokimya Anabilim Dal1 degerli 6gretim tliyelerine tesekkiir ederim.

Deneysel c¢aligmalarim boyunca katki ve desteklerini esirgemeyen calisma
arkadaslarima tesekkiir ederim.

Tiim O6gretim hayatim boyunca beni her konuda destekleyen sevgili aileme
siikranlarimi1 sunarim.

Tez galismami SBE.2004.D.4 No’lu proje olarak destekleyen Cukurova Universitesi
Rektorliigii’ne ve Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi’ne ve 2005K120320-E No’lu proje
ile destekleyen DPT ye ayrica tesekkiir ederim.

Uzman Biyolog Sedefgiil YUZBASIOGLU ARIYUREK
Adana, 2009

111



ICINDEKILER

KABUL ve ONAY

TESEKKUR
ICINDEKILER

SEKILLER DizZiNi
CIZELGELER DiZiNi
SIMGELER ve KISALTMALAR DIiZiNi

OZET
ABSTRACT

1. GIRIS ve AMAC
2. GENEL BILGILER
2.1. Hemoglobin
2.2. Hemoglobinlerin Kalitsal Bozukluklar1

2.2.1. Anormal Hemoglobinler
2.2.1.1. Hemoglobin S
2.2.1.2. Hemoglobin D Los Angeles
2.2.1.3. Hemoglobin E
2.2.1.4. Hemoglobin C
2.2.2. Talasemiler
2.2.2.1. a Talasemiler
2.2.2.2. B Talasemiler

2.3. Mikroarray

2.3.1. Mikroarray Teknolojisinin Uygulama Basamaklari
3. GEREC VE YONTEM

3.1. Geregler

3.1.1. Cihazlar
3.1.2. Kimyasal Maddeler

3.2. Ornek Secimi
3.3. Yontemler

4. BULGULAR
5. TARTISMA
6. SONUCLAR

3.3.1. Hematolojik Analizler

3.3.2. Seluloz Asetat Hemoglobin Elektroforezi

3.3.3. Oraklagsma Testi

3.3.4. Mikrokolon Kromatografisi ile Hb A, Tayini

3.3.5. Modifiye Betke Yontemi ile Hb F Tayini

3.3.6. Yiiksek Basin¢li S1vi Kromatografisi (HPLC) ile Hemoglobin
Tiplendirmesi

3.3.7. Lokositten DNA izolasyonu

3.3.8. ARMS (Amplification Refractory Mutation System) Yontemiyle
B Talasemi, Hb S Mutasyonlarinin Tanimlanmasi

3.3.9. RFLP (Restriction Fragment Length Polimorfizm) ile  Talasemi,
Hb S ve Hb D Mutasyonlarinin Tanimlanmasi

3.3.10. PCR Temelinde a-Talasemi Mutasyonlarinin Tanimlanmasi

3.3.11. Agaroz Jel Elektroforezi

3.3.12. Mikroarray Yontemiyle B Talasemi Mutasyonlarinin ve Anormal

Hemoglobinlerin Tanimlanmast
3.3.13. Tanumlayict Tasarimi
3.3.14. Okuma Y 6nteminin Olusturulmasi

7. KAYNAKLAR

EK-1
EK-2
EK-3
EK-4
EK-5
OZGECMIS

v

il
iii
v
vii
iX
X1

O O NN W W

el

10
10
10
11
14
15
16
16
16
17
19
19
19
19
20
21
22

23
23

25

29
31
33

34
37
38
42
91
97
98
104
105
106
107
108
109



SEKILLER DiZiNI

Sekil 1.1. Tiirkiye’nin talasemi haritas1

Sekil 2.1. Hemoglobin A’nin yapist

Sekil 2.2. Hem molekiilii

Sekil 2.3. Insan globin zincirlerinin sentez zamani
Sekil 2.4. Globin gen kiimeleri

Sekil 2.5. Talasemi, orak hiicre anemisi ve diger yaygin hemoglobin hastaliklarinin diinya
iizerindeki yayilimi

Sekil 4.1. Talasemi ve anormal hemoglobinde tarama semasi

Sekil 4.2: Tanimlayici tasarimi yapilan mutasyonlarin B geni lizerindeki yerlesimi

Sekil 4.3. B geni {izerinde cogaltma primerlerinin tanima bélgeleri 1, 2, 3, 4, 5
Sekil 4.4. 24°C’de alinan sinyallerin grafigi

Sekil 4.5. 28°C’de alinan sinyallerin grafigi

Sekil 4.6. 32°C’de alinan sinyallerin grafigi

Sekil 4.7. 36°C’de alman sinyallerin grafigi

Sekil 4.8. 40°C’de alman sinyallerin grafigi

Sekil 4.9. 28°C’de alman sinyallerin grafigi

Sekil 4.10. 29°C’de alinan sinyallerin grafigi

Sekil 4.11. 30°C’de alian sinyallerin grafigi

Sekil 4.12. 31°C’de alinan sinyallerin grafigi

Sekil 4.13. 32°C’de alinan sinyallerin grafigi

Sekil 4.14. Hb J Antakya i¢in standart protokolde elde edilen sinyallerin bar grafigi
Sekil 4.15. ARMS ile IVS I-110 mutasyonu i¢in elde edilen agaroz jel goriintiisii
Sekil 4.16. ARMS ile Cd 8 mutasyonu igin elde edilen agaroz jel goriintiisii
Sekil 4.17. ARMS ile Cd 39 mutasyonu i¢in elde edilen agaroz jel goriintiisii
Sekil 4.18. ARMS ile IVS I-1 mutasyonu i¢in elde dilen agaroz jel goriintiisii
Sekil 4.19. ARMS ile IVS II-745 mutasyonu i¢in elde edilen agaroz jel goriintiisii
Sekil 4.20. ARMS ile Cd 44 mutasyonu i¢in elde edilen agaroz jel goriintiisii
Sekil 4.21. ARMS ile -87 mutasyonu i¢in elde edilen agaroz jel goriintiisii

Sekil 4.22. PCR temelinde o>’ mutasyonu i¢in elde edilen agaroz jel goriintiisii
Sekil 4.23. RFLP ile Cd 5 mutasyonu i¢in elde edilen agaroz jel goriintiisii

v

42

52

53

55

56

57

58

59

60

61

62

63

64

65

68

68

68

69

69

69

70

70

70



Sekil 4.24.
Sekil 4.25.
Sekil 4.26.
Sekil 4.27.
Sekil 4.28.
Sekil 4.29.
Sekil 4.30.
Sekil 4.31.
Sekil 4.32.
Sekil 4.33.
Sekil 4.34.
Sekil 4.35.
Sekil 4.36.
Sekil 4.37.
Sekil 4.38.

Sekil 4.39.

RFLP ile Hb D mutasyonu i¢in agaroz jel goriintiisii

RFLP ile Hb S mutasyonu i¢in agaroz jel goriintiisii

Hb S belirlenen olgunun HPLC goriintiisii

Hb D Los Angeles belirlenen olgunun HPLC goriintiisii

IVS I-110 isaretleyicisi ile yapilan okutma sonucunun bar grafigi — Kisim I
IVS I-110 isaretleyicisi ile yapilan okutma sonucunun bar grafigi — Kisim 11
IVS I-110 isaretleyicisi ile yapilan okutma sonucunun bar grafigi — Kisim III
Cd 39 isaretleyicisi ile yapilan okutma sonucunun bar grafigi

Cd 44 isaretleyicisi ile yapilan okutma sonucunun bar grafigi

IVS I-1 isaretleyicisi ile yapilan okutma sonucunun bar grafigi

IVS I1-745 isaretleyicisi ile yapilan okutma sonucunun bar grafigi

Cd 8 isaretleyicisi ile yapilan okutma sonucunun bar grafigi

Cd 5 isaretleyicisi ile yapilan okutma sonucunun bar grafigi

- 87 isaretleyicisi ile yapilan okutma sonucunun bar grafigi

Hb D isaretleyicisi ile yapilan okutma sonucunun bar grafigi

Hb S isaretleyicisi ile yapilan okutma sonucunun bar grafigi

vi

71

71

72

72

80

80

81

82

83

84

85

86

87

88

89

90



CIZELGELER DiZiNi

Cizelge 2.1. Hemoglobin tipleri

Cizelge 2.2. Tiirkiye’de saptanan anormal hemoglobinler
Cizelge 2.3. Tiirkiye’de saptanan [ talasemi mutasyonlar1
Cizelge 2.4. Cukurova’da saptanan  talasemi mutasyonlar1
Cizelge 4.1. Olgularin hematolojik degerleri

Cizelge 4.2. Hb A, miktarinin mikrokolon ve HPLC ile 6l¢iimiiniin tanimlayici istatistik
degerleri

Cizelge 4. 3: Mikroarray yonteminde ¢ogaltma {irtinlerindeki yerlerine gore mutasyonlar
Cizelge 4.4. 24°C’de alinan sinyallerin sayisal degerleri, oranlar1 ve genotipi
Cizelge 4.5. 28°C’de alinan sinyallerin sayisal degerleri, oranlar1 ve genotipi
Cizelge 4.6. 32°C’de alinan sinyallerin sayisal degerleri, oranlar1 ve genotipi
Cizelge 4.7. 36°C’de alinan sinyallerin sayisal degerleri, oranlar1 ve genotipi
Cizelge 4.8. 40°C’de alinan sinyallerin sayisal degerleri, oranlar1 ve genotipi
Cizelge 4.9. 28°C’de alinan sinyallerin sayisal degerleri, oranlar1 ve genotipi
Cizelge 4.10. 29°C’de alinan sinyallerin sayisal degerleri, oranlari ve genotipi
Cizelge 4.11. 30°C’de alinan sinyallerin sayisal degerleri, oranlar1 ve genotipi
Cizelge 4.12. 31°C’de alinan sinyallerin sayisal degerleri, oranlari ve genotipi
Cizelge 4.13. 32°C’de alinan sinyallerin sayisal degerleri, oranlar1 ve genotipi
Cizelge 4.14. Hb J Antakya i¢in standart protokole gore okutma sonuglart
Cizelge 4.15. Mutasyonlarin ayirim sicakliklar1 ve okuma ydntemleri

Cizelge 4.16. Olgularin molekiiler analiz sonuglari

Cizelge 4.17. p Talasemi mutasyonu tasiyan olgu sayisi ve yiizdeleri

Cizelge 4.18. IVS I-110 isaretleyicisi ile yapilan okutma sonuglari

Cizelge 4.19. Cd 39 isaretleyicisi ile yapilan okutma sonuglart

Cizelge 4.20. Cd 44 isaretleyicisi ile yapilan okutma sonuglart

Cizelge 4.21. TVS I-1 isaretleyicisi ile yapilan okutma sonuglari

Cizelge 4.22. TVS I1-745 isaretleyicisi ile yapilan okutma sonuglari

Cizelge 4.23. Cd 8 isaretleyicisi ile yapilan okutma sonuglari

Cizelge 4.24. Cd 5 isaretleyicisi ile yapilan okutma sonuglar1

Cizelge 4.25. -87 isaretleyicisi ile yapilan okutma sonuglari

vii

12

13

43

51

54

55

56

57

58

59

60

61

62

63

64

65

66

73

78

78

82

83

84

85

86

87

88



Cizelge 4.26. Hb D isaretleyicisi ile yapilan okutma sonuglari

Cizelge 4.27. Hb S isaretleyicisi ile yapilan okutma sonuglari

viii

89

90



SIMGELER ve KISALTMALAR DiZiNi

T.C. Tiirkiye Cumhuriyeti

% Yiizde

< Kiigiik

o Alfa

B Beta

) Delta

€ Epsilon

Y Gama

C Zeta

ne Mikrogram

ul Mikrolitre

wm Mikrometre

pmol Mikromol

be Baz cifti

fl Fento litre

g Gram

kb Kilobaz

kcal Kilokalori

kDa Kilodalton

kg Kilogram

mAmp Miliamper

mbar Milibar basing

mg Miligram

ml Mililitre

nm Nanometre

pg Pikogram

Tm Erime sicakligi

(NH,),SO, Amonyum siilfat
CH;COOH Asetik asit

CO, Karbondioksit

dH,O Deiyonize su

DMSO Dimetilsiilfoksit

EDTA Etilen diamin tetraasetik asit
Fe™ Ferrus

HAc Asetik asit

HCI Hidroklorik asit

Hct Hematokrit

K;3Fe3(CN)g Potasyum ferrisiyaniir

KCl1 Potasyumkloriir

KCN Potasyum siyaniir

Na,HPO, Disodyum hidrojen fosfat
NaCl Sodyumkloriir
NaH,PO,.2H,0 Sodyum dihidrojen fosfat
NaOH Sodyum hidroksit

0, Oksijen

SDS Sodyum dodesil siilfat

TBE Tris borik asit etilendiamintetraasetik asit
TEMED N,N,N,N-Tetrametil-etilendiamin
ARMS Amplification Refractory Mutation System
Cd Kodon

DNA Deoksiriboniikleikasit
dNTP Deoksiniikleotidtrifosfat
gDNA Genomik deoksiriboniikleik asit
Hb Hemoglobin

Hct Hemotokrit

HPLC Yiiksek basingli s1vi kromatografisi

X



IVS
MCH
MCHC
MCV
OD
PCR
RBC
RFLP
RNA
uv

Intron dizileri

Ortalama eritrosit hemoglobini

Ortalama eritrosit hemoglobin konsantrasyonu
Ortalama eritrosit volumii

Optik dansite

Polymerase chain reaction

Eritrosit hiicresi

Restriction fragment length polymorphizm
Riboniikleik asit

Ultraviyole



OZET

Konya Bolgesinin Anormal Hemoglobin ve Talasemi Mutasyon Tiplerinin Belirlenmesi

Anormal hemoglobinler globin zincirleri iizerindeki aminoasitlerin degisikligi
sonucu olusmaktadir. Ulkemizde ve diinyada en yaygin olarak gozlenen anormal
hemoglobinler Hb S, Hb D, Hb E ve Hb C’dir. Bugiine kadar f talasemiye neden olan
200°den fazla beta globin geni mutasyonu tammmlanmis olup iilkemizde 30’dan fazla
tipine rastlanmistir. Tiirkiye’de en sik rastlanan p talasemi mutasyonu 1VS-1-110°dur.
Tiirk populasyonunda beta talasemi tasiyic1 sikhgr % 2,1°dir. Bu ¢alismada bashca
amaclarimiz; 1) kalitsal kan hastaliklarina neden olan ¢esitli mutasyonlar icin hizh ve
gitvenilir bir tammmlama yontemi olan mikroarray cihazina tamimlayic1 tasarim
yapmak, 2) olasi risk bolgelerini belirlemek ve 3) dogum oncesi tam ¢alismalarina katki
saglamaktir. Konya bolgesinden toplanan tam kan 6rneklerinin geleneksel yontemler ve
yeni tasarlanan 29 adet mikroarray tamimlayicisi ile anormal hemoglobin ve talasemi
tipleri belirlenmistir. Toplam 164 olgunun 84’iinde B talasemi mutasyonu tasiyicihigl,
birinde o’ talasemi mutasyonu tasiyicih@r ve birinde Hb S mutasyonu tasiyicihigi
belirlenmistir. Mutasyon taramasi yapilan olgulardan 3 tanesi IVS 1-110/ IVS I-110
homozigot mutant, 3 tanesi IVS II-745/ IVS I-110 ve 1 tanesi D/ IVS I-110 cifte
heterozigot olarak belirlenmistir.  talasemi tasiyiciigi belirlenen olgularin %74’i IVS
I-110, % 9’u Cd 8, % 5’i Cd 39, % 4’ui Cd 5, % 4’ IVS I-1, % 2’si IVS 11-745, % 1’i Cd

44 ve -87 mutasyonu tasiyicisi oldugu belirlenmistir.

Anahtar Sozciikler: Anormal hemoglobin, talasemi, prenatal tani, mikroarray
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ABSTRACT

The Determination of Hemoglobinopathies and Thalassemia Mutation Types in Konya

Region

Abnormal hemoglobin is obtained by the change of the amino acids on the globin
chains. The most popular abnormal hemoglobins in Turkey as well as in the world are
Hb S, Hb D, Hb E, and Hb C. Beta () thalassemias are due to mutations in the  globin
gene on chromosome 11 and to date 200 thalassemia causing globins have been
discovered around the world but only 30 different kinds have been identified so far in
Turkey. IVS-I-110 is the most widely seen thalassemia mutation in Turkey. The
reported cases of frequency of people carrying beta thalassemia is 2.1% in Turkish
population. In this study, the main objectives were; 1) to do reporter design of the
microarray machine that a method to fast and safety identify process various mutations
caused by inherited blood disease; 2) to determine regions where the risk of disease may
be high; 3) to aid prenatal diagnosis. In the Konya region all the collected blood samples
have been identified with use conventional methods and new designed 29 microarray
reporters for abnormal hemoglobin and thalassemia types. As a result, out of total 164
samples; B thalassemia mutation as a carrier has been found in 84, o>’ was discovered in
one of them and finally Hb S was found in one case. The cases of which mutation
scanning have been completed, three were IVS I-110/IVS 1I-110 homozygote mutant,
another three were IVS II-745/IVS 1-110 double heterozygote mutant and lastly one of
them was D/IVS I-110 double heterozygote. The cases which have been identified as 3
thalassemia carrier; 74% IVS 1-110, 9% Cd 8, 5% Cd 39, 4% Cd 5, 4% 1VS 1-1, 2%
IVS 11-745,1% Cd 44, and -87.

Key Words: Abnormal hemoglobin, thalassemia, prenatal diagnosis, microarray
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1. GIRIS ve AMAC

Genetik olarak hemoglobin sentezindeki bir bozukluk nedeni ile ortaya ¢ikan anormal
hemoglobinler ve talasemiler diinyada en yaygin goriilen otozomal resesif gecis gosteren kan
hastaliklaridir. Diinya Saglik Orgiitii’niin yaymnlarina gore, diinyada talasemi ve anormal
hemoglobin siklig1 %5°dir ve yaklasik 266 milyon tastyici vardir. Her yil yaklasik 365.000
hasta ¢ocuk diinyaya gelmektedir' .

Talasemi sendromlar1 olduk¢a genis bir genetik bozukluk nedeniyle ortaya
cikmaktadir. Sentezi bozulan globin zincirine gore o, B, y, o, 0P, €yop talasemiler olarak
adlandirilirlar. En sik goriilen tipleri o ve B3 talasemilerdir. o talasemi daha ¢cok Uzak Dogu’da
goriiliirken, B talasemi Akdeniz iilkeleri ve Tiirkiye’de yaygindir. Giinlimiizde 3 talasemiye
neden olan molekiiler bozukluklar olduke¢a iyi bir sekilde incelenmistir. Molekiiler ¢alismalar
ile 200’den fazla P talasemiye neden olan mutasyon belirlenmistir. Bunlarin ¢ogunu nokta
mutasyonlart daha az bir kismini delesyonel mutasyonlar olusturmaktadir. Nokta
mutasyonlart RNA transkripsiyonunun baslamasini, RNA islemlenmesini ve stabilitesini
onleyerek normal globin sentezini Onler. Buna karsin ¢er¢eve kaymasi ve zincir mutasyonlari
translasyonu bloke ederler”.

Ulkemizde ilk tarama calismas1 Cavdar ve Arcasoy tarafindan yapilmis olup Tiirkiye
insidansinin % 2,1 oldugu bildirilmistir. Ancak bu oran bolgelere gore degismektedir. T.C.
Saglhik Bakanligi’'nin kayitlarina gore Tiirkiye’de yaklasik 4000 talasemi hastasi
bulunmaktadir®.

Ulkemizde yapilan ¢aligmalarda 30°dan fazla talasemi mutasyon tipi bulunmustur. En
yaygin bes B talasemi mutasyonu sirastyla IVSI-110 (%40), IVSI-6 (%10), IVSII-1 (%3),
IVSII-745 (%6) ve IVSI-1 (%5)’dir. Bu mutasyonlarin goriilme sikliklar1 bolgeler arasinda
farklihik gostermektedir. Ornegin; Tiirkiye’de en siklikla rastlanan B talasemi mutasyonu IVS
[-110’un %40 olan sikligi, Orta Anadolu’da % 50’yi asmakta, Dogu ve Giineydogu
Anadolu’da %25’lere diismektedir®. Bu yiizden farkli bélgelerde genis kapsamli ¢alismalar
yapilarak Tirkiye’nin talasemi mutasyonlart acisindan tam bir haritasinin ¢ikarilmasi
gerekmektedir. Sekil 1.1°de Tiirkiye’deki vaka sayisina gore talaseminin illere gore dagilimi
gorilmektedir. Ayrica dogum oOncesi tani ¢alismalarima da yardimci olmak amaciyla
mutasyon tiplendirmesi yapilmalidir.

Tiirkiye’de yapilan tarama ¢aligmalar1 ve buna ek olarak kayitli hasta sayis1 dikkate

alindiginda talasemi ve anormal hemoglobinlerin ulusal bir saglik sorunu oldugu

1



goriilmektedir. Bu nedenle 30.12.1993 tarih ve 21804 sayili Resmi Gazete’de 3960 sayili
Kalitsal Kan Hastaliklar1 ile Miicadele Kanunu ¢ikarilmistir. Ulkemizde akraba evliliklerinin
fazla olmasi, evlilik Oncesi tarama testleri ile yeni hasta dogumunun engellenebilmesi icin
Hemoglobinopati Kontrol Programi baslatilmistir. Bu cergevede tasiyici sikliginin yiiksek
oldugu Konya, Isparta, Denizli, Canakkale, Gaziantep, Diyarbakir ve Kayseri gibi 33 ilde
tarama merkezleri kurulmustur?.

Bu calismada kalitsal kan hastaliklarina neden olan c¢esitli mutasyonlarin hizli ve
giivenilir bi¢imde taranarak tanimlanmasi, olas1 risk bolgelerinin belirlenmesi ve dogum
oncesi tan1 ¢alismalarmma katki saglamak amaciyla yeni mikroarray tanimlayicilar
tasarlanarak okutma yontemleri olusturulacaktir. Bu giine kadar sistematik tarama calismasi
yapilmayan Konya Bolgesinde anormal hemoglobin ve talasemi mutasyon tipleri molekiiler

diizeyde aragtirilarak tilkemizin talasemi haritasinin olusturulmasina veri saglanacaktir.

200 ve iizeri [l

Sekil 1.1: Tiirkiyenin talasemi haritasi’.



2. GENEL BILGIi

2.1. Hemoglobin

Hemoglobin O,’1 akcigerlerden alip dokulara gotiiren ve dokulardan CO,’1 alarak
akcigerlere getiren tasiyici bir proteindir. Eritrositin yaklasik %30’unu igerir. 64400 dalton
agirlhiginda tetramerik bir yapidadir. Polipeptid zincirlerinden olusan iki ¢ift globin ve her

birine bagli hem ad1 verilen renkli prostetik gruplar icerir’” (Sekil 2. 1).

Sekil 2.1: Hemoglobin A’nin yapisi

Kana kirmizi rengin verilmesinden sorumlu olan hem, ferrus (Fe*?) seklinde demir
atomu ve dort pirol halkasindan meydana gelen protoporfirin kompleksinden olusur (Sekil
2.2). Meten kopriileri ile birbirine baglanan dort pirol halkasindan meydana gelen tetrapirol
halkasina yan zincir olarak dort metil, iki vinil ve iki propiyonat eklenmistir. Hem i¢indeki
demir atomlar1 O,’i baglayarak taginmasini saglar. Tiim hemoglobinlerde hem grubunun
yapist aynidir ve hidrofobik bir ortam olusturan hem cepleri icerisinde yerlesmistir fakat

globin zincirlerinin amino asit sayilar1 ve cinsleri farklidir®’.
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Sekil 2.2: Hem molekiilii

Embriyogenezin ilk haftalar1 diginda globin zincirlerinden ikisi daima alfadir.
Embriyoda ilk sentezlenen globin zinciri zeta ({ ) ve epsilondur (g¢). Gestasyonun ilk
haftalarinda Hb Gower I (C 2, €2 ) major hemoglobin olarak gozlenir. Hb Gower II (a2, €2) 4-
13 haftalar aras1 embriyoda gozlenir, diger erken donem hemoglobinleri ise Portlan I ({2,y2)

ve Portland II ({2 B)’dir. Hb F (a2.72) fetal hayatin major hemoglobinidir'™® (Sekil 2.3).
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Dogjum

Sekil 2.3: Insan globin zincirlerinin sentez zaman1'’



Erigkin hemoglobininin yaklasik %97’sini major hemoglobin olan HbA (023,), geri
kalanlarini ise minor erigkin hemoglobini HbA, (0,9;) ve fetal hemoglobin olan HbF (0,y,)

olusturur'' (Cizelge 2.1).

Cizelge 2.1: Hemoglobin tipleri’

Isim Doénem Formiil Erigkin degeri Fetusta Yapim Zamani
Hb Gower 1 Embriyonik Hb P13 - Ik 3 ayda

Hb Gower 11 Embriyonik Hb 018 - Ik 3 ayda

Hb Portland I Embriyonik Hb Cavn - [lk 3 aydan sonra ve

kordon kaninda

Hb Portland II Embriyonik Hb C2B> Hb H ve talasemi Ik 3 aydan sonra
tastyicilarinda az
miktarda
Hb F Fetal Hb a2y %]1’den az Intrauterin 10-12. haftada
Hb A Erigkin Hb o %97 3. trimesterde
Hb A, Erigkin Hb 020, %2,5-3,5 6-8. haftada yapimi baslar

Globin zincirleri iki ayr1 kromozomdaki iki ayr1 gen kiimesi tarafindan sentez edilir. o
benzeri gen kiimesi 16. kromozomun kisa kolunda, B benzeri gen kiimesi ise 11. kromozomun
kisa kolunda yer almaktadir. Alfa gen kiimesinde 3" bolgesinden itibaren teta, a;, oy, psddo
oy, psddo zeta ve zeta geni vardir, DNA’da yaklasik 30 kb’lik yer tutarlar ve 141 amino asit
kodlarlar. B gen kiimesi 5' bolgesinden itibaren bir adet embriyonik epsilon, G, ve Ay genleri
ile psddobeta, delta ve beta genlerini icerir, DNA’da yaklasik 50 kb’lik yer tutar ve 146 amino
asit kodlarlar (Sekil 2.4). Globin genlerinin ifadeleri ve diizenlenmeleri bir¢ok farkli birbiri
arasinda etkilesen diizenleyici proteinlerin varligina baghdir. Bu proteinler ilgili genin
yakininda veya uzaginda bulunan 0Ozgiin dizilerle etkileserek goérev yaparlar. Globin
genlerinin onemli diizenleyici dizileri: destekleyici (promoter), arttirici (enhancer), eleman
serileri ve temel (master) diizenleyici bolgeleri icerir. Bu bdlgeler o ve B globin gen

kiimelerinin tamaminin diizenlenmesinde gorev alirlar™'"?.
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Sekil 2.4: Globin gen kiimeleri'’

2.2. Hemoglobinlerin Kalitsal Bozukluklar:

Hemoglobin sentezinin kalitsal bozukluklar1 tek gen hastaliklarinin diinya genelinde
en yaygin goriilenidir (Sekil 2.5). Bunlarin diinyadaki dagilimina bakilacak olursa yapisal
olarak anormal hemoglobinlerin ve farkli talasemi formlarinin yiiksek siklikla gozlendigi
goriiliir. Diinya Saglik Orgiitii diinya genelinde hemoglobin bozukluklarmin tastyict sikligini

%5 olarak ve her yil yaklasik 365 000 hasta ¢ocuk dogdugunu bildirmektedir'®"°.

<
Sekil 2.5: Talasemi,orak hiicre anemisi ve diger yaygin hemoglobin hastaliklarmin diinya iizerindeki

yayilmi'’.



2.2.1. Anormal Hemoglobinler

Anormal hemoglobinler globin zincirleri tizerindeki aminoasitlerin degisikligi sonucu
olusmaktadir. Globin genlerinin ekzon bolgelerindeki veya bu bolge disindaki insersiyonlar
ve delesyonlar sonucu anormal hemoglobinler ortaya ¢cikmaktadir™.

Ulkemizde ve diinyada en yaygin olarak gdzlenen anormal hemoglobinler Hb S, Hb D,
Hb E ve Hb C’dir. Bu giine kadar Tiirkiye genelinde 49 anormal hemoglobin tipi gosterilmis
olup bunlarin 16 tanesi a globin zincirinde, 29 tanesi  globin zincirinde, biri y globin
zincirinde ve birisi de O zincirinde yer almaktadir, ikisi de hibrit hemoglobin olarak

belirlenmistir *'** (Cizelge 2.2).

Cizelge 2.2: Tiirkiye’de saptanan anormal hemoglobinler®'*

Anormal Hemoglobin Mutasyon

o globin zincirinde olusan mutasyonlar ve neden olduklar1 anormal hemoglobinler

Hb O Padova a30(B1)Glu—Lys (GAA—AAG)
Hb Hasharon 0a47(CES5)Asp—His (GAC—CAC)
Hb Montgomery 048(CE6)Leu—Arg (CTG—CGQG)
Hb Adana aS9(E8)Gly—Asp (GGC—GAC)
Hb J Anatolia a61(E10)Lys—Thr (AAG—ACQG)
Hb Ube 2 a68(E17)Asn—Asp (AAC—GAC)
Hb Q Iran a75(EF4)Asp—His (GAC—CAC)

Hb Moabit a86(F7)Leu—Arg (CTG—CGQG)

Hb M Iwate a87(F8)His—Tyr (CAC—TAC)
Hb Capa a94(G1)Asp—Gly (GAC—GGC)

Hb G Georgia 095(G2)Pro—Leu (CCG—CTG)
Hb Strumica al12(G19)His—Arg (CAC—CGC)
Hb J Meerut al120(H3)Ala—Glu (GCG—GAQG)

Hb Setif 094(G1)Asp—Tyr (GAC—TAC)

Hb Bronova al03His—Leu (CAC—CTC)
Hb Constant Spring o 142(H19) +31 kalint1

B globin zincirinde olusan mutasyonlar ve neden olduklar1 anormal hemoglobinler

Hb S

B6(A3)Glu—Val (GAG—GTG)




Hb C B6(A3)Glu—Lys (GAG—AAQG)
Hb Ankara B10(A7)Ala—Asp (GCC—GAC)
Hb E Saskatoon 22(B4)Glu—Lys (GAA—AAA)
Hb G Coushatta B22(B4)Glu—Ala (GAA—GCA)
Hb D Iran B22(B4)Glu—GIn (GAA—CAA)
Hb E B26(B8)Glu—Lys (GAG—AAQG)
Hb Knossos B27(B9)Ala—Ser (GCC—-TCC)
Hb Hakkari B31(B13)Leu—Arg (CTG—CGQG)
Hb G Copenhagen 47(CD6)Asp—Asn (GAT—AAT)
Hb Summer Hill B52(D3)Asp—His (GAT—CAT)
Hb Hamadan B56(D7)Gly—Arg (GGC—CGC)
Hb J Antakya B65(E9)Lys—Met (AAG—ATG)
Hb City of Hope B69(E13)Gly—Ser (GGT—AGT)
Hb J Iran B77(EF1)His—Asp (CAC—GAC)
Hb G Szuhu B8O(EF4)Asn—Lys (AAC—AAA veya AAG)
Hb Istanbul B92(F8)His—GIn (CAC—CAA veya CAG)
Hb N Baltimore B95(FG2)Lys—Glu (AAG—GAQG)
Hb Koln BI8(FGS5)Val-Met (GTG—ATQG)
Hb D Los Angeles B121(GH4)Glu—GIn (GAA—CAA)
Hb O Arab B121(GH4)Glu—Lys (GAA—AAA)
Hb Beograd B121(GH4)Glu—Val (GAA—GTA)
Hb Sarrebourg B131(H9)GIn—Arg (CAG—CGG)
Hb Brockton B138(H16)Ala—Pro (GCT—CCT)
Hb Volga B27(B9)Ala—Asp (GCT—GAT)
Hb Siirt B27(B9)Ala—Gly (GCT—GGT)
Hb Tyne B5(B9)Pro—Ser (GCT—-TCT)
Hb Pyrgos B83(EF7)Gly—Asp (GCT—GAT)
Hb Antalya Kodon 3-5 Lue-Thr-Pro—Ser-Asp-Ser

v globin zincirinde olusan mutasyonlar ve neden olduklar1 anormal hemoglobinler

Hb F Baskent

v128(H6)Ala—Thr (GCT—ACT)

0 globin zincirinde olusan mutasyonlar ve neden olduklar1 anormal hemoglobinler

Hb A2 Yialousa

082C-T Ala28Ser

Hibrit hemoglobinler
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Hb Lepore Boston

Hb P-Nilotic

2.2.1.1. Hemoglobin S

Hb S diinyada birinci siklikla gbzlenen ve ilk belirlenen anormal hemoglobindir. 3
globin zincirinde 6. poziyondaki glutamik asit yerine valin gegcmesine neden olan glutamik
asiti kodlayan GAG dizisinde adenin yerine timinin gegerek GTG dizisini olusturan nokta
mutasyonu sonucunda meydana gelmektedir. Hb S igeren eritrositler O, azligi durumunda
polimerleserek hiicreleri orak seklini almaktadirlar. Olusan bu hiicreler kisa omiirliidiirler ve
kapiller kan damarlarinda gegerken tikanmalara neden olarak normal kan akiminda
bozulmaya ve lokal hipoksiye neden olmaktadirlar. Hb S genini heterozigot tasiyan bireylerde
dolasimdaki Hb S miktar1 %50’den azdir. Bu bireylerin kan morfolojileri, fiziksel gelisimleri,
aktiviteleri ve yasam siireleri normaldir. Hb S genini homozigot olarak tasiyan bireylerde ise
otozomal resesif kalitim gosteren orak hiicre anemisi goriiliir. Anemi, bazi enfeksiyonlarin
siddetinde artis, organ hasarina neden olabilecek doku enfarktiisleri ve tekrarlayan agrili

krizler klinik belirtilerini olusturur®2°.

2.2.1.2. Hemoglobin D Los Angeles

Hb D, B globin zincirindeki 121. pozisyonda glutamik asit yerine glutamin ge¢mesi ile
meydana gelmektedir. Ulkemizde ikinci en yaygin goriilen anormal hemoglobin olup goriilme
sikligr 9%0,2 olarak bildirilmektedir. Tasiyicilarda klinik, hematolojik ya da fizyolojik bir
anormallik yokken homozigot olgularda orta derecede hemolitik anemi ve dalak biiylimesi
gozlenmektedir. pH 8,6’da elektroforetik olarak Hb S ile aym1 yerde go¢ etmektedir. Bu iki
hemoglobinin ayrimi basit olarak oraklagma testiyle olabilecegi gibi asit pH’da farkli goc

etmesi, HPLC ve genetik olarak da yapilir***"?.

2.2.1.3. Hemoglobin E
Hb E B globin zincirindeki 26. pozisyonda glutamik asit yerine lizin ge¢cmesini
saglayan GAG dizisinin AAG’ye donilismesiyle meydana gelmektedir. Diinyada ikinci siklikla

goriilen anormal hemoglobindir. Olgularin %80’1 Giineydogu Asya’da bulunmaktadir.
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Ulkemizde 3. Siklikla dzellikle Cukurova bolgesinde goriilmektedir ve tasiyict siklign %0,16
ile %2,4 arasinda bildirilmektedir. Tasiyicilarinda herhangi bir semptom goriillmezken
homozigot olgularda orta derecede anemi ile birlikte eritrosit dmrii kisalmistir. Bunun yaninda
diger anormal hemoglobinlerden farkli olarak eritrositlerde mikrositoz ve hipokromi

gozlendiginden talasemik fenotip ortaya gikar™-*"**="

2.2.1.4. Hemoglobin C

Hb C B globin zincirindeki 6. pozisyonda glutamik asit yerine lizin ge¢mesini neden
olan GAG dizisinin AAG’ye doniismesiyle ortaya ¢ikmaktadir. Bu degisiklik eritrositlerin
dikdortgen seklinde kristalleserek ¢okmesine neden olmaktadir. Diinya genelinde en yaygin
olarak Bati Afrika’da %25 oraninda tasiyict sikligt  gozlenmektedir. Tasiyicilar
asemptomatikken homozigotlarda kronik hemolitik anemi ve splenomegali goriilmektedir.

Periferik yaymalarinda hedef hiicreleri yogun olarak gozlenir® 2632,

2.2.2. Talasemiler

Hemoglobin molekiiliiniin yapisinda bulunan globin zincirlerinin yapimindaki bir
bozukluk nedeniyle ortaya ¢ikan, otozomal resesif kalitim gdsteren, hipokromik mikrositer
anemiye talasemi adi verilir. Talasemiler genellikle, globin zincirinin yetersiz sentezi ya da
hi¢ sentez edilmeyisi ile karakterizedir. Normal hemoglobin molekiilii oldukca kararli suda
¢Oziinlirliigli yiiksek olmasina ragmen talasemilerde dengesiz sentez sonucu biriken fazla a
veya B zincirleri ayn1 6zelligi gosteremez. Eritrosit iginde biriken fazla globin zincirleri
cokelerek bu hiicrelerin erken yikimina neden olur. Bu durum, talasemilerde basarisiz
eritropoez ve hemolize neden olmaktadir. Talasemiler yetersiz oranda sentezlendigi bilinen

globin zincirlerine gore siniflandirlabilirler®?°.

2.2.2.1. o Talasemiler

a-Talasemide en sik rastlanilan patoloji gen delesyonudur, nadiren de nondelesyonel
mutasyonlar goriiliir. Dort o geninden bir tanesi delesyona ugradiginda o-talasemi, (sessiz
talasemi veya o- talasemi-2), iki o geni delesyona ugradiginda o’-talasemi, ii¢ a-geni

delesyona ugradiginda ise Hb H (B 4) hastalig1 ad1 verilen hastalik ortaya ¢ikar. Hb Bart’s (y4)
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(hidrops fetalis) ise dort a-geni de delesyona ugramistir, bu durumda intra uterin tedavi
yapilmazsa fetal 6liim veya dogumu takiben 1-2 dakika i¢inde bebek dliimii gergeklesir® .

o Talasemiler diinyada en yaygin gen hastalig1 olarak bilinmektedir. En ¢ok Uzak
Dogu, Orta Dogu, Hindistan yarimadasi, Akdeniz havzasi ve Afrika’da goriilmektedir.
Yapilan ¢aligmalarda Tiirkiye’de Hb SS ve o talasemi ¢ifte heterozigotlugu olan olgular
bildirilmigtir. Eti Tiirklerinde yapilan bir ¢alismada orak hiicre anemisi olan olgularda o
talasemi siklig1 %17 olarak bulunmustur. Yiiregir ve arkadaslar1 Adana Karatas bolgesinde
yaptiklar1 g¢alismada 3.7 kb delesyonu iceren ve o gen triplikasyonlu olgular tespit

etmislerdir. Kiling ve arkadaslar1 Adana bolgesinde dogan bebeklerde kordon kani ¢aligmasi

ile o talasemi tastyicilik sikligim %3,3 olarak bulmuslardir™*.

2.2.2.2. B Talasemiler

11. kromozomdaki B geninde gesitli ve ¢ok sayida genetik mutasyonlar sonucu, 3
globin zincir yapisinin azalmasi p*-talasemi veya hi¢ yapilmamasi ile p°’-talasemi hastalig:
ortaya cikmaktadir. [-talaseminin en Onemli nedenini, o-talasemide goriilen biiyiik
delesyonlar degil gen i¢indeki nokta mutasyonlari olusturmaktadir. o globin/non a globin
oraninda olusan dengesizlik talaseminin siddetinin tayininde en énemli faktordiir™*®,

[ talaseminin ortaya c¢ikmasi dogumdan sonra fetal hemoglobinin (any,) eriskin
hemoglobini (af3;) ile yer degistirmesi sonucunda olusur. 3 talasemiler klinik olarak sessiz
heterozigot [ talasemiden siirekli transfiizyona bagimli talasemi majore kadar degisen ¢esitli
fenotiplerde gozlenen genetik bir bozukluktur. B talaseminin biiyiik bir kisminda heterozigot
durumda Hb A, diizeyi ylikselmistir. Cok az bir kisminda Hb A, diizeyi normaldir, bu
olgularin biiyiik boliimiinde ise & talaseminin bilesik kalitimi vardir®.

B globin zincirinin eksikligi veya yokluguyla gama ve delta zinciri artist HbA, ve HbF
artmasina neden olmaktadir. B-talasemi’li hastalarda intrautero y globin sentezi yeterli oldugu
icin B globin sentezindeki bozukluk HbA’nin HbF ile yer degistirmesi gereken donemde
baslar. Klinik bulgularin yasamin ilk birkag aymnda goriilmemesinin nedeni budur™.

Ulkemizinde yer aldig1 yiiksek oranda talasemi geni tastyan toplumlari icine alan
diinya talasemi kusag1 Akdenizden baslayip Ortadogu tlizerinden Giineydogu Asya iilkelerine
kadar uzanmaktadir. Diinya niifusunun %3’iliniin B talasemi geni tasidigi bildirilmektedir.
Tiirkiye’de yaklagik 1.300.000 tasiyici ile 4000 kadar hasta birey bulundugu rapor edilmistir.

Bugiine kadar  talasemiye neden olan 200’den fazla beta globin geni mutasyonu tanimlanmis
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olup iilkemizde 30’dan fazla tipine rastlanmistir (Cizelge 2.3). 1VS-1-110 Tirkiye’de en
siklikla rastlanan B talasemi mutasyonudur. Yiiregir ve arkadaslari Cukurova’daki beta
talasemi tasiyict oranlarin1 Hatay’da %5,7, Mersin’de %]1,8 ve Adana’da %3 olarak
belirlemistir™*'>*. Cizelge 2.4°de Cukurova’da saptanan [ talasemi mutasyonlari

goriilmektedir™.

Cizelge 2.3: Tiirkiye’de saptanan p talasemi mutasyonlar®*.

No Mutasyon Yeri Baz Degisimi

1 -101 C-T

2 -87 C—-G

3 -30 T—A

4 -28 G—-C

5 +22 G—A

6 Cd>s -CT

7 Cdé6 -A

8 Cds8 -AA

9 Cd 8/9 +G

10 Cd 15 TGG—-TAG
11 Cd 15 TGG—-TGA
12 Cd 22/23/24 -AAGTTGG
13 Cd 27 G—-T

14 Cd 30 G—-C

15 Cd 36/37 -T

16 Cd 37 G—A

17 Cd 39 C-T

18 Cd 44 -C

19 Cd 74/75 -C

20 Cd 82/83 -G

21 IVS I-1 G—A
22 IVS I-1 G—C

23 IVS I-1 G-T
24 IVS I-5 G—A
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25 VS I-5 G—C

26 IVS I-5 GoT

27 IVS 1-6 T—C

28 IVSI-110 G—A

29 IVS I-116 TG

30 IVS 1-130 G—A

31 VS I-130 G—C

32 IVS 1I-1 G—A

33 IVS 11-654 C—T

34 IVS 11-745 C—G

35 IVS 11-848 C—A

36 3" UTR ~13bp

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

Cizelge 2.4: Cukurova’da saptanan B talasemi mutasyonlarr®.

Mutasyon Baz Degisimi % Sikhig
IVSI-110 G—A 57,3
IVS I-1 G—A 8,3
Cd 39 C-T 6,4
IVS I-6 T—C 5.7
Cd8 -AA 55
-30 T—A 5,1
IVS II-1 G—A 2,1
IVS 1I-745 C—-G 4,2
Cd>s -CT 5,1
Cd 44 -C 3.4
Cd 74/75 -C 2,1
IVS I-5 G—C 0,4
Cd 8/9 +G 0,8
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Cd 36/37 -T 0,8
Cd 22/23/24 -AAGTTGG 0,8
IVS I-130 G—C 0,8
IVS I-5 G—A 0,4
-28 G—C 0,2
Cd15 TGG—-TGA 0,2
Cd 82/83 -G 0,2
2.3. Mikroarray

Siklikla kullanilan geleneksel laboratuar yontemleri, genellikle tek bir gen veya
proteinin arastirilmasina yoneliktir. Hastaliklarin ¢ogunda bir¢ok gen etkilenmekte ve birgcok
faktore bagli olarak olusmaktadir. Bu da, bir¢cok farkli genin ve proteinin bir arada, kolay ve
verimli olarak incelenebilmesi ihtiyacini ortaya ¢ikarmistir. Gelisen bilgisayar teknolojisinin
biyolojiye uyarlanmasi ile ortaya ¢ikan DNA mikroarray yontemi yiizlerce genin
ekspresyonunu inceleme imkanini saglamistir™®".

DNA mikroarray kavrami 1995°de Brown tarafindan ortaya atilmis olup yliksek
giivenilirlkle niikleik asit analizini saglamaktadir ve yiiksek duyarlilikla geleneksel
yontemlerle belirlenmesi zor olan kii¢ilik farkliliklarin tespit edilmesine olanak saglamaktadir.
Mikroarray teknolojisi molekiiler biyoloji yontemleriyle fizikokimyasal yoOntemlerin
gelismesiyle ortaya ¢ikan ve gelistirmeye elverigli bir bilim dalidir. Temeli Nouthern ve
Southern blotlama teknigine dayanan mikroarray teknolojisi farkli diizeylerde yillardir
kullanilan bir teknik olmasma ragmen son zamanlarda kullanilan DNA mikroarray
teknolojisiyle hizli bir gelisme kaydedilmistir. Mikroarray yontemleri ilk olarak tip alaninda
gen ekspresyon analizlerinde kullanilmigtir. Hibridizasyon tepkimelerine dayali yontemle
mutasyon taramasi, polimorfizm analizleri ve haritalama gibi  calismalarda
kullanilabilmektedir. Mikroarray uygulamalar1 ve dizileme tabanli yontemler gen ekspresyon
caligmalarina ve dolayisiyla genomik ¢aligmalara yeni boyutlar katmislardir. Genom hiicreden
hiicreye sabit olmakla birlikte gen ekspresyonu hiicrenin bulundugu sartlara gore
degisebilmektedir. Bu sartlara gore genlerin ekspresyonlarindaki degisimler incelenerek

kodladiklari proteinlerin islevleri hakkinda bilgi edinilebilir. **°'.
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Mikroarray yontemlerinin en dnemli avantajlari, aynt anda bir¢ok genle ilgili bilgi
alinmasi, hizli sonug elde edilmesi, az sayida deney yapilmasi, giivenilir olmasi ve sistem
kurulduktan sonra ucuz olmasidir. Otomasyona adapte edilebilir olmasi nedeniyle rutin
analizlerde kullanilma avantaji teknolojinin hizla yayginlasmasina neden olmustur. Diger
yandan degisik oranlarda ve cesitlilikte hibridizasyon sonuglar1 kisa zamanda ¢ok sayida veri
tiretir. Mikroarray yontemleriyle ¢ok fazla veri elde edilmesi ve bu verilerin analizi igin

yazilim programlarina ihtiya¢ duyulmasi yéntemin dezavantajlaridir®®.

2.3.1. Mikroarray Tekniginin Uygulama Basamaklar:

Nanogen array calisma sistemi diger array sistemlerinden farkli olarak kullanicinin
istegine bagl olarak tasarim yapma imkani veren, elektronik array tekonolojisinde nokta
mutasyonlarinin analizinde yiiksek giivenilirlik sunan bir sistemdir.

Calisilmak istenen genle ilgili mutasyon tanimlayicilar tasarlandiktan sonra standart
uygulamalar yapilmaktadir. PCR temelinde ¢ogaltma isleminden sonra biyotinle isaretlenmis
tiriin elde edilir. Streptavidin kapli yonga tlizerine gonderilen tuzdan arindirilmis iirlin elektrik
akimi yardimiyla sikica tutunur. Kirmizi ve yesil 1s1ma yapan mutasyona 6zgii tanimlayicilar
ile hibridizasyon sonrasi alinan sinyaller kamera tarafindan kaydedilerek otomatik olarak

. 1. 65
analiz edilir ~.
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3.1. Gerecler

3.1.1. Cihazlar

1)
2)
3)
4)
5)
6)
7

8)

9)
10)

11)
12)

13)
14)
15)
16)
17)
18)
19)

Kan Sayim Cihazi
Analitik terazi
Hassas terazi
Manyetik karistirici
pH metre
Elektroforez tanki

Gli¢ kaynagi

Vorteks

Mikroskop

Spektrofotometre

Su Banyosu

Santrifii

Calkalayici
Derin dondurucu
Buz makinasi
Mikrodalga firin
Etiv

HPLC

Otomatik pipetler

3. GEREC ve YONTEM

Coulter Counter T-890

Mettler AJ100

Mettler P1210

Heidolph MR2002

WTW pH S25

Bio-Rad

Gelman Hawksley

Pharmacia ESP 500/400

Bio-Rad Power PAC 300

Hoefer Scientific Instruments PS 500 XT DC
Unitterruptible Power Supply Inform
Niive NM 110

Electromag M16

Heidolph

Nikon

Shimadzu UV 260

Shimadzu UV 120-02

Niive BM 101

Eppendorf Centrifuge 5810 R
Beckman Microfuge E
IRMA-Shaker

Bosch

Scotsman AF-10

Argelik

Memmert

Agilent 1100

Gilson 0-10uL, 0-20uL, 0-100uL, 0-200uL 0-1000pL
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20)  Isisal dongii cihazi  Eppedorf Mastercycler Gradient
21)  Fotograf makinasi  Polaroid MP4

22)  Filmler Polaroid/siyah-beyaz Tip 52, 57

23) UV kaynag FotoDyne

24)  Mikroarray Nanogen Molecular Biology Work Station
25)  Vakum Millipore

26)  lletkenlik 6lcer Twin Cond Horiba

3.1.2. Kimyasal Maddeler

1) Na-Barbital Merck
2) Barbital Merck
3) Tris-Baz Sigma
4) Etilendiamin Tetraasetikasit (EDTA) Merck
5) Borik Asit Merck
6) Ponceau-S Sigma
7) Trikloroasetik Asit Merck
8) Asetik Asit Merck
9) Entellan Merck
10)  Sodyummetabisiilfit Merck
11)  Glisin Merck
12)  Potasyum Siyaniir Merck
13)  Sodyum Klortir Merck
14)  DE-52 Regine Whatman
15)  Potasyum ferrisiyaniir Merck
16)  Sodyum Hidroksit Merck
17)  Hidroklorik Asit Merck
18)  Amonyum Siilfat Merck
19)  Sodyum Dodesil Siilfat (SDS) Sigma
20)  Magnezyum Kloriir Merck
21)  Tris-HCI Sigma
22)  2-Merkaptoetanol Merck
23)  Amonyum Kloriir Sigma
24)  Amonyum Bikarbonat Sigma
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25)
26)
27)
28)
29)
30)
31)
32)
33)
34)
35)
36)
37)
38)
39)
40)
41)
42)
43)

Proteinaz K

Fenol

Kloroform

Potasyum Klortir
Jelatin

Spermidin

Niikleotid karigimi
Taq Polimeraz
Restriksiyon enzimleri
Sigir Serum Albumini
DMSO

Agaroz

Gliserol

Ficoll

Etidyum Bromiir
Histidin

Sodyum fosfat
Cogaltma primerleri

Tanimlayici
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Qbiogene

Merck

Merck

Merck

Sigma

Promega

Promega, Fermentas
Promega, Fermentas
Sigma

Merck

Sigma

Merck

Sigma

Sigma

Sigma

Sigma



3.2. Ornek Secimi

Ornekler toplanmadan &nce ¢aligmanin bilimsel uygunlugu icin etik kurul onay:
almmistir (EK 1). Kan &rnekleri, Konya Il Saglik Miidiirliigii tarafindan organize edilen
merkez ve ilge saglik ocaklarinin araciligi ile ortaklasa ¢alisma sonucu tarama amaglh olarak
toplanmistir. Konya il merkezinden 108, Ilgin’dan 64, Seydisehir’den 58, Aksehir’den 34 ve
Cumra’dan 13 olmak {iizere toplam 277 kisi konu hakkinda bilgilendirilip anket formlar1
doldurulduktan sonra hasta ve yakinlar1 goniillii olarak calismaya katilmistir (EK 2-3). Kan
ornekleri yaklasik 10 ml olacak sekilde EDTA’] tiipe alinarak soguk zincir kurallarina uygun
sekilde laboratuara getirilmistir. Tiim 6rneklerin kan sayimi, hemoglobin tiplendirmesi, Hb
A2 ve Hb F diizeyleri manuel ve HPLC yontemleriyle belirlenmistir. Molekiiler ¢alismalar
icin tiim Orneklerin DNA’lar1 izole edilerek +4°C’de saklanmis mutasyonlar klasik ve
biyoteknolojik yontemler (ARMS ve RFLP)ve nanoteknolojik ydntem (mikroarray) ile

belirlenmistir.

3.3. Yontemler

3.3.1. Hematolojik Analizler

EDTA’L tiiplere alinan kan Orneklerinin, Hemoglobin (Hb), Hematokrit (Hct),
Eritrosit (RBC), Ortalama Eritrosit Hacmi (MCV), Ortalama Eritrosit Hemoglobini (MCH) ve
Ortalama Eritrosit Hemoglobin Konsantrasyonu (MCHC) degerleri kan sayim cihazi ile

Olclilmiistiir.

3.3.2. Seluloz Asetat Hemoglobin Elektroforezi
Alkali pH’da hemoglobin molekiilii negatif yiikliidiir ve elektriksel ortamda anoda

dogru go¢ ederken hemoglobin yapist farkli olanlar go¢ hizlarina gore ayrigirlar®.

Ayiraclar:
1. Katot Tamponu pH 8,6:
Na-Barbital 515¢
Barbital 0.92 g ¢oziilerek dH,O ile bir litreye tamamlanir.
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2. Anot Tamponu pH 9,1:

Tris-Baz 252¢g
EDTA 25¢g
Borik Asit 1.9 g ¢oziilerek dH,O ile bir litreye tamamlanir.

3. % 0,5 Ponceau-S
% 5°lik Trikloroasetik Asit ile hazirlanir.
4. % 5 Asetik Asit

Hemolizat hazirlamisi: EDTA’1 tiiplere alinan kan 6rnekleri santrifiij edilip plazma
ayrildiktan sonra eritrositler serum fizyolojik ile en az 3 defa yikanir. Elde edilen

eritrositlerden 60 ul alinip 1 ml dH,O ile patlatilarak hemolizat hazirlanir.

Yontem: Seluloz asetat kagidi ilizerine anot, katot ve uygulama noktas: isaretlenerek
ornek numarasi1 yazilip esit hacimde karigtirilan anot ve katot tamponu icinde 5 dakika
islatilip filtre kagidi arasinda hafifce kurutularak 6rnekler uygulama noktasina tatbik edilir.
Katotik olarak elektroforez tankina yerlestirilen striplere 45 dakika siireyle 0.75 mA/cm
olacak sekilde elektrik akimi verilip elektroforez sonunda stripler 5 dakika Ponceau-S

icerisinde boyandiktan sonra boya artiklar1 %5°’lik asetik asit ile temizlenir.

3.3.3. Oraklasma Testi
Elektroforez ile Hb S olarak belirlenen 6rnekler i¢in Hb D ile ayirim saglamak
amaciyla oraklagsma testi yapilir. Oksijensiz ortamda sodyum metabisiilfit varliginda

eritrositlerin orak seklini almasiyla tanimlamir®’.

Ayrraclar:
1. Entellan
2. %2 Sodyummetabisiilfit

Yontem: Tam kan 6rneginden 20 pl alinip lam {izerine konularak %2 sodyum

metabisiilfit damlatilir. Lamelle kapatilarak kenarlar1 entellan ile hava almamasi i¢in
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sabitlenir. 5-30 dk beklendikten sonra mikroskopta eritrositlerin orak sekli alip almadigt

incelenir.

3.3.4. Mikrokolon Kromatografisi ile Hb A, Tayini

Mikrokolon kromatogrofisi ile Hb A, fraksiyonunun ayirimi hemoglobin molekiilii
tizerindeki yiiklii gruplar ile iyon degistirici regine tizerindeki yiiklii gruplar arasindaki
etkilesime dayanir. Hemolizat recine iizerine adsorbe edildiginde hemoglobin molekiiliiniin
iyonik giicline bagli olarak regineye baglanir. Recineye bagli molekiiller iyonik giicti daha

fazla olan tampon ile yarisa girerek regineden ayristirilir®.

Ayrraclar:
1. Aymrag A:

Glisin I5¢

KCN 0.1 g ¢oziilerek dH,O ile bir litreye tamamlanir.
2. Ayrrag Aj:

Glisin I5¢g

KCN 0,1g

NaClI 1,17 g ¢oziilerek dH,O ile bir litreye tamamlanir.
3. Ayrrag B:

Glisin I5¢g

KCN 0.1g

NaCl 11.7 g ¢oziilerek dH,O ile bir litreye tamamlanir.
4. lyon degistirici regine DE-52

Jel hazirlamisi: Iyon degistirici recine DE-52 iizerine ii¢ hacim ayirag A eklenip
karistirilir. Regine tanecikleri sismeye baslayinca siipernatant kismi atilip yikama islemi 4

defa tekrarlanir.
Kolon hazirlamisi: Plastik kisa uclu kolonun ucuna reginenin akmasini engellemek

icin kiiciik bir parca cam pamugu yerlestirilerek dikey durumda c¢alisma seti hazirlanir.

Pamuk, ayira¢ A ile nemlendirildikten sonra kolon regine ile doldurulur.
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Hemolizat hazirlamisi: Tam kan O6rneginin serum fizyolojik ile yikanmasiyla elde

edilen eritrositlerden 60 ul alinip Iml dH,O ile hemoliz edilir.

Yontem: Regine kolonda dengelendikten sonra iizerine 60 pl hemolizat uygulanir ve
tamaminin re¢ineye adsorbe olmasi i¢in beklenir. Kolon ayirag A, ile yikanarak 8 ml siiziintii
(eliivat) toplanir. Bu esnada Hb A;’nin kolondan ayrilmasi saglanmis olur. Total Hb’nin
recineden yikanmasi i¢in kolon, ayira¢ B ile yikanir. Toplanan siiziintii dH,O ile 25 ml’ye
tamamlanir. Iki ayr tiipte toplanan siiziintiilerin spektrofotometrede absorbanslari 415 nm

dalga boyunda dH,O koriine kars1 6l¢iiliir.

Hesaplama: Asagidaki esitlige gore hesaplama yapilir.

OD A; x 100
% Hb A, =

OD A; + (3.125 x OD Total)

3.3.5. Modifiye Betke Yontemi ile Hb F Tayini

Hemoglobinler i¢inde alkaliye en direngli olan1 Hb F’dir. Hazirlanan hemolizat
kuvvetli baz ve yogun tuz ayiraci ile muamele edilerek diger hemoglobinler ¢oktiirtiliir.
Cokiintiiler filtre kagidindan gecirildiginde elde edilen siiziintiideki Hb F diizeyi

spektrofotometrede 540 nm’de okunan absorbans degerinden hesaplanir®.

Ayrraclar:
1. Siyaniir ayiraci:
K3Fe;(CN)g 02¢g
KCN 0.2 g coziilerek dH,O ile bir litreye tamamlanir.
2. 1.2 N NaOH
3. Doymus Amonyum Siilfat

Hemolizat hazirlanisi: Tam kan 6rneginin serum fizyolojik ile yikanmasiyla elde

edilen eritrositlerden 60 pl alinip 1ml dH,O ile hemoliz edilir.
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Yontem: Her bir 6rnek i¢in 3 deney tiipii hazirlanir. 1. tiipe 3.8 ml siyaniir ¢ozeltisi
konup 0.2 ml hemolizat ile karigtirillarak 10 dakika bekletilir. Bu karisimdan 2.8 ml 2.tlipe
alinip {lizerine 1.2 N NaOH’dan 0.2 ml ilave edilip 2 dakika bekletilir. Daha sonra 2. tiipiin
istiine 2 ml amonyum siilfat eklenip 15-20 dakika bekletilerek filtre kagidindan siiziiliir. Total
Hb tayini i¢in L tiipten 0.4 ml alinip 6.75 ml saf su ilave edilerek III. tiip hazirlanir. Siizlinti
ve III. tliplin absorbanslart spektrofotometrede 540 nm dalga boyunda saf su koriine karsi

okunur.

Hesaplama: Asagidaki esitlige gore hesaplama yapilir.

ODF

% Hb F = OD Towml x 101~ 100

3.3.6. Yiiksek Basinch Sivi Kromatografisi (HPLC) ile Hemoglobin Tiplendirmesi
Agilent 1100 serisi HPLC cihazi ile hemoglobin tiplendirmesi yapilir. Cihazin ¢alisma
prensibi hareketli fazin kolon i¢ine yiliksek basingla pompalanarak durgun faz, hareketli faz ve
ornek arasindaki etkilesimin tipine bagl olarak ayrigmasi esasma dayanir. Ozel kolonlar,

duyarh saptayicilar ve yiiksek akis hizi ile iistiin ayirma 6zelligine sahiptir®.

3.3.7. Lokositten DNA Izolasyonu

EDTA’l1 tiiplere alinan kandan eritrositler hemoliz edilerek uzaklastirilirken 16kositler
saf olarak elde edilir. Lokosit membran1 tampon ile bir gece 37°C’de bekletilerek

pargalandiktan sonra fenol ve kloroform ile muamele edilerek elde edilen ¢oziiniir haldeki

DNA alkol ile ¢oktiiriiliir 2.

Ayiraclar:

1. Pargalayict Tampon:
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Amonyum Kloriir 3,570 g
Amonyum Bikarbonat  0,0350 g ¢oziilerek dH,O ile bir litreye tamamlanur.

2. Lokosit parcalayici tampon:

4 M NaClI 3,75 ml

0,5 M EDTA-Na, pH 7,5 5,0 ml

SDS 100 mg

Proteinaz K (10 mg/ml) I ml alinip dH,0 ile 100 ml’ye tamamlanir. Tek

kullanimlik pargalara ayrilarak -20°C’de saklanir.

3. Sivi Fenol pH 8,0
4. Kloroform

5. %70 Etil Alkol

6. Saf Etil Alkol
Yontem:

1. 1 ml EDTA'l tam kan alinarak {izerine 3 ml soguk parcalayici tampon eklenip
siddetlice calkalanir ve 10 dakika buz i¢inde bekletilir.

2. +4°C’de 5000 rpm'de 5 dakika santrifiij edilerek siipernatan atilip bu islem iki kez
tekrar edilir.

3. Lokosit pelleti iizerine 1 ml 16kosit parcalayici tampon eklenip karistirilir ve
37°C’de bir gece bekletilir.

4. Tiplere 400 pul fenol ile 400 ul kloroform eklenerek karistirilir ve 5000 rpm’de 5
dakika santrifiij edilerek altta kalan fenol klorofom karigimi atilir. Bu islem 2 kez
tekrar edilir.

S. Tiiplere 400 pl kloroform eklenerek 5000 rpm’de 5 dakika santrifiij edilir.

6. Santrifiij sonunda iist faz 10 ml %95°lik etil alkol igeren tiipe aktarilir. Tiip yavasca
karistirtlarak DNA’nin ipliksi bir goriinlim alig1 saglanip 13.000 rpm'de 3 dakika
santrifiij edilir.

7. Siipernatan atilip DNA {izerine 1ml %70’lik etil alkol eklenerek karistirilir ve
13.000 rpm'de 3 dakika santrifiij edilir.

8. Siipernatan atilip alkol kurutulur.

9. Pelletin biiyiikliigiine gore iizerine 40-100 pl steril dH,O eklenip DNA’nin
¢oziinmesi i¢in 37°C’de bekletilir.

10. DNA ¢o6ziildiikten sonra konsantrasyonu hesaplanir.
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Hesaplama: DNA derisimi (pug/ml) = ODyg0x Seyreltme faktorii x 50*
DNA verimi = OD260 / OD230

* 11 cm 1s1k yollu kiivette 1 OD’ye karsilik gelen pg/ml birimindeki DNA miktart.

3.3.8. ARMS (Amplification Refractory Mutation System) Yontemiyle
Talasemi, Hb S Mutasyonlarimin Tanimlanmasi

Nokta mutasyonlarin1 veya kiigiik delesyonlari tanimlamak i¢in ARMS yontemi
gelistirilmistir.

Klasik PCR'dan farkli olarak mutasyona 0zgii ¢ogaltma (amplifikasyon) islemi
yapilarak mutant B globin alelleri saptanmaya c¢alisilir. Mutant [ globin alelline 6zgii
primer sadece mutasyonun oldugu bolgeyi tanirken, mutasyonun olmadigi bdlgeye
yapigsmayacak ve ¢ogaltma islemi sonugsuz kalacaktir. Boylece bir tane mutant alelle 6zgii
primer, bir tane bunun zit bolgesini karsilayan primer ve iki tane de genin mutasyon
icermeyen herhangi bir bolgesini ¢ogaltarak kosullarin  dogrulugunu kontrol etmeye
yarayacak toplam dort primerin tek bir tiipte kullanilmasiyla B geninin bilinen mutasyonlari

s 7377
saptanabilir’™™"".

Ayrraglar:
1. 10X Cetus Tamponu:

2M KCI 1,25 ml
1M Tris.HCI 0,5 ml

IM MgCl, 75 ul
Jelatin 5 mg
Steril dH,O 3,2 ml karistirilip jelatinin erimesi i¢in 37°C'de bekletilir.

2. 1 M Spermidin
3. 1,25 mM dNTP
4. PCR Karisimai:
10X Cetus tamponu 500 pl

Steril distile su 2700 pl
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1,25mM dNTP 800 ul

IM Spermidin 4 ul alinip karistirilir.
. Primerler (5 pmol/pl):
Ortak primer 1: 5’ACC TCA CCC TGT GGA GCC AC 3’

Ortak primer 2: 5’CCC CTT CCT ATG ACA TGA ACT TAA 3’

S'sabit primer: 5’CAA TGT ATC ATG CCT CTT TGC ACC 3’

3'sabit primer: 5’GAG TCA AGG CTG AGA GAT GCA GGA 3’

ARMS Primerleri
-101 gC—>T}1: 5'-GGT ACG GCT GTC ATC ACT TAG ACC TCA GCT-3

-101 (C>T)*%: 5'-GGT ACG GCT GTC ATC ACT TAG ACC TCA GCC-3'

-87 (C—G)": 5'-CAC TTA GAC CTC ACC CTG TGG AGC CAC CCG-3'
-87 (C>G)*: 5-CAC TTA GAC CTC ACC CTG TGG AGC CAC CCC-3’

-30 (T-A)": 5 GCA GGG AGG GCA GGA GCC AGG GCT GGC CAT 3'
-30 (T-A)%: 5" GCA GGG AGG GCA GGA GCC AGG GCT GGC CAA 3’

IVSI-1 (G-A)": 5 TTA AAC CTG TCT TGT AAC CTT GAT ACG AAT 3’
IVSI-1 (G-A)*: 5' TTA AAC CTG TCT TGT AAC CTT GAT ACG AAC 3’

IVSI-5 (G-C)": 5" CTC CTT AAA CCT GTG TTG TAA CCT TGT TAG 3’
IVSI-5 (G-C)*: 5 CTC CTT AAA CCT GTG TTG TAA CCT TGT TAC 3’

IVSI-6 (T-C)": 5' TCT CCT TAA ACC TGT CTT GTA ACC TTC ATG 3’
IVSI-6 (T-C)*: 5' TCT CCT TAA ACC TGT CTT GTA ACC TTC ATA 3’

IVSI-110 (G-A)": 5" ACC AGC AGC CTA AGG GTG GGA AAA TAC ACT 3’
IVSI-110 (G-A)*: 5°’ACC AGC AGC CTA AGG GTG GGA AAA TAC ACC 3

IVS 1-25 be del': 5°-CTC TGG GTC CAA GGG TAG ACC ACC AGC ATA-3’
IVS 1-25 be del’: 5’-GCA GCC TAA GGG TGG GAA AAT AGA CCA ATA-3’

26



IVSII-1 (G-A)": 5 AAG AAA ACA TCA AGG GTC CCA TAG ACT GAT 3’
IVSII-1 (G-A)*: 5 AAG AAA ACA TCA AGG GTC CCA TAG ACT GAC 3’

IVSII-745 (C-G)': 5" TCA TAT TGC TAA TAG CAG CTA CAA TCG AGG 3’
IVSII-745 (C-G)*: 5' TCA TAT TGC TAA TAG CAG CTA CAA TCG AGC 3’

Cd 6 (-A)": 5'-CCC ACA GGG CAG TAA CGG CAG ACT TCT GCC-3'

Cd 6 (-A)*: 5'-CCC ACA GGG CAG TAA CGG CAG ACT TCT GCT-3'

Cd 8 (-AA)": 5 ACA CCA TGG TGC ACC TGA CTC CTG AGC AGG 3’
Cd 8 (-AA)*: 5" ACA CCA TGG TGC ACC TGA CTC CTG AGC AGA 3’

Cd 8/9 (+G)": 5' CCT TGC CCC ACA GGG CAG TAA CGG CAC ACC 3’
Cd 8/9 (+G)*: 5' CCT TGC CCC ACA GGG CAG TAA CGG CAC ACT 3’

Cd 39 (C-T)": 5 CAG ATC CCC AAA GGA CTC AAA GAA CCT CTG 3’
Cd 39 (C-T)*: 5’ TTA GGC TGC TGG TGG TCT ACC CTT GGT CCC 3’

Cd 41/42 (-TTCT)": 5’-GAG TGG ACA GAT CCC CAA AGG ACT CAA CCT-3’
Cd 41/42 (-TTCT)*: 5’-GAG TGG ACA GAT CCC CAA AGG ACT CAA AGA-3’

Cd 44 (-C)": 5" ACA GCA TCA GGA GTG GAC AGA TCC CCT AAG 3
Cd 44 (-C)*: 5' CAG CAT CAG CAG TGG ACA GAT CCC CAT AGG 3’

CAP+1(A—Q)": 5’ATA AGT CAG GGC AGA GCC ACT TAT TGG TTC D3’
CAP+1(A—C)*: 5’ATA AGT CAG GGC AGA GCC ACT TAT TGG TTA D3’

Hb S (A—T)' : 5 CCC ACA GGG CAG TAA CGG CAG ACT TCT GCA 3’
Hb S (A>T)* : 5' CCC ACA GGG CAG TAA CGG CAG ACT TCT GCT 3’

(1: Mutant primeri, 2: Normal primeri)

6. Taq polimeraz (5 U/ul)
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Yontem: Cogaltma 1siya dayanikli mikrotiipler i¢inde 1sisal dongiileyici cihaz
(Thermal Cycler) ile yapilir. Mikrotiiplerin yerlestirildigi bir 1s1 blogu ve 1s1 degisimlerini kisa
siirede gerceklestiren bir mikroislemciden olusan bu alette 1s1sal dongili programlar1 énceden

belirlenerek uygulanir.

Her bir ornek ic¢in asagidaki sekilde isaretlenmis mikrotiipler hazirlanip 1sisal

dongiileyici cihaza yerlestirilerek uygun PCR programi baslatilir.

B genini cogaltma karisimi:
PCR karigimi 20 wl

ARMS primeri 1 veya 2 1l

Ortak primer | veya 2 Il

5" Sabit primer Il

3" Sabit primer 1l

gDNA (0.5-1 pg/ml) Il

Taq polimeraz 0.1l

Toplam hacim 25.1 ul

PCR programi:

Denatiirasyon 94°C 1 dakika
Yapigsma 65°C 1 dakika 25 dongii
Uzama 72°C 1.30 dakika
Son dongii 72°C 3 dakika

Elde edilen ¢ogaltilmis gen triinleri %2’lik agaroz jel elektroforezinde yiiriitiiliip

olusan bantlar goriintiilenerek mutasyonlar saptanir.
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3.3.9. RFLP (Restriction Fragment Length Polimorfizm) ile § Talasemi, Hb S ve
Hb D Mutasyonlarimin Tanimlanmasi

Uygun restriksiyon enzimi ile yapilan iglem sonucu ¢ogaltilmis gen iirlinii kesilerek
farkli uzunluktaki gen pargalarina ayrilir. Ilgili gen bdlgesinde bir mutasyon bulunmasi
olusacak gen parcgalarinin uzunluklarinin degismesine neden olur. Enzimle kesim sonucu elde
edilen iiriinlerin elektroforezinde olugan bantlarin incelenmesi ile mutasyon olup olmadig:

gozlenir’®.

Ayrraglar:

1. 10X Cetus Tamponu:
2M KCl1 1,25 ml
1M Tris.HCI 0,5 ml

IM MgCl, 75 ul
Jelatin 5 mg
Steril dH,O 3,2 ml karigtirilip jelatinin erimesi i¢in 37°C’de bekletilir.

2. 1 M Spermidin
3. 1,25 mM dNTP

4. PCR Karigimi:

10X Cetus tamponu 500 pl

Steril distile su 2700 pl
1,25mM dNTP 800 ul
IM Spermidin 4 ul

5. Primerler (10 pmol/ul):

Primer 11: 5" GGC CAA TCT ACT CCC AGG AG 3’

Primer 12: 5" ACA TCA AGG GTC CCA TAG AC 3’

Primer 23: 5’ATA CAA TGT ATC ATG CCT CTT TGC ACC 3’
Primer 24: 5’GTA TTT TCC CAA GGT TTG AAC TAG CTC 3’
Primer 109: 5" CCC TTC CTA TGA CAT GAA CTT AAC CAT 3’
Primer 662: 5" AGA TCC ATC TAC ATA TCC CAA AGC 3’
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6. Dde I, Eco R1, Hae III restriksivon enzimi
7. Taq polimeraz (5 U/ul)

Yontem: RFLP yontemi ile mutasyonlarin belirlenmesinde ilgili gen bolgesi uygun
primerler ile Onceden belirlenmis programla 1sisal dongiileyici cihazda cogaltilip uygun
restriksiyon enzimi ile kesildikten sonra olusan gen parcalar1 elektroforezle ayristirilip
degerlendirilir.

Her bir ornek ic¢in asagidaki sekilde isaretlenmis mikrotiipler hazirlanip 1sisal

dongiileyici cihaza yerlestirilerek uygun PCR programi baglatilir.

RFLP cogaltma karisimi:

PCR karisimi 20 ul
Primerler 242 pl Hb S, Cd 5 ve IVS 1-130 igin 11,12 ; Hb D igin 23/24; Cd 74/75 igin 109,662)
Taq polimeraz 0,1 ul

gDNA (0.5-1 pg/ml) 1ul

Toplam hacim 25 ul

PCR programi:

Denattirasyon 95°C 1 dakika

Yapisma 62°C 1 dakika 30 dongt
Uzama 72°C 1.30 dakika

Son dongii 72°C 3 dakika

Cogaltma isleminden sonra 15 ul ¢cogaltilmis gen tirliniiniin {izerine 1 ul Hb S ve Cd 5
icin Dde I, IVS 1-130 ve Hb D i¢in Eco R1, Cd 74/75 i¢in Hae III enzimi eklenerek 37°C’de
bir gece inkiibe edilir. Enzimle kesim isleminden sonra %3’liik agaroz jel elektroforezi

uygulanarak olusan bantlar kontrol edilir.
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3.3.10. PCR Temelinde a-Talasemi Mutasyonlarinin Tamimlanmasi

Lokositten elde edilen DNA o-globin gen mutasyonlar1 i¢in uygun primerler

kullanilarak énceden belirlenmis programla 1sisal déngiileyici cihazda cogaltilir”®'.

Ayrraclar:
1. 10xPCR Tamponu pH 8,8:

IM Tris-HCI 6,7 ml

IM MgCl, 400 pl

IM (NH4)>SO4 1,66 ml

2-Merkapto etanol 69,76 nul

BSA 10 mg karistirilip 10 mI’ye dH,O ile tamamlanur.
2. Primerler (25 pmol/ul):

e

Primer 1: 5" - GGCAAGCTGGTGGTGTTACACA- 3’
Primer 2: 5' -TGGAGGGTGGAGACGTCCTG- 3’
Primer 3: 5' -CCATGCTGGCACGTTTCTGAG G- 3’
MED-I
Primer 4: 5' -ACAGTCACTCCTGAGGCCAGTC- 3’
Primer 5: 5' -TACAGCAGAGTGAGTGCTGCAT- 3’
Primer 6: 5' -GGAGAAGTAGGTCTTCGTGGC- 3’
o7
Primer A: 5" -CTTTCCCTACCCAGAGCCAGGTT- 3’
Primer B: 5" -CCCATGCTGGCACGTTTCTGAGG- 3’
Primer C: 5" -CCATTGTTGGCACATTCCGGGACA- 3’
3. %100 DMSO
4. 6mM dNTP

5. Taq polimeraz (5 U/ul)
Yontem: o-Talasemi mutasyonlarinin belirlenmesinde iki adet mikrotiip, mutant ve

normal olarak isaretlenir. Mutasyona 6zgii tiipe ortak ve mutant primerler, normal tiipiine ise

ortak ve normal primerler olmak {izere her bir tiip i¢in iki primer kullanilir.
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Her bir 6rnek icin asagidaki sekilde isaretlenmis 2’ser mikrotiip hazirlanip 1sisal

o genini cogaltma karisimi:

dongiileyici cihaza yerlestirilerek uygun PCR programi baglatilir.

10xTampon 2,5 ul

DMSO (%100) 2,5 ul

dNTP (6mM) 0,9 ul
Primerler (25 pmol/ul)* 0,25 + 0,25 ul
dH,O 18,6 ul

Taq polimeraz 0,1 pl

gDNA (0.5-1 pg/ml) 1ul

Toplam Hacim 26,1 pl

* . Her mutasyona 6zgi kullanilan primerler ortak ve mutant ya da normal olarak
asagidaki sekilde segilir.

Mutasyon Ortak primer Mutant primeri Normal primeri
MED-I Primer 6 Primer 4 Primer 5

o0 Primer 3 Primer 1 Primer 2

o’ Primer A Primer B Primer C

PCR programi:

Denatiirasyon 94°C 1 dakika

Yapisma 69°C 1 dakika 30 dongt
Uzama 72°C 5 dakika

Son dongii 72°C 5 dakika

Isisal dongiileyici cihazinda ¢ogaltma islemi tamamlandiktan sonra iiriinler

%?2’lik agaroz jel elektroforezi ile ayristirilir.
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3.2.11. Agaroz Jel Elektroforezi
Agaroz jelde DNA molekiilleri igerdikleri niikleotid sayisinin logaritmasi ile ters
orantili olarak anoda dogru go¢ ederler, bu go¢ hizi jele es zamanli uygulanan kontrol DNA

ile birlikte degerlendirilir’>.

Ayrraglar:
1. Agaroz:
0,5xTBE tamponu ile mikrodalga firinda eritilerek hazirlanir.

1. Yiikleme boyast:

Brom Fenol Mavisi 50 mg
Gliserol 10 ml
Ficoll 15 g 0,5xTBE tamponu ile 100 ml’ye tamamlanar.

2. 5xTBE Tamponu pH 8,0:
Tris Baz 540¢g
Borik Asit 275¢g

0,5 M EDTA pH 8,0 20 ml ¢oziilerek dH,O ile bir litreye tamamlanur.

3. Etidyum Bromiir (5 pg/ul)

Yontem: 0,5xTBE tamponu i¢inde mikrodalga firinda ¢oziilen agaroz jel elektroforez
tabagina dokiildiikten sonra sogumaya birakilir. 0,5xTBE tamponuyla dolu elektroforez tanki
icine yerlestirilerek jel icindeki tarak ¢ikarildiginda olusan kuyulara, ¢ogaltilmis ornekten
20 pl alinarak 2 pl yiikleme tamponu ile karistirildiktan sonra jele ytiklenip, 30 dakika 150
volt elektrik akimi verilir. Elektroforez sonrasi jel Etidyum Bromiir ile 1 dakika boyanir ve
dH,O ile yikanarak boya atiklarindan temizlenir. DNA pargalart UV ile goriiniir hale
getirilip, fotografi ¢ekilerek degerlendirilir.
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3.3.12. Mikroarray Yontemiyle p Talasemi Mutasyonlarinin ve Anormal

Hemoglobinlerin Tanimlanmasi

Ilgili gen bdlgesi uygun primerler kullanilarak ¢ogaltildiktan sonra tuzlardan
armdirilan Uiriin cihazin kartusuna yiiklenir. Her bir iirlin farkli mutasyon noktalarini
icermektedir. Yonga lizerine tespit edilen drnekler her bir mutasyona 6zgii tanimlayicilar
kullanilarak hibridize edilir ve okutma islemi yapilir. Elde edilen veriler EK-4’de goriilen

cihaz tarafindan degerlendirilerek mutasyon tanimi yapilir™.

Ayrraclar

1. 10xTampon (KCI’lii):
100 mM Tris-HCI pH 8,8
500 mM KCl

25 mM MgCl,

10 mM dNTPs

Taq DNA polimeraz

ok »n

5 uM Primer:
Primer A: F GTTACAAGACAGGTTTAAGGAGACC
R-bio  biotin-GCAGCTCACTCAGTGTGGC

Primer B: F-bio biotin-ACGTGGATGAAGTTGGTGGT
R CCCCTTCCTATGACATGAACTTAACC

PrimerC: F ATCATGCCTCTTTGCACCATTCT
R-bio  biotin-TAGGCAGAATCCAGATGCTCAAG

Primer D: F-bio biotin- GACAGGTACGGCTGTCATCACT
R TCTCTGTCTCCACATGCCCA

Primer E: F GTACTGATGGTATGGGGCCAAGAG
R-bio  biotin-CTTCATCCACGTTCACCTTGCC
6. 50 mM L-Histidin
7. 100 mM L-Histidin
8. 0,3 M NaOH

34



10.

1.

12.

13.

Diisiik yogunluklu tuz ¢ozeltisi:

50 mM Sodyum fosfat, pH 7

Yiiksek yogunluklu tuz ¢ozeltisi:

50 mM Sodyum fosfat, pH 7,4

500 mM Sodyum kloriir

Evrensel isaretleyici:

Normal: TGTCGTCTGTGGCTTTGT-Cy3
Mutant: GTATGTTGCGGGTTCAGT-Cy5
Evrensel kuyruk:

Normal: ACAGCAGACACCGAAACA
Mutant: CATACAACGCCCAAGTCA
Tanimlayict karigimai:

%1 Normal isaretleyici

%1 Mutant isaretleyici

%1 Sabitleyici

%1 Normal evrensel isaretleyici

%1 Mutant evrensel isaretleyici

%095 Yiiksek yogunluklu tuz ¢6zeltisi

Cogaltma karisimi:

dH,O 16,6 ul
10xTampon (KCI’1i) 2,5 ul

25 mM MgCl, 1,1 pl

5 uM Primer karisimi 2 ul

10 mM dNTPs 0,5 ul

Taq polimeraz 0,3 ul
gDNA-2 pg/ml) 1,5 ul
Toplam hacim 24,5 ul

PCR programi:

Denatiirasyon 95°C 30 sn
Yapisma 57°C 45 sn
Uzama 72°C 45 sn
Son dongii 72°C 10 dk
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Elde edilen ¢ogaltilmig gen tirlinleri %2’lik agaroz jel elektroforezinde yiiriitiiliip

olusan bantlar goriintiilenir.

Tuzdan arindirma
Cogaltilmig {riinlerin tuzlardan arindirilmasi i¢cin dH,O ile karigtirtlip vakum

uygulanir.

Yontem

1. 20 pl ¢ogaltilmis iiriin dH,O ile 100 pl’ye tamamlanip arindirma tabaginin
kuyularina aktarilir.

2. 8-10 mbar arasinda olacak sekilde basing uygulanir.

3. Filtreler kurumaya baglamadan hemen 6nce kuyulara 100 pul dH,O eklenip islem
bir kez daha tekrarlanir.

4. Tim kuyularda sivi kalmadiginda basing kesilip 65 pl dH,O eklenip yatay
calkalayicida 10-15' karigtirilir.

5. Karstirllan arindirilmig iiriin 3-5 kez hizlica pipetaj yapilarak kuyucuklardan

mikrotiiplere alinir.

Elde edilen tuzdan arindirilmis iirlinler %2’lik agaroz jel elektroforezinde yiiriitiiliip

olusan bantlar goriintiilenir.

Kartusa yiikleme
Cihazin yiikleyici kisminda hazirlanan Ornekler istenilen sekilde EK-5’de goriilen

kartus iizerinde bulunan yongaya tespit ettirilir.

Yontem
1. Kartus ve 50 mM Histidin +4°C’den, 100 mM Histidin ve 0.3 M NaOH -20°C’den
cikarilip oda sicakligina geldikten sonra histidin ¢ozeltilerinin iletkenligi 6l¢iiliir.

2. 50 mM Histidin sisesi ylikleyiciye yerlestirilip yikama islemi yaptirilir.
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3. Bu sirada kartus 50 mM L-Histidin ile 3 kez yikanir ve yonga yiizeyinde histidin
kalacak sekilde birakilip 5-10" bekletilir.

4. Istenilen sekilde yiikleme haritas1 olusturulur.

5. Yiikleme tabagmin kuyularina 30 pl arindirilmis iiriin ile 30 pl 100 mM’hik
L-Histidin karisimi, en sona da 60 ul 50 mM’lik L-Histidin pipetlenir.

6. Yiikleme tabagi ve kartug cihaz iizerine yerlestirilir ve yiikleme islemi baslatilir.

Hibridizasyon ve Okutma
Yonga iizerine tespit edilen oOrnekler cihazin okutucu kisminda mutasyona ozgii

tanimlayicilar ile hibridize ettirilerek analizi yapilir.

Yontem

1. Okuyucudaki su siselerinin yerine yiiksek ve diisiik yogunluklu tuz ¢ozeltileri
yerlestirilip yikama islemi yaptirilir.

2. Kartus oda sicakligmma geldikten sonra denatiirasyon i¢in yonga yiizeyini
kaplayacak sekilde 0,3 M NaOH konup 3 dk beklenir.

3. Yonga yiizeyi dH,O ile 2-3 defa iyice yikandiktan sonra yiiksek yogunluklu tuz
cozeltisi konup 10'-15" bekletilir.

4. Yonganin iizerindeki yliksek yogunluklu tuz ¢ozeltisi ¢ekilip 40 pl tanimlayici

konup cihaza yerlestirilir.

Analiz
Her mutasyona 6zgli tanimlayicilar kullanilarak yapilan okutma isleminden sonra
cthaza bagli bulunan bilgisayarda analiz yazilimi kullanilarak o6rneklerde mutasyon

tiplendirmesi saptanir.
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3.3.13. Tamimlayic1 Tasarimi

Tanimlanmak istenen mutasyona 6zgii tanimlayicilarin tasarimi i¢in internet kaynakli
programlar kullanilir. Bir tanimlayici isaretleyici, sabitleyici, evrensel kuyruk ve evrensel

isaretleyici kisimlarindan olusur®.

Oncelikle dogru gen dizisi bulunur.
Gen dizisi lizerinde tanimlanmak istenen mutasyon noktasi belirlenir.
Mutasyon noktasini i¢eren gen bolgesini ¢ogaltmak i¢in uygun primerler belirlenir.

Belirlenen primerin gende baska bir bolgeyi ¢ogaltip cogaltmadigi kontrol edilir.

A O

Isaretleyicinin mutasyon noktasindan hangi yone dogru baglanacag: baz-yapisma
enerjisi biiyiik olan tercih edilerek belirlenir. Buna gore ¢cogaltma primerlerinin de
hangisinin biotinli olacagi belirlenmis olur.
a. Isaretleyici ~10 b¢ uzunlugunda olmali.
b. Mutasyon isaretleyicinin 3" ucunda olmali.
¢. Tm 45°C’nin altinda olmali.
d. Mutant ve normal isaretleyicinin Tm farki 1,5°C’nin altinda olmal.
6. Sabitleyici isaretleyicinin ters yoniinde uzanir.
a. 25-40 bg uzunlugunda olmali.
b. Tm’i 65-70°C olmal1.
7. Sanal ortamda ¢ogaltma iriiniiniin ikincil yapilanmasi kontrol edilerek mutasyon
noktasi katlanma bdlgesinin iginde kaliyorsa ikinci bir sabitleyici tasarlanir.
8. Tasarlanan tanimlayicinin ikincil yapilanmalari kontrol edilir.
a. Mutasyon bolgesi icin dimer enerjisi -9 kcal/mol, sa¢ tokasi enerjisi
-3 kcal/ml’den biiyiik olmali.
b. Sabitleyici i¢in dimer enerjisi -11 kcal/mol, sa¢ tokasi enerjisi

-3 kcal/mol’den biiyiik olmali.

3.3.14. Okuma Yonteminin Olusturulmasi

Her bir mutasyona 6zgii sentetik olarak sentez edilen tanimlayicilarin 6rneklerle dogru

hibridizasyonunu saglamak igin sistemde okuma yéntemi olusturulur®.
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Yontem

1. Ik olarak ayirim sicaklig1 belirlenir.

a. 24°C’den baglayarak her adimda 4°C artirilarak elde edilen sinyaller
degerlendirilir.

b. Mutant normal ayirimi ile sinyal seviyesi ters orantilidir. Bu yiizden her
ikisinin de ideal oldugu nokta belirlenmelidir.

c. Mutant normal ayiriminda mutant sinyal/normal sinyal veya normal
sinyal/mutant sinyal oran1 ideal olarak 50 olmalidir.

i. Ayirim sicakligini belirleme protokolii

l.adim: 24°C’de yiiksek yogunluklu tuz ¢ozeltisi ile yikanir

2. adim: Lazer ile okuma yapilir

3. adim: 28°C’de diisiik yogunluklu tuz ¢ozeltisi ile iki defa yikanir
4.adim: Lazer ile okuma yapilir

5.adim: 32°C’de diisiik yogunluklu tuz ¢ozeltisi ile iki defa yikanir
6. adim: Lazer ile okuma yapilir

7.adim: 36°C’de diisiik yogunluklu tuz ¢ozeltisi ile iki defa yikanir
8.adim: Lazer ile okuma yapilir

9.adim: 40°C’de diisiik yogunluklu tuz ¢ozeltisi ile iki defa yikanir
10.adim: Lazer ile okuma yapilir

d. Okuma sonuglar1 degerlendirilerek sinyal seviyesinin yiiksek, ayirimin ¢ok
iyi olmadig sicaklik ile sinyal seviyesinin diigiik, ayirimin ¢ok iyi oldugu
sicaklik arasindaki dereceler tek tek yiikseltilerek islem tekrar edilip ideal
ayirim sicakligr belirlenir.

2. Mutant normal ayirimmin ideal oldugu sicaklik belirlendikten sonra standart
protokolden baslayarak en iyi okuma protokolii belirlenir.

a. 1lk olarak standart protokol denenir.

1. adim: 56°C’de 1 dk beklenir
2. adim: Touch-down sicakliga (Ayirim sicakligir +6°C) inip 1 dk beklenir

3. adim: Yiiksek yogunluklu tuz ¢6zeltisi ile 5 defa yikanir
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4. adim: 24°C’ye indirilip lazer ile okuma yapilir

. Standart protokol ile sinyaller iyi okunamazsa genisletilmis protokol
uygulanir.

1. adim: 56°C’de 1 dk beklenir

2. adim: Touch-down sicaklik +6°C’ye inip 1 dk beklenir

3. adim: Touch-down sicaklik +3°C’ye inip 30 sn beklenir
4.adim: Touch-down sicaklik +1°C’ye inip 30 sn beklenir

5. adim: Touch-down sicakliga inip 1 dk beklenir

6. adim: Yiiksek yogunluklu tuz ¢ozeltisi ile 5 defa yikanir
7. adim: 24°C’ye inip lazer ile okuma yapilir

Okuma iyi degilse diisiik yogunluklu tuz ¢ozeltisi ile yitkama adimi eklenir.

1. adim: 56°C’de 1 dk beklenir

2. adim: Touch-down sicaklik +6°C’ye inip 1 dk beklenir
3. adim: Touch-down sicaklik +3°C’ye inip 30 sn beklenir
4.adim: Touch-down sicaklik +1°C’ye inip 30 sn beklenir
5. adim: Touch-down sicakliga inip 1 dk beklenir

6. adim: Yiksek yogunluklu tuz ¢6zeltisi ile 5 defa yikanir
7. adim: Ayirim sicaklifina inilir

8. adim: Diisiik yogunluklu tuz ¢ozeltisi ile yikanir

9. adim: Yiksek yogunluklu tuz ¢6zeltisi ile yikanir

10. adim: 24°C’ye inip lazer ile okuma yapilir

* 8 ve 9. adimlar 2 veya 3 defa tekrarlanabilir.

. Farkli olarak genisletilmis protokol sinyallerin daha iyi okunmasi igin
bekleme siireleri iki katina ¢ikarilarak denenir.

1. adim: 56°C’de 1 dk beklenir
2. adim: Touch-down sicaklik +6°C’ye inip 2 dk beklenir

3. adim: Touch-down sicaklik +3°C’ye inip 1 dk beklenir
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4.adim: Touch-down sicaklik +1°C’ye inip 1 dk beklenir
5. adim: Touch-down sicakliga inip 2 dk beklenir

6. adim: Yiiksek yogunluklu tuz ¢ozeltisi ile 5 defa yikanir
7. adim: Ayirim sicakligina inilir

8. adim: Diislik yogunluklu tuz ¢ozeltisi ile yikanir

9. adim: Yiiksek yogunluklu tuz ¢ozeltisi ile yikanir

10. adim: 24°C’ye inip lazer ile okuma yapilir

* 8 ve 9. adimlar 2 veya 3 defa tekrarlanabilir.

e. Son olarak genisletilmis protokol direk diisiikk yogunluklu tuz ¢ozeltisi ile
yikama yapilarak denenir.

1. adim: 56°C’de 1 dk beklenir

2. adim: Touch-down sicaklik +6°C’ye inip 2 dk beklenir
3. adim: Touch-down sicaklik +3°C’ye inip 1 dk beklenir
4.adim: Touch-down sicaklik +1°C’ye inip 1 dk beklenir
5. adim: Touch-down sicakliga in 2 dk beklenir

6. adim: Yiiksek yogunluklu tuz ¢ozeltisi ile 5 defa yikanir
7. adim: Diisiik yogunluklu tuz ¢ézeltisi ile yikanir

8. adim: Yiiksek yogunluklu tuz ¢ozeltisi ile yikanir

9. adim: 24°C’ye inip lazer ile okuma yapilir

Yine de sonug alinmazsa tanimlayici tasariminin yeniden yapilmasi gerekir.
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4. BULGULAR

Konya Il Saghk Miidiirliigii tarafindan organize edilen merkez ve ilge saglik ocaklar
ile ortaklasa c¢alisma sonucu tarama amagli olarak il merkezinden 108, Ilgin’dan 64,
Seydisehir’den 58, Aksehir’den 34 ve Cumra’dan 13 olmak tiizere toplam 277 kisiden
toplanan kan 6rnekleri soguk zincir kurallarina uygun sekilde laboratuara getirilmistir. 10 ml
olacak sekilde EDTA’l1 tiipe alinan tiim 6rneklerin kan sayimi, hemoglobin tiplendirmesi, Hb
A, ve Hb F diizeyleri 6l¢iilmiis, kalitsal kan hastaligi bulgular1 gézlenen olgular belirlenmistir
(Cizelge 4.1). Kalitsal kan hastaligi bulgular1 belirlenen olgularin molekiiler ¢aligmalar igin
DNA’larn izole edilerek +4°C’de saklanmis ve anormal hemoglobin, B ve o talasemi
mutasyonlar1 yoniinden incelenmistir.

Orneklerin incelenmesinde Sekil 4.1°deki tarama semas1 kullanilmistir. Kan saymmi
sonuglar1 incelendiginde 120 olgunun MCV degerinin 80 fl’nin altinda oldugu goézlenmistir
(Cizelge 4.1). Bu olgularin 81’inde Hb A, degeri %3.7 nin {izerinde, 34’tinde %3.0’1n altinda
ve 5 olguda normal sinirda bulunmustur. Hemoglobin tiplendirmesinde bir olgu Hb AS, bir

olgu Hb DD ve bir olgu da Hb AH diger olgular ise Hb AA olarak belirlenmistir.

1. Eritrosit indeksleri——— MCV > 80 fl; MCH > 27 pg =) Normal

MCV <80 fl; MCH < 27 pg © Talasemi ?

ARMS
2. Hb A, dlgimii ——» Hb A, > %3,7 =) [P talasemi tasiyicithgi—» RFLP
l Mikroarray
Hb A, < %3
o talasemi —» ARMS Oraklagma testi
HPLC
3. Hb Tiplendirmesi = Anormal hemoglobin —» ARMS
RFLP
Mikroarray

Sekil 4.1: Talasemi ve anormal hemoglobinde tarama semasi
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Cizelge 4.1: Olgularin hematolojik degerleri.

No | Olgu | Yas | RBCIOL | Hbgd | Het % | McvA | MCHpg | Elek | HbA2% [ HbF% [ HPLCHbA2 | HPLCHbF
Konya merkezden alinan 6rnekler
1 AY. 33 4,08 9,9 33,0 80,9 24,4 AA 2,1 0,9 2,4 0,0
2 A.U. 30 5,73 11,7 38,7 67,5 20,3 AA 5,1 2,6 4,7 1,0
3 AA. 25 5,66 11,0 36,6 64,7 194 AA 4,6 25 4,8 1,7
4 AE. 17 3,05 5,8 24,8 81,3 19,0 AA 2,8 1,4 2,4 0,0
5 AS. 38 4,31 12,9 39,9 924 29,9 AA 3,1 1,9 25 0,0
6 AF. 47 4,80 11,8 39,3 81,9 24,5 AA 25 1,5 2,4 0,0
7 AE. 9 5,16 13,6 42,9 83,2 26,5 AA 2,9 1,8 2,8 0,0
8 AH. 43 4,00 12,3 38,4 96,0 30,8 AA 2,9 1,3 2,8 0,0
9 AL 32 4,46 13,3 40,6 90,9 29,8 AA 2,8 1,5 2,7 0,0
10 C.N. 56 6,08 114 38,5 63,3 18,8 AA 4,8 0,9 4,9 0,0
11 C.T. 29 5,65 16,8 51,1 90,5 29,6 AA 2,9 0,8 2,4 0,0
12 C.N. 36 4,11 11,9 37,4 91,1 29,0 AA 2,6 1,0 25 0,0
13 C.0. 21 5,49 11,6 38,1 69,3 21,1 AA 4,7 1,6 4,7 0,8
14 C.M. 34 5,30 16,0 47,9 90,3 30,2 AA 2,6 0,7 2,6 0,0
15 C.Y.S. 24 4,62 13,0 41,5 89,7 28,1 AA 25 1,3 25 1,0
16 D.S. 19 4,58 10,0 33,2 72,4 21,9 AA 1,8 1,5 2,1 0,0
17 D.F. 44 441 13,0 41,8 94,7 29,5 AA 25 1,3 2,6 0,0
18 D.O. 18 4,72 14,5 44,9 95,1 30,7 AA 29 2,0 2,7 0,0
19 D.S. 28 4,82 10,6 35,3 73,2 22,0 AA 4,6 1,9 4.4 2,0
20 D.C. 27 6,11 11,8 40,0 65,4 19,3 AA 6,1 1,7 54 0,0
21 E.A. 44 4,25 9.4 31,3 73,7 22,2 AA 2,6 1,2 23 0,0
22 E.N. 22 4,52 13,6 40,7 90,2 30,1 AA 2,8 0,7 29 0,0
23 E.S. 24 5,33 15,6 47,1 88,3 29,2 AA 3,1 0,9 29 0,0
24 E.A. 12 4,24 13,1 40,0 94,3 30,9 AA 2,0 2,0 2,8 0,9
25 E.M. 14 4,25 12,7 39,2 92,1 29,9 AA 25 1,5 2,8 0,0
26 E.D. 45 4,87 15,6 48,2 98,8 32,0 AA 2,7 2,0 29 1,0
27 E.M. 6 5,29 10,1 34,1 64,4 19,0 AA 4,3 3,8 5,1 5,3
28 E.S. 17 5,84 12,5 40,6 69,4 21,5 AA 4,5 25 4,8 3,0
29 E.U. 45 5,02 9,2 324 64,7 18,5 AA 4,7 2,1 4,8 1,5
30 F.Z. 26 5,80 114 38,9 67,2 19,7 AA 4,3 1,7 4,6 0,9
31 G.A. 39 4,32 9,2 31,5 72,9 21,3 AA 1,1 0,8 1,4 0,0
32 G.G. 23 4,23 12,2 39,6 93,6 29,0 AA 2,7 1,8 2,6 1,6
33 LS. 30 4,24 12,5 38,5 90,9 29,5 AA 22 1,7 2,7 0,0
34 K.G. 34 4,90 12,6 37,7 77,0 25,8 AA 2,0 1,0 2,4 0,0
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No Olgu Yas RBC 10'%/L Hb g/dl Het % MCV fl MCH pg Elek HbA2% | HbF % | HPLCHbA2 | HPLCHbF
35 K.M. 23 4,09 11,6 34,2 83,6 28,4 AA 4,5 2,1 5,0 1,5
36 K.F. 17 4,47 13,7 43,6 97,5 30,6 AA 29 1,6 29 0,9
37 K.S. 20 4,44 11,0 36,8 82,9 24,9 AA 2,7 1,5 2,2 0,0
38 K.Z. 35 5,03 10,0 31,9 63,4 20,0 AA 2,6 1,0 2,7 0,0
39 K.D. 35 4,47 13,1 41,0 91,7 29,2 AA 2,1 1,9 2,6 0,0
40 K.A.C. 11 4,58 12,4 38,8 84,6 27,0 AA 3,0 1,7 2,8 1,6
41 K.H. 36 5,97 13,1 44,6 74,7 21,9 AA 4,2 3,5 4,9 5,2
42 K.N. 16 4,86 14,1 44,0 90,5 29,1 AA 32 1,8 29 0,0
43 K.S. 12 4,48 12,6 39,6 88,6 28,1 AA 32 22 2,8 0,0
44 K.S. 37 5,64 12,0 40,3 714 21,3 AA 4,8 2,0 4,9 0,0
45 K.U. 20 4,99 14,9 46,0 92,1 29,8 AA 2,8 2,0 25 0,0
46 K.Y. 18 5,18 15,0 46,1 89,0 28,9 AA 23 1,7 2,4 0,0
47 K.Y.E. 13 4,35 13,3 41,1 94 .4 30,5 AA 2.4 2.3 29 1.4
48 K.H. 16 4,78 12,6 40,0 83,6 26,3 AA 3,5 1,7 3,1 0,0
49 K.E. 27 441 13,5 41,8 94,9 30,6 AA 2,1 2,0 2,7 0,7
50 K.M. 10 4,94 13,9 43,4 87,8 28,2 AA 3,1 2,8 2,7 2,0
51 K.R. 22 4,49 10,7 36,2 80,7 23,8 AA 2,8 25 25 0,0
52 K.AR. 32 5,26 14,3 45,3 86,2 27,1 AA 2,6 2.3 2.4 0,0
53 K.R. 60 4,66 12,9 414 89,0 27,7 AA 2,5 1,9 2.4 0,0
54 K.Z. 30 2,47 55 23,0 934 22,1 AA 2,7 1,9 2,8 3,3
55 K.H. 34 4,67 14,1 44,1 94,6 30,2 AA 2,5 1,8 2,6 1,3
56 K.K. 12 4,54 12,8 39,8 87,8 28,2 AA 2,8 1,7 2,8 1,2
57 K.S. 18 4,46 10,3 35,1 78,6 23,2 AA 24 1,7 2,1 0,0
58 K.S. 40 4,24 12,5 40,2 94,8 29,4 AA 2,6 1,3 2,5 0,0
59 K.G. 38 5,26 16,3 49,3 93,8 30,9 AA 2,8 1,0 2,6 0,0
60 O.C.H. 24 5,00 10,3 354 70,9 20,6 AA 4.4 1,9 4,7 0,0
61 O.M.S. 8 5,76 12,2 40,6 70,4 21,3 AA 6,1 2.3 6,2 2,3
62 0.S. 41 4,34 13,2 40,6 93,6 30,3 AA 2,7 1,9 3,0 1,0
63 O.N. 26 4,67 124 39,4 84,4 26,5 AA 2,6 2,1 2,5 0,0
64 0.0. 12 6,91 12,2 423 61,2 17,7 AA 2,3 2.3 2,7 1,5
65 0.V. 37 5,98 11,2 38,8 64,9 18,8 AA 2,0 2.3 2,4 0,0
66 O.F. 45 4,39 12,8 39,8 90,6 29,2 AA 2,1 2.3 2.4 0,0
67 0.S. 9 5,28 13,8 43,2 81,8 26,2 AA 2,7 2,2 2,8 0,0
68 0.S. 13 5,03 13,3 41,5 82,5 26,4 AA 2,8 2,5 2,6 0,0
69 S.0.A. 24 5,37 10,7 36,4 67,8 20,0 AA 4.4 4,0 4,7 4,8
70 S.S. 28 4,22 13,3 41,5 98,5 31,6 AA 2,5 1,9 23 0,0
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No Olgu Yas RBC 10'%/L Hb g/dl Het % MCV fl MCH pg Elek HbA2% | HbF % | HPLCHbA2 | HPLCHbF
71 T.M. 18 4,97 15,2 47,0 94,5 30,6 AA 25 23 2,6 0,0
72 T.S. 4,43 13,7 42,4 95,6 30,9 AA 24 1,3 2,8 0,0
73 U.AN. 3 5,43 9,7 33,7 62,1 17,9 AA 4,7 5,8 4,8 5,5
74 U.S.Z. 8 6,05 11,5 39,4 65,2 19,0 AA 4,6 23 55 2,6
75 U.A. 6 5,08 13,5 42,0 82,6 26,6 AA 3,1 1,6 2,8 0,0
76 U.B. 8 4,35 124 37,9 87,2 28,5 AA 2,5 1,7 2,8 0,0
77 U.B. 8 4,61 12,6 39,6 86,0 274 AA 24 1,7 2,8 0,0
78 UM.A. 39 4,76 14,7 45,6 95,6 30,9 AA 23 1,9 2,8 0,0
79 UM. 12 4,35 12,0 38,4 88,2 27,7 AA 1,7 1,5 2.4 0,0
80 U.N. 39 4,34 12,5 404 93,3 28,9 AA 2,0 2,6 2,2 0,0
81 Y.A. 29 5,16 12,2 40,2 77,9 23,7 AA 1,5 1,7 23 0,0
82 Y.N. 21 5,61 11,0 37,8 67,3 19,7 AA 53 25 5,3 1,2
83 Y.A. 31 4,61 11,2 374 81,1 24,3 AA 1.4 1,6 1,3 0,0
84 Y.E. 38 5,36 10,3 35,7 66,5 19,3 AA 3,6 2,1 4,3 1,7
85 D.A. 6 6,21 17,1 52,3 84,3 27,6 AA 2,7 0,3 3,0 0,0
86 D.A. 9 4,81 13,0 39,0 81,0 27,1 AA 2,8 0,4 2,7 0,0
87 AD. 3 4,75 12,9 39,3 82,6 27,3 AA 2,9 0,9 2,6 0,0
88 Y.H. 31 4,81 14,3 44,8 93,3 29,8 AA 3,1 0,3 29 0,0
89 Y.M. 7 5,01 13,5 42,2 84,1 26,9 AA 1,6 0,3 1.4 0,0
90 B.A. 44 6,65 14,8 514 774 22,3 AA 4,6 0,2 4,5 0,0
91 B.A. 33 522 13,9 48,5 92,9 26,6 AA 2,6 1,5 23 0,0
92 B.F. 51 6,15 13,6 45,9 74,6 22,1 AA 4,9 1,2 4,3 2,2
93 B.M. 26 5,71 14,7 49,3 86,3 25,7 AA 3,1 0,4 2,4 0,0
94 B.M. 28 7,00 14,2 474 67,7 20,2 AA 5,2 0,4 4,8 0,0
95 B.N. 24 4,60 14,0 43,9 95,6 30,4 AA 3,0 0,5 2,6 0,0
96 B.N. 40 6,12 12,5 43,8 71,6 20,4 AA 5,3 0,8 4.4 0,0
97 B.Y. 20 4,65 12,2 38,9 83,6 26,2 AA 2,6 4.4 2,6 7.4
98 G.L 16 5,62 11,8 40,9 72,8 21,1 AA 5,5 1,2 4,6 2,0
99 G.K. 30 6,16 12,6 44,5 72,3 20,5 AA 6,0 1,5 4,6 23
100 | O.A. 39 5,10 16,5 53,8 105,6 32,3 AA 3,1 1,0 2,7 0,0
101 O.E. 33 5,44 11,2 37,8 69,5 20,5 AA 54 0,5 4,6 0,0
102 | O.H. 26 3,58 10,7 35,2 98,3 29,8 AA 3,1 1,2 2,8 0,0
103 O.K. 4 4,74 12,8 39,3 82,9 27,1 AA 3,2 1,2 2,8 1,4
104 | O.M. 14 4,47 13,0 43,8 97,9 29,1 AA 34 1,7 2.4 2,6
105 0.V. 12 4,78 13,5 44,3 92,7 28,3 AA 33 0,9 2,6 0,0
106 | O.V. 5 5,49 10,3 35,1 64,0 18,9 AA 5,5 1,9 4.4 0,0
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No Olgu Yas RBC 10'%/L Hb g/dl Het % MCV fl MCH pg Elek HbA2% | HbF % | HPLCHbA2 | HPLCHbF
107 O.H. 39 3,23 6,7 20,8 64,3 20,8 AA 1,8 0,8 2,2 0,0
108 P.S. 27 4,13 12,3 36,4 88,2 29,7 AA 2,8 0,6 3,0 0,0
Ilgin’dan alinan kan 6rnekleri

109 A.F. 40 4,84 14,2 43,9 90,8 29,3 AA 2,5 0 2,8 0,6
110 A.OF. 13 5,29 13,7 42,0 79,5 25,9 AA 2,6 2,0 2,6 0,4
111 A.T. 6 5,70 10,6 34,9 61,1 18,6 AA 5,7 0,8 5,1 0,9
112 A.G. 20 5,13 10,7 34,6 67,5 20,9 AA 5,2 0,4 4,8 0,7
113 AM. 25 5,64 16,4 48,7 86,3 29,1 AA 2,8 0 2,6 0
114 A.H. 24 5,13 11,1 35,7 69,5 21,6 AA 4,2 0,4 4,4 0,8
115 A.CE. 24 4,84 13,6 40,7 84,2 28,1 AA 2,7 1,9 2,6 1,3
116 A.A. 39 4,62 14,0 41,5 89,7 30,4 AA 2,7 0 2,6 0
117 AA. 27 3,63 11,8 36,0 98,9 32,5 AA 2,8 0 29 0
118 AB. 49 5,73 17,0 50,3 87,7 29,6 AA 2,6 0 29 0,3
119 AZ. 43 5,70 11,9 38.8 68,0 20,8 AA 5,3 0 5,3 1,2
120 B.Y. 33 4,87 15,1 44,0 90,3 31,0 AA 3,7 0 29 0,2
121 B.R. 28 4,86 15,9 46,9 96,4 32,6 AA 2,8 0 29 0,5
122 C.F. 18 5,28 10,6 34,1 64,5 20,1 AA 5,4 1,3 5,0 14
123 C.U. 19 5,08 15,0 44,5 87,6 29,6 AA 3,3 0 32 0
124 C.A. 2 6,02 10,2 34,9 58,0 17,0 AA 1,8 0,5 2,0 0
125 C.K. 36 4,50 13,5 40,5 90,0 30,1 AA 2,8 1,1 2,8 0,5
126 C.M. 40 6,81 13,1 43,0 63,2 19,3 AA 6,6 0,8 5,8 0,5
127 C.S. 14 5,92 11,5 37,3 62,9 19,4 AA 5,7 2,5 5,2 1,2
128 D.M. 42 4,51 14,4 42,3 93,9 32,0 AA 2,8 0 2,7 0,4
129 D.S. 29 4,39 13,3 39,3 89,4 30,3 AA 32 0,3 3,0 0,6
130 E.A. 24 6,00 11,9 38,5 64,2 19,9 AA 5,8 0,9 4,7 1,0
131 E.E. 23 5,04 15,1 45,2 89,6 29,9 AA 3,1 0 24 0,5
132 E.G. 29 5,12 10,6 35,1 68,6 20,7 AA 3,8 0,5 4,6 1,2
133 E.S. 13 3,25 9,3 27,9 86,0 28,7 AA 2,3 0 2,6 1,5
134 E.S. 10 5,46 10,6 34,2 62,7 19,4 AA 4,9 0,4 4,1 0,4
135 E.S. 15 3,40 9,8 29,4 86,6 29,0 AA 2,7 0,3 2,6 1,6
136 E.S. 5 4,05 11,2 33,8 83,4 27,8 AA 2.4 0 2.4 0,6
137 E.B. 47 5,37 16,5 48,3 89,8 30,7 AA 29 0 2,7 0
138 E.E. 42 5,57 18,6 45,5 81,8 33,3 AA 29 0 2,6 0
139 E.F. 4,88 15,5 38,5 78,9 31,7 AA 32 0,7 3,0 0,3
140 E.M. 43 5,13 15,5 47,1 91,7 30,2 AA 24 0 2,5 0
141 E.S. 37 4,86 11,2 36,3 74,8 23,1 AA 2.9 0,4 2,7 0,5
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No Olgu Yas RBC 10'%/L Hb g/dl Hct % MCYV fl MCH pg Elek HbA2 % HbF % | HPLCHbA2 | HPLCHbF
142 G.0. 27 4,61 14,0 43,1 93,5 30,5 AA 2,8 0,7 2,7 0,8
143 LF. 21 5,59 15,6 50,1 89,6 27,9 AA 2,8 0 2,8 0,3
144 LF. 24 4,61 13,5 41,1 89,1 29,4 AA 2,8 0 2,8 0,3
145 K.C. 21 5,47 11,0 36,0 65,8 20,2 AA 5,2 0,4 4.8 0,8
146 K.M. 28 6,48 13,1 432 66,6 20,2 AA 5,1 0,8 5,0 0,5
147 K.A. 39 5,49 15,8 49,5 90,3 28,9 AA 2,5 0 2,6 0
148 K.D. 28 4,90 14,1 42,7 87,3 28,8 AA 2,1 0 1,8 0,3
149 K.T. 6 4,97 13,2 39,9 80,4 26,6 AA 1,8 0,4 1,9 0,6
150 0.A. 12 4,96 13,9 41,6 83,9 28,0 AA 3.4 0,8 2,6 0,4
151 O.F. 41 5,42 11,7 39,2 72,4 21,6 AA 2,1 0 1,9 0
152 0.S. 18 5,30 15,0 453 85,3 28,2 AA 2,6 0 2,7 0,3
153 0.G. 21 7,10 15,0 49,2 69,3 21,2 AA 5,0 0 4.8 1,0
154 O.H. 21 5,01 14,4 433 86,3 28,7 AA 2,8 0,7 2,6 0
155 OK. 56 5,20 10,6 35,1 67,5 20,4 AA 4,7 2,1 4,5 1,2
156 O.M. 56 4,68 16,0 48,5 103,6 342 AA 3,0 1,4 2,6 0,9
157 O.T. 6 441 12,0 36,9 83,8 27,3 AA 2,5 1,0 2.4 0
158 S.M. 32 5,09 15,0 44,9 88,3 29,4 AA 3,2 0,4 2,8 0
159 S.M. 17 6,24 11,5 38,3 61,4 18,5 AA 5,4 0,7 5,1 0,7
160 S.E. 50 5,73 11,7 38,5 67,3 20,4 AA 5,4 1,2 4,5 1,0
161 S.R. 60 4,85 15,3 47,9 98,9 31,6 AA 34 0,3 2,6 0
162 S.A. 27 4,67 13,7 41,9 89,7 29,4 AA 3,6 1,0 2,8 0,5
163 S.M. 25 5,26 16,3 48,2 91,5 30,9 AA 3,8 0,7 2,8 0,4
164 T.E. 16 5,05 14,9 44,5 88,1 29,4 AA 3,0 1,4 2,5 0,3
165 T.H. 18 5,44 11,3 37,0 68,0 20,7 AA 5,2 1,8 4,7 0,7
166 T.M. 52 6,62 13,9 44,8 67,7 21,0 AA 6,4 2,3 5,1 1,4
167 T.N. 19 6,09 12,1 39,8 65,3 19,8 AA 5,0 1,6 4.8 1,0
168 V.F. 35 4,71 12,1 38,2 81,1 25,7 AA 3,6 1,5 2,5 0,3
169 V.K. 15 7,00 12,9 42,8 61,2 18,4 AA 6,5 1,5 5,6 0,7
170 V.N. 9 5,68 10,6 35,0 61,6 18,6 AA 5,9 1,7 5,4 0,9
171 V.S. 13 5,01 13,5 40,7 81,2 27,0 AA 3,8 1,3 2,7 0,3
172 Y.A. 37 6,02 12,4 40,2 66,8 20,5 AA 5,6 1,6 5,2 0,4
Seydisehir’den alinan 6rnekler

173 A.A. 19 7,16 14,0 48,2 67,3 19,6 AA 4,1 1,2 3,2 2,5
174 A.A. 44 4,97 10,1 34,5 69,4 20,3 AA 4,3 1,1 4.4 1,4
175 E.S. 52 4,99 14,1 45,0 90,0 28,2 AA 2,9 1,2 2,5 0,0
176 G.B. 3 5,44 9,7 32,6 59,9 17,9 AA 5,8 3,5 5,6 4.6
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No Olgu Yas RBC 10'%/L Hb g/dl Hct % MCYV fl MCH pg Elek HbA2 % HbF % | HPLCHbA2 | HPLCHbF
177 G.E. 32 6,21 10,9 37,6 60,5 17,6 AA 4,6 1,1 4,7 0,0
178 G.F. 49 6,02 11,3 38,7 64,3 18,7 AA 5,5 1,2 5,3 0,9
179 G.H. 9 5,22 13,5 42,3 80,9 25,8 AA 2,3 0,9 2,7 0,0
180 G.M. 27 4,56 12,4 39,7 86,9 27,2 AA 2,7 0,9 2,6 0,0
181 H.A. 6 4,35 11,9 38,0 87,3 27,3 AA 2,3 0,9 2,8 0,0
182 H.A. 9 4,86 13,3 41,9 86,3 27,4 AA 3,0 1,0 3,3 0,0
183 H.A. 20 3,94 10,9 34,5 87,5 27,7 AA 2,8 1,4 2,6 43
184 H.D.A. 19 5,14 14,9 45,6 88,7 29,1 AA 2,4 1,1 2,6 0,0
185 H.E. 48 4,47 9,4 32,8 73,4 21,1 AA 4,1 3,2 4,5 3,6
186 H.H. 37 4,70 12,7 39,6 84,3 27,0 AA 3,1 1,3 2,7 0,0
187 H.H. 35 5,45 10,5 37,2 68,3 19,3 AA 1,9 1,8 2,3 0,0
188 H.M. 41 5,60 13,2 51,2 91,4 23,6 AA 3,0 1,1 2,8 0,0
189 H.M. 44 5,10 14,6 48,8 95,7 28,7 AA 1,9 1,5 2,5 0,0
190 HR. 8 4,77 13,1 42,5 89,1 27,5 AA 3,2 1,5 3,1 0,0
191 H.R. 12 4,5 11,9 35,6 79,0 26,4 AA 1,8 1,1 3,0 0,0
192 H.S. 6 4,86 12,0 36,5 75,1 24,7 AA 2,6 0,8 3,0 0,0
193 H.U. 4 4,58 13,5 41,0 89,6 29,5 AA 1,8 1,4 2,7 0,0
194 H.U. 39 6,24 11,9 38,6 61,8 19,2 AA 2,6 1,4 2,9 0,0
195 H.Y. 46 4,73 13,7 42,4 89,7 28,9 AA 4,4 1,1 5,0 0,0
196 H.Z. 40 4,33 12,3 37,1 85,7 28,5 AA 1,8 1,0 2,7 0,0
197 K.A. 27 5,15 13,5 41,0 79,7 26,2 AA 4,0 1,3 4,2 0,8
198 K.G. 8 4,79 12,7 38,0 79,3 26,5 AA 2,2 1,3 2,6 0,0
199 K.S. 9 4,37 11,6 35,8 81,8 26,6 AA 2,2 1,3 2,5 0,0
200 K.I 51 4,55 13,1 40,3 88,4 28,7 AA 2,7 1,1 2,9 0,0
201 K.M. 19 5,52 12,2 40,3 73,0 22,1 AA 2,5 1,4 2,8 0,0
202 K.N. 49 4,73 10,3 33,2 70,3 21,9 AA 4,8 1,0 4,6 0,0
203 O.E. 5 6,39 11,7 39,0 61,1 18,4 AA 4,8 1,2 4,8 0,0
204 OR. 4 5,44 13,9 43,0 79,2 25,7 AA 3,1 0,6 2,9 0,0
205 S.E. 4 5,81 10,8 34,7 59,8 18,6 AA 4,8 1,7 5,2 1,5
206 S.H. 28 4,70 13,2 40,0 85,2 28,2 AA 2,3 0,9 2,5 0,7
207 S.0. 6 4,54 10,8 34,5 75,6 23,7 AA 2,4 1.4 2,5 2,4
208 S.R. 57 5,11 10,2 33,5 65,6 19,9 AA 4,2 2,3 43 2,7
209 S.A. 39 4,95 15,4 459 92,8 31,2 AA 3,4 1,2 2,6 0,0
210 S.N. 36 4,79 13,2 40,9 85,4 27,5 AA 2,8 1,0 2,6 0,0
211 S.A. 26 6,22 12,5 40,8 65,7 20,1 AA 5,4 2,0 4,9 2,4
212 T.C. 37 5,53 11,2 36,3 65,7 20,3 AA 4,9 2,4 5,1 1,0
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No Olgu Yas RBC 10'%/L Hb g/dl Het % MCV fl MCH pg Elek HbA2% | HbF % | HPLCHbA2 | HPLCHbF
213 T.K. 10 5,53 11,1 36,6 66,1 20,1 AA 4,2 5,2 4,6 4,9
214 U.D. 18 4,96 11,4 36,8 74,2 22,9 AA 2,2 1,4 2,1 0,0
215 UL 54 5,46 15,8 47,7 87,3 29,0 AA 2,5 1,2 2,7 0,0
216 U.M. 49 6,49 13,2 42,8 66,0 20,4 AA 55 1,7 4,6 0,0
217 U.M. 22 7,54 14,4 47,6 63,1 19,2 AA 5,1 1,2 4,8 0,0
218 U.S. 45 4,78 13,4 41,9 87,7 28,0 AA 2,7 1,0 2,7 0,0
219 U.R. 58 4,73 12,8 40,4 85,3 26,9 AA 2,7 1,1 2,5 0,0
220 U.S. 26 5,13 13,3 41,2 80,3 26,0 AA 2,5 1,5 2,6 0,0
221 U.H. 45 4,30 7,8 27,3 63,4 18,2 AA 2,3 2,2 1,8 0,0
222 U.E. 8 4,34 12,0 35,8 82,5 27,6 AA 2,6 1,2 2,8 0,0
223 U.H. 37 4,85 10,1 33,3 68,8 20,8 AA 2,3 1,1 2,1 0,0
224 U.M. 5 5,21 9,4 31,2 59,8 18,0 AA 53 2,7 5,7 2,8
225 U.F. 23 5,01 12,7 39,7 79,3 25,3 AA 2,4 1,1 2,4 0,0
226 U.H. 25 5,17 12,5 39,5 76,4 24,1 AA 2,3 1,7 2,2 0,0
227 U.K. 2 5,13 12,3 38,0 74,1 24,0 AA 2,5 3,2 2,4 3,6
228 Y.H.I. 48 5,25 16,3 48,6 92,7 31,0 AA 2,3 1,9 2,7 0,0
229 Y.S. 45 5,21 14,9 45,5 87,3 28,6 AA 2,5 1,7 2,8 0,0
230 Y.A. 30 4,32 12,1 36,5 84,4 27,9 AA 2,4 1,9 2,7 0,0
Aksehir’den alinan kan 6rnekleri

231 A.A. 32 4,21 12,3 38,1 90,5 29,1 AA 3,1 0 2,7 0,3
232 A.A. 34 4,05 12,1 35,8 88,3 29,8 AA 3,8 0,3 2,8 0,4
233 A.H.N. 10 4,77 12,2 37,9 79,3 25,5 AA 2.9 0,6 2,7 0,4
234 Al 35 7,20 14,0 45,6 63,4 19,5 AA 5,6 1,6 5,5 0,9
235 A.A. 23 5,37 16,1 47,9 89,1 30,0 AA 3,2 1,2 2,7 0
236 A.F. 43 4,41 15,8 33,8 76,6 35,8 AA 3,5 0,7 2,6 0
237 AM. 22 5,87 13,4 35,9 61,1 22,9 AA 4,4 1,5 4,5 1,0
238 A.H. 18 4,91 13,9 42,8 87,2 28,3 AA 2,7 0,8 1,9 0
239 A.S. 45 4,78 12,9 40,1 84,0 27,1 AA 2,5 0,9 2,6 0,3
240 B.A. 18 4,43 13,0 39,4 88,9 29,3 AA 2.9 0,3 2,6 0,2
241 C.0. 20 5,05 12,7 30,4 60,1 25,1 AA 5,4 1,3 4,6 1,0
242 C.S. 40 5,35 19,2 42,1 78,6 35,8 AA 2,7 1,1 2,7 0,3
243 C.A. 27 4,49 13,3 33,8 75,3 29,7 AA 2,6 1,8 2,3 0,3
244 C.G. 48 4,75 12,5 38,7 81,5 26,2 AA 2,8 0,9 2,3 0,4
245 C.M. 19 6,32 11,8 39,6 62,6 18,6 AA 6,0 1,5 5,3 0,6
246 D.M. 30 4,36 12,8 39,3 90,1 29,3 AA 3.4 1,6 2,9 0,8
247 D.H. 17 6,03 11,7 38,9 64,5 19,3 AA 5,8 2.4 5,4 0,7
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No Olgu Yas RBC 10'%/L Hb g/dl Het % MCV fl MCH pg Elek HbA2% | HbF % | HPLCHbA2 | HPLCHbF
248 E.M.A. 23 7,10 15,9 39,6 55,7 22,4 AA 4,6 1,6 4.4 0,2
249 G.G. 5 4,86 11,7 30,2 62,2 24,1 AA 5,7 2,9 5,0 1,9
250 G.H. 30 4,97 13,3 31,8 63,9 26,9 AA 4,6 13,5 4.4 8,9
251 G.G. 41 5,43 13,0 34,6 63,8 23,9 AA 6,3 1,6 4,7 0,7
252 H.M. 25 5,81 16,1 49,3 84,9 27,6 AS 3,2 1,9 4.4 0,5
253 K.M.A. 45 4,89 15,4 45,8 93,6 31,4 AA 3,1 1,3 2.4 0
254 K.E. 47 5,76 11,7 38,0 66,1 20,3 DD 2,3 2,5 5,0 1,4
255 O.H. 56 4,57 13,6 394 86,3 29,8 AA 2,7 0,7 2,3 0
256 OF. 48 5,77 12,0 38,6 66,8 20,8 AA 6,0 1,3 4,9 0,9
257 S.H. 29 4,33 12,0 36,7 84,9 27,7 AA 3,0 1,1 2,6 0,3
258 S.M. 29 4,61 11,4 35,8 77,5 248 AA 3,3 1,2 2,2 0,5
259 S.R. 27 5,12 15,8 47,5 92,9 30,9 AA 3,3 1,2 2,3 0,6
260 U.K.G. 26 4,69 12,6 39,0 83,2 26,9 AA 2,9 2,5 2,5 1,5
261 U.H. 31 6,51 15,9 50,4 77,4 244 AA 2,8 0,8 2,5 0,2
262 Y.O. 21 5,60 17,0 50,7 90,6 30,3 AH 1,9 1,3 2,0 0,4
263 Y.A. 53 5,98 12,4 40,1 67,0 20,6 AA 5,2 1,1 4,2 0,3
264 Y.E. 4,05 12,7 38,4 94,8 31,5 AA 3,2 1,1 2,3 0,2
Cumra’dan alinan kan 6rnekleri

265 B.R. 27 5,53 15,8 47,2 85,5 28,6 AA 3,3 0,2 2,9 0,0
266 G.A. 24 5,93 11,3 38,4 64,8 19,1 AA 43 1,4 4.5 0,0
267 K.A. 4,69 12,6 38,3 81,7 26,8 AA 2.4 1,5 3,1 0,0
268 K.G. 29 6,08 12,7 40,4 66,4 20,8 AA 2,8 0,8 2,9 0,0
269 K.H. 49 7,03 12,8 41,2 58,5 18,2 AA 2,5 1,5 2,6 0,0
270 K.M. 23 4,56 12,1 35,9 78,7 26,6 AA 5,0 1,3 4.8 0,0
271 K.O. 11 4,25 12,5 38,0 89,3 29,6 AA 2.4 1,4 2,9 0,0
272 K.R. 28 5,77 11,3 36,7 63,7 19,5 AA 43 1,9 5,0 2,1
273 O.A. 22 4,63 13,5 40,4 87,4 29,2 AA 4.8 3,2 5,0 0,0
274 O.M. 25 6,34 11,7 38,8 61,2 18,5 AA 2,1 1,4 1,9 0,0
275 S.L. 32 4,36 13,0 38,7 88,7 29,7 AA 2,8 1,4 2,6 0,0
276 Y.A. 56 5,07 14,2 432 85,2 27,9 AA 3,1 1,4 2,8 0,0
277 Y.S. 30 5,81 11,7 36,7 63,2 20,2 AA 34 2,7 4,7 1,2
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Hb A, degerinin mikrokolon ve HPLC yontemleri ile 6l¢iim sonuglart student # testi ile

karsilastirildiginda anlamli fark olmadig (p<0,05) goriilmiistiir (Cizelge 4.2).

Cizelge 4.2: Hb A, miktarinin mikrokolon ve HPLC ile 6l¢iimiiniin tanimlayici istatistik degerleri.

Mikrokolon HPLC
Ortalama 3,3 3,2
Orta deger 2,9 2,8
Mod 2,8 2,6
Minimum 1,1 1,3
Maksimum 6,6 6,2
Standart sapma 1,2 1,1

Molekiiler ¢aligmalarda Orneklerin anormal hemoglobin, B ve a talasemi yoniinden
incelemeleri ARMS, RFLP ve mikroarray yontemleri ile yapilmistir. Mikroarray ¢alismasi
icin dncelikle mutasyona 6zgili tanimlayicilarin tasarimi yapilmastir.

Tasarim ¢aligmasinda ilk olarak mutasyonlarin [ geni iizerindeki yerlesimleri
belirlenmistir (Sekil 4.2). Mutasyonlarin yerlesim yerleri dikkate alinarak maliyet ve
uygulama kolaylig1 acisindan genin bes par¢ada cogaltilmasina karar verilmistir. Gen
tizerinde primerlerin tanima bdlgeleri ve c¢ogaltma iiriinleri Sekil 4.3°de gosterilmistir.
Bundan sonra tanimlayici tasarimi yapilmak istenen mutasyonlar i¢in web tabanli serbest
programlar yardimi ile gere¢ ve yontemin 3.3.12. boliimiinde anlatildigi gibi mutasyon
taramasinin mikroarray yontemi ile yapilmasi i¢in 19 B talasemi mutasyonu ve 10 anormal
hemoglobin mutasyonu ic¢in tanimlayici tasarimi yapilmistir. Yontemde ¢ogaltma

tirinlerindeki yerlerine gore Cizelge 4.3’de mutasyon listesi verilmistir.
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........................................ CATCCATTCTGTCCTGTAAGTATTTTGC
ATATTCTGGAGACGCAGGAAGAGATCCATCTACATATCCCAAAGCTGAATTATGGTAGACAAAACTCT
TCCACTTTTAGTGCATCAACTTCTTATTTGTGTAATAAGAAAATTGGGAAAACGATCTTCAATATGCT
TACCAAGCTGTGATTCCAAATATTACGTAAATACACTTGCAAAGGAGGATGTTTTTAGTAGCAATTTG
TACTGATGGTATGGGGCCAAGAGATATATCTTAGAGGGAGGGCTGAGGGTTTGAAGTCCAACTCCTAA
GCCAGTGCCAGAAGAGCCAAGGACAGGTACGGCTGTCATCACTTAGACCTCACCCTGTGGAGCCACAC
IiiAGGGTTGGCCAATCTACTCCCAGGAGCAGGGAGGGCAGGAGCCAGGGCTGGGCA.AAAAGTCAGG
-30

GCAGAGCCATCTATTGCTTACATTTGCTTCTGACACAACTGTGTTCACTAGCAACCTCAAACAGACAC
CATGGTGCATCTGACTC.G‘GGAG-CTGCCGTTACTGCCCTGTGGGGCAAGGTGAACGTGGATI

Cd5HbC Ccd8 cds8/9 HbESaskatoon

HbDIran

BrcrTeeTeGTGAGGCCCTGGGCAGHT TCEMATCAAGGT TACAAGACAGGT TTAAGGAGACCAATAGA
HbGCoushatto ivs1i-5 N

AACTGGGCATGTGGAGACAGAGAAGACTCTTGGGTTTCTGATAGGCACTGACTCTCTCTGCCTATTIG

TCTATTTTCCCACCCTTﬁIGCTGCTGGTGGTCTACCCTTGGACCIAGAGGTTCTTTGAGTCITTTGGG

GATCTGTCCACTCCTGATGCTGTTATGGCAACCCTAAGGTGAAGGCTCATGGCABGAAAGTGCTCGG
Hb Hamadan HbJ-Antakya

TGCCTTTAGTGATGGCCTGGCTCACCTGGACAACCTCAAGGGCACCTTTGCCACACTGAGTGAGCTGC
Cd74/75

ACTGTGACAAGCTGCACGTGGATCCTGAGAACTTCAGGITGAGTCTATGGGACGCTTGATGTTTTCTT
Ivs 2-1

TCCCCTTCTTTTCTATGGTTAAGTTCATGTCATAGGAAGGGGATAAGTAACAGGGTACAGTTTAGAAT
GGGAAACAGACGAATGATTGCATCAGTGTGGAAGTCTCAGGATCGTTTTAGTTTCTTTTATTTGCTGT
TCATAACAATTGTTTTCTTTTGTTTAATTCTTGCTTTCTTTTTTTTTCTTCTCCGCAATTTTTACTAT
TATACTTAATGCCTTAACATTGTGTATAACAAAAGGAAATATCTCTGAGATACATTAAGTAACTTAAA
AAAAAACTTTACACAGTCTGCCTAGTACATTACTATTTGGAATATATGTGTGCTTATTTGCATATTCA
TAATCTCCCTACTTTATTTTCTTTTATTTTTAATTGATACATAATCATTATACATATTTATGGGTTAA
AGTGTAATGTTTTAATATGTGTACACATATTGACCAAATCAGGGTAATTTTGCATTTGTAATTTTAAA
AAATGCTTTCTTCTTTTAATATACTTTTTTGTTTATCTTATTTCTAATACTTTCCCTAATCTCTTTCT
TTCAGGGCAATAATGATACAATGTATCATGCCTCTTTGCACCATTCTAAAGAATAACAGTGATAATTT
CTGGGTTAAGGCAATAGCAATATCTCTGCATATAAATATTTCTGCATATAAATTGTAACTGATGTAAG
AGGTTTCATATTGCTAATAGCAGCTACAATCCAGITACCATTCTGCTTTTATTTTATGGTTGGGATAA

GGCTGGATTATTCTGAGTCCAAGCTAGGCCCTTTTGCTAATCATGTTCATACCTCTTATCTTCCTCCC
GCTCCTGGGCAACGTGCTGGTCTGTGTGCTGGCCCATCACTTTGGCAAAIAATTCACCCCACCAG

HbDLosAng&HbBeograd

HbOArab
TGCAGGCTGCCTATCAGAAAGTGGTGGCTGGTGTGGCTAATGCCCTGGCCCACAAGTATCACTAAGCT
CGCTTTCTTGCTGTCCAATTTCTATTAAAGGTTCCTTTGTTCCCTAAGTCCAACTACTAAACTGGGGG
ATATTATGAAGGGCCTTGAGCATCTGGATTCTGCCTAATAAAAAACATTTATTTTCATTGCAATGATG
TATTTAAATTATTTCTGAATATTTTACTAAAAAGGGAATGTGGGAGGTCAGTGCATTTAAAACATAAA
GAAATGAAGAGCTAGTTCAAACCTTGGGAAAATACACTATATCTTAAACTCCATGAAAGAAGGTGAGG
CTGCAAAC . v ittt it it e it it eien

Sekil 4.2: Tanumlayici tasarimi yapilan mutasyonlarin B geni iizerindeki yerlesimi.
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........................................ CATCCATTCTGTCCTGTAAGTATTTTGC
ATATTCTGGAGACGCAGGAAGAGATCCATCTACATATCCCAAAGCTGAATTATGGTAGACAAAACTCT
TCCACTTTTAGTGCATCAACTTCTTATTTGTGTAATAAGAAAATTGGGAAAACGATCTTCAATATGCT
TACCAAGCTGTGATTCCAAATATTACGTAAATACACTTGCAAAGGAGGATGTTTTTAGTAGCAATTTH
A A CE I ACEEEEEMAEAG . T2 TA TCT TAGAGGGAGGGCTGAGGGT TTGAAGTCCAACTCCTAA
GCCAGTGCCAGAAGAGCCAAGGACAGETACCECTCGTCATCACTTAGACCTCACCCTGTGGAGCCACAC
CCTAGGGTTGGCCAATCTACTCCCAGGAGCAGGGAGGGCAGGAGCCAGGGCTGGGCATAAAAGTCAGG
GCAGAGCCATCTATTGCTTACATTTGCTTCTGACACAACTGTGTTCACTAGCAACCTCAAACAGACAC
CATGGTGCATCTGACTCCTGAGGAGAAGTCTGCCGTTACTGCCCTGTCCEonRcenea~8clcElc
B2BTTGGTGGTGAGGCCCTGGGCAGGTTGGTATCAAGGTTACAAGACAGGTTTAAGGAGACCAATAGA
AACTGGGCATGTCCAGACAGAGAAGACTCTTGGGTTTCTGATAGGCACTGACTCTCTCTGCCTATTGG
TCTATTTTCCCACCCTTAGGCTGCTGGTGGTCTACCCTTGGACCCAGAGGTTCTTTGAGTCCTTTGGG
GATCTGTCCACTCCTGATGCTGTTATGGGCAACCCTAAGGTGAAGGCTCATGGCAAGAAAGTGCTCGG
TGCCTTTAGTGATGGCCTGGCTCACCTGGACAACCTCAAGGGCACCTTTGCCACACTGAGTGAGCTGC
ACTGTGACAAGCTGCACGTGGATCCTGAGAACTTCAGGGTGAGTCTATGGGACGCTTGATGTTTTCTT
TCCCCTTCTTTTCTATGGTTAAGTTCATGTCATAGGAAGGGGATAAGTAACAGGGTACAGTTTAGAAT
GGGAAACAGACGAATGATTGCATCAGTGTGGAAGTCTCAGGATCGTTTTAGTTTCTTTTATTTGCTGT
TCATAACAATTGTTTTCTTTTGTTTAATTCTTGCTTTCTTTTTTTTTCTTCTCCGCAATTTTTACTAT
TATACTTAATGCCTTAACATTGTGTATAACAAAAGGAAATATCTCTGAGATACATTAAGTAACTTAAA
AAAAAACTTTACACAGTCTGCCTAGTACATTACTATTTGGAATATATGTGTGCTTATTTGCATATTCA
TAATCTCCCTACTTTATTTTCTTTTATTTTTAATTGATACATAATCATTATACATATTTATGGGTTAA
AGTGTAATGTTTTAATATGTGTACACATATTGACCAAATCAGGGTAATTTTGCATTTGTAATTTTAAA
AAATGCTTTCTTCTTTTAATATACTTTTTTGTTTATCTTATTTCTAATACTTTCCCTAATCTCTTTCT
TTCAGGGCAATAATGATACAATGTATCATCCCTCT I TCGCACCATTCTAAAGAATAACAGTGATAATTT
CTGGGTTAAGGCAATAGCAATATCTCTGCATATAAATATTTCTGCATATAAATTGTAACTGATGTAAG
AGGTTTCATATTGCTAATAGCAGCTACAATCCAGCTACCATTCTGCTTTTATTTTATGGTTGGGATAA
GGCTGGATTATTCTGAGTCCAAGCTAGGCCCTTTTGCTAATCATGTTCATACCTCTTATCTTCCTCCC
ACAGCTCCTGGGCAACGTGCTGGTCTGTGTGCTGGCCCATCACTTTGGCAAAGAATTCACCCCACCAG
TGCAGGCTGCCTATCAGAAAGTGGTGGCTGGTGTGGCTAATGCCCTGGCCCACAAGTATCACTAAGCT
CGCTTTCTTGCTGTCCAATTTCTATTAAAGGTTCCTTTGTTCCCTAAGTCCAACTACTAARACTGGGGG
ATATTATGAAGGGCERTCACCATCTCOATICTCCCTANTAAAAAACATTTATTTTCATTGCAATGATG
TATTTAAATTATTTCTGAATATTTTACTAAAAAGGGAATGTGGGAGGTCAGTGCATTTAAAACATAAA
GAAATGAAGAGCTAGTTCAAACCTTGGGAAAATACACTATATCTTAAACTCCATGAAAGAAGGTGAGG
CTGCARAC .« ettt ee e e e e e e eeenennn

Sekil 4.3: B geni iizerinde gogaltma primerlerinin tamima bélgeleri. 1, 2, I, 4, I
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Cizelge 4. 3: Mikroarray yonteminde ¢ogaltma iiriinlerindeki yerlerine gére mutasyonlar.

Cogaltma iiriinii

p talasemi mutasyonu

Anormal hemoglobin

1

IVS I-110 (G—A)

IVS I-130 (G—C)

IVS I-130 (G—A)

1

1

1 Cd 39 (C—T)

1 Cd 44 (-C)

1 Hb J Antakya

2 IVS I-1 (G—A)

2 IVS I-5 (G—A)

2 IVS 1I-5 (G—C)

2 IVS I-6 (T—C)

2 IVS II-1 (A—G)

2 Cd 74/75 (-C)

3 IVS 1I-745 (C—G)

3 IVS 11-848 (C—A)

3 IVS 11I-849 (A—G)

3 Hb D Los Angeles (G—C)
3 Hb O Arab (G—A)

3 Hb Beograd (A—T)

4 -87 (C—-G)

4 Cd 8 (-AA)

4 Cd 8/9 (+G)

4 Hb G Coushatta (A—C)
4 Hb E Saskatoon (G—A)
4 Hb D Iran (G—C)

4 Hb Hamadan (G—C)

5 -30 (T—A)

5 Cd 5 (-CT)

5 Hb S (A—T)

5 Hb C (G—A)

Toplam 19 10

Tanimlayicilarin tasariminin ardindan okutma protokollerinin oturtulmasi igin gereg ve
yontemin 3.3.13. boliimiindeki ayirim sicakliginin belirlenmesi ile ilgili islemlerde elde edilen
analiz sonugclarina ait veriler Cizelge 4.4-4.8, grafikler Sekil 4.4-4.8°da verilmistir. Cizelge ve
sekiller incelendiginde sinyal seviyesinin yiiksek, ayirimin ¢ok iyi olmadigi 28°C ile sinyal
seviyesinin diisiik, aymrmmm ¢ok iyi oldugu 32°C sicaklik arasindaki dereceler tek tek
yiikseltilerek islem tekrar edilmis ve analiz sonuclarina ait veriler Cizelge 4.9-4.13, grafikler

Sekil 4.9-4.13°de verilmistir. Sonuglara gére en iyi ayirim sicakligi 32°C olarak belirlenerek

standart okuma protokolii uygulanmis veriler Cizelge 4.14 ve Sekil 4.14’de verilmistir.
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Cizelge 4.4: 24°C’de alinan sinyallerin sayisal degerleri, oranlar1 ve genotipi

Ornek Mutant sinyal Normal sinyal Mutant:Normal | Genotip
1 579 772 1:1,33 Mutant/Normal
2 365 558 1:1,53 -
Mutant kontrol 529 229 2,31:1 -
900
800
700
600
500 -
B Mutant sinyal
400 -
Normal sinyal
300
200
100 -
0 .
2 mutant kontrol

Sekil 4.4: 24°C’de alinan sinyallerin grafigi
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Cizelge 4.5: 28°C’de alan sinyallerin sayisal degerleri, oranlar1 ve genotipi

Ornek

Mutant sinyal

Normal sinyal

Mutant:Normal

Genotip

1

42

165

1:3,93

2

23

115

1:5

Normal/Normal

Mutant kontrol

432

191

2,26:1

500

450

400

350

300

250

200

150

100

50

mutant kontrol

B Mutant sinyal

Normal sinyal

Sekil 4.5: 28°C’de alinan sinyallerin grafigi
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Cizelge 4.6: 32°C’de alman sinyallerin sayisal degerleri, oranlar1 ve genotipi

Ornek Mutant sinyal Normal sinyal Mutant:Normal | Genotip
1 0 37 Sonsuz Normal/Normal
2 0 27 Sonsuz Normal/Normal
Mutant kontrol 297 37 8:1 Mutant/Mutant
350
300
250
200
B Mutant sinyal
150 Normal sinyal
100
50
0 . .
2 mutant kontrol

Sekil 4.6: 32°C’de alinan sinyallerin grafigi
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Cizelge 4.7: 36°C’de alinan sinyallerin sayisal degerleri, oranlar1 ve genotipi

Ornek

Mutant sinyal

Normal sinyal

Mutant:Normal

Genotip

1

2

Mutant kontrol

99

2

49,5:1

Mutant/Mutant

120

100

80

60

40

20

mutant kontrol

® Mutant sinyal

Normal sinyal

Sekil 4.7: 36°C’de alinan sinyallerin grafigi
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Cizelge 4.8: 40°C’de alian sinyallerin sayisal degerleri, oranlar1 ve genotipi

Ornek

Mutant sinyal

Normal sinyal

Mutant:Normal

Genotip

1

2

Mutant kontrol

0.9

0.8

0,7

0,6

0.5

0.4

0.3

0.2

0.1

]

mutant kontrol

B Mutant sinyal

Normal sinyal

Sekil 4.8: 40°C’de alinan sinyallerin grafigi
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Cizelge 4.9: 28°C’de alian sinyallerin sayisal degerleri, oranlar1 ve genotipi

Ornek Mutant sinyal Normal sinyal Mutant:Normal | Genotip
1 3 192 1:64 Normal/Normal
2 0 131 Sonsuz Normal/Normal
Mutant kontrol 597 73 8,18:1 Mutant/Mutant

700

600

500

400

B Mutant sinyal

300 Normal sinyal

200

100

0 T T
2 mutant kontrol

Sekil 4.9: 28°C’de alinan sinyallerin grafigi
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Cizelge 4.10: 29°C°de alinan sinyallerin sayisal degerleri, oranlar1 ve genotipi

Ornek Mutant sinyal Normal sinyal Mutant:Normal | Genotip
1 0 87 Sonsuz Normal/Normal
2 0 59 Sonsuz Normal/Normal
Mutant kontrol 527 41 12,85/1 Mutant/Mutant

600

500

400

300 B Mutant sinyal

Normal sinyal
200
100
0 T T
2 mutant kontrol

Sekil 4.10: 29°C’de alinan sinyallerin grafigi
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Cizelge 4.11: 30°C’de alinan sinyallerin sayisal degerleri, oranlar1 ve genotipi

Ornek Mutant sinyal Normal sinyal Mutant:Normal | Genotip
1 0 60 Sonsuz Normal/Normal
2 0 41 Sonsuz Normal/Normal
Mutant kontrol 460 20 23:1 Mutant/Mutant

500

450

400

350

300

250 B Mutant sinyal

200 Normal sinyal

150

100

50
0 T T
2 mutant kontrol

Sekil 4.11: 30°C’de alinan sinyallerin grafigi
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Cizelge 4.12: 31°C’de alinan sinyallerin sayisal degerleri, oranlar1 ve genotipi

Ornek Mutant sinyal Normal sinyal Mutant:Normal | Genotip
1 0 27 Sonsuz Normal/Normal
2 0 0 0 -
Mutant kontrol 293 4 73,25:1 Mutant/Mutant
350
300
250
200
B Mutant sinyal
150 .
Normal sinyal
100
50
0 T T
1 2 mutant kontrol

Sekil 4.12: 31°C’de alinan sinyallerin grafigi
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Cizelge 4.13: 32°C’de alinan sinyallerin sayisal degerleri, oranlar1 ve genotipi

Ornek Mutant sinyal Normal sinyal Mutant:Normal | Genotip
1 0 39 Sonsuz Normal/Normal
2 0 27 Sonsuz Normal/Normal
Mutant kontrol 360 8 45:1 Mutant/Mutant

400

350

300

250

200 ® Mutant sinyal

150 Normal sinyal

100

50
0 T T
1 2 mutant kontrol

Sekil 4.13: 32°C’de alinan sinyallerin grafigi
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Cizelge 4.14: Hb J Antakya i¢in standart protokole goére okutma sonuglari

Ornek Mutant sinyal Normal sinyal Mutant:Normal | Genotip
1 0 281 Sonsuz Normal/Normal
2 0 166 Sonsuz Normal/Normal
Mutant kontrol 612 58 10,55:1 Mutant/Mutant

700

600

500

400

B Mutant sinyal

300 Normal sinyal

200

100

0 T T
1 2 mutant kontrol

Sekil 4.14: Hb J Antakya i¢in standart protokolde elde edilen sinyallerin bar grafigi.

Her bir mutasyon igin ayri ayri yapilan bu g¢alisma sonucu elde edilen ayirim

sicakliklart ve buna gore belirlenen okuma protokolleri Cizelge 4.15°de verilmistir.
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Cizelge 4.15: Mutasyonlarin ayirim sicakliklar1 ve okuma yontemleri.

Mutasyon Ayirim Sicaklhigi °C | Okuma Y 6ntemi
56 °C-60s-40 °C-30s-37 °C-30s-35 °C-30s-34 °C-60s-HSWx5-

VS I-110 34 28 °C-Scan-LSW-HSW-24 °C-Scan

Cd 44 48 56 0C—6OS—54 C-30s-51 °C-30s-49 °C-30s-48 °C-60s-HSWx5-
24 °C-Scan

Cd 39 36 56 0C—6()s—42 C-30s-39 °C-30s-37 °C-30s-36 °C-60s-HSWx5-
24 °C-Scan
56 °C-60s-44 °C-30s-41 °C-30s-39 °C-30s-38 °C-60s-HSWx5-

IVS I-130(C.A) | 38 32°C-Scan-LSW-HSW-24 °C-Scan

VS I-1 o 56 °C-60s-30 °C-30s-27 °C-30s-25 °C-30s-24 °C-60s-HSWx5-
Scan-LSW-HSW-24 °C-Scan

IVS 15 (C.A) 42 56 0C—6OS—48 C-30s-45 °C-30s-43 °C-30s-42 °C-60s-HSWx5-
24 °C-Scan

IVS 1-6 42 56 0C—6()s—48 C-30s-45 °C-30s-43 °C-30s-42 °C-60s-HSWx5-
24 °C-Scan

IVS II-1 39 56 0C—6Os—45 C-30s-42 °C-30s-40 °C-30s-39 °C-60s-HSWx5-
24 °C-Scan

Cd 74/75 34 56 0C—6OS—4O C-30s-37 °C-30s-35 °C-30s-34 °C-60s-HSWx5-
24°C-Scan
56 °C-60s-48 °C-30s-45 °C-30s-43 °C-30s-42 °C-60s-HSWx5-

IVS I-745 42 36 °C-Scan-LSW-HSW-24 °C-Scan

IVS 11-848/849 | 33 56 0C—6OS—39 C-30s-36 °C-30s-34 °C-30s-33 °C-60s-HSWx5-
24°C-Scan
56 °C-60s-48 °C-30s-45 °C-30s-43 °C-30s-42 °C-60s-HSWx5-

-87 42 o
24 °C-Scan
56 °C-60s-39 °C-30s-36 °C-30s34 °C-30s-33 °C-60s-HSWx5-

Cd8 33 o
24°C-Scan

Cds/9 30 56 °C-60s-36 °C-30s-33 °C-30s-31 °C-30s-30 °C-60s-HSWx5-
24 °C-Scan-LSW-HSW-24 °C-Scan
56 °C-60s-40 °C-30s-37 °C-30s-35 °C-30s-34 °C-60s-HSWx5-

-30 34 o
24°C-Scan

cds 34 56 °C-60s-40 °C-30s-37 °C-30s-35 °C-30s-34 °C-60s-HSWx5-
28 °C —Scan-LSW-HSW-24 °C-Scan

HbS 34 56 °C-60s-40 °C-30s-37 °C-30s-35 °C-30s-34 °C-60s-HSWx5-
28 °C —Scan-LSW-HSW-24 °C-Scan

HbC 34 56 °C-60s-40 °C-30s-37 °C-30s-35 °C-30s-34 °C-60s-HSWx5-
28 °C —Scan-LSW-HSW-24 °C-Scan

HbD Los 56 °C-60s-36 °C-30s-33 °C-30s-31 °C-30s-30 °C-60s-HSWx5-

30 0

Angeles 24°C-Scan

HbO-Arab 30 56 OC—6Os—36 C-30s-33 °C-30s-31 °C-30s-30 °C-60s-HSWx5-
24°C-Scan

HbBeograd 30 56 0C—6Os—36 C-30s-33 °C-30s-31 °C-30s-30 °C-60s-HSWx5-
24 °C-Scan
56 °C-60s-40 °C-30s-37 °C-30s-35 °C-30s-34 °C-60s-HSWx5-

HbG Coushatta | 34 28°C -Scan-LSW-HSW-24 °C-Scan

HbD iran 34 56 °C-60s-40 °C-30s-37 °C-30s-35 °C-30s-34 °C-60s-HSWx5-
28 °C -Scan-LSW-HSW-24 °C-Scan
56 °C-60s-40 °C-30s-37 °C-30s-35 °C-30s-34 °C-60s-HSWx5-

HPE Saskatoon | 34 28°C -Scan-LSW-HSW-24 °C-Scan

HbJ Antakya 32 56 0C—6OS—38 C-30s-35 °C-30s-33 °C-30s-32 °C-60s-HSWx5-
24 °C-Scan

Hb Hamadan o 56 °C-60s-30 °C-30s-39 °C-30s-37 °C-30s-36 "C-60s-HSWx5-

24 °C-Scan
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Hematolojik verileri ve hemoglobin tiplendirmesi talasemi ya da anormal hemoglobin
tastyiciligini gosteren olgularin tiim aile bireylerinin de mutasyon taramasi yapilmistir. 3
talasemi i¢in IVS I-110 (G—A), IVS I-1 (G—A), Cd 39 (C—T), Cd 8(-AA), IVS II-1
(G—A), IVS 1-6 (T—C), IVS 1I-745 (C—G), -30 (T—A), IVS I-5 (G—A), Cd 8/9 (+G), Cd
44 (-C), -101 (C->T), -87 (C—-G), Cap+tl (A—C), Cd 6 (-A), IVS 1-25bg¢ del (-
GGTCTATTTTCCCACCCTTAGGCTG), Cd 41/42  (-TTCT), o talasemi icin o, o** ve
MED I mutasyonlart ARMS yontemi, B talasemi i¢in Cd 5 (-CT), IVS 1-130 (G—C), Cd
74/75 (-C) mutasyonlart RFLP ve anormal hemoglobinlerden Hb S (A—T) mutasyonu
ARMS ve RFLP, Hb D Los Angeles (G—C) mutasyonu RFLP yontemleri ile taranmustir.
Tarama sonucunda elde edilen agaroz jel goriintiileri Sekil 4.15-25’da verilmistir. Bunlara ek
olarak IVS I-130 (G—A), IVS I-5 (G—C), IVS II-848 (C—A) ve IVS 11-849 (A—G), Hb J
Antakya (A—T), Hb O Arab (G—A), Hb Beograd (A—T), Hb G Coushatta (A—C), Hb E
Saskatoon (G—A), Hb D iran (G—C), Hb C (G—A) ve Hb Hamadan (G—C) mutasyonlar1
mikroarray yontemiyle taranmistir. Toplam 164 olgunun 84’linde P talasemi mutasyonu
tagtyrcihigl, 1’inde o’ talasemi mutasyonu tasiyiciligi ve 1’inde Hb S mutasyonu tasiyicihign
belirlenmistir. Mutasyon taramasi yapilan olgulardan 3 tanesi IVS I-110/IVS I-110 homozigot
mutant, 3 tanesi IVS 1I-745/IVS 1-110 ve 1 tanesi de D/IVS I-110 cifte heterozigot olarak
belirlenmistir (Cizelge 4.16). B talasemi tastyiciligi belirlenen olgularin %74’i IVS 1-110,
%9u Cd 8, %5°1 Cd 39, %4°1 Cd 5, %4°1 IVS I-1, %2’si IVS 1I-745, %1°1 Cd 44, %1°1 -87
mutasyonu tastyicisi olarak belirlenmistir (Cizelge 4.17). Hb S ve Hb D mutasyonu tasidiklar
belirlenen olgulara ait HPLC goriintiileri Sekil 4.26 ve 27°de verilmistir.
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1 2 3 4 5 +K -K

+

Sekil 4.15: ARMS ile IVS I-110 mutasyonu i¢in elde edilen agaroz jel goriintiisii.

+

Sekil 4.16: ARMS ile Cd 8 mutasyonu i¢in elde edilen agaroz jel goriintiisii.

Sekil 4.17: ARMS ile Cd 39 mutasyonu i¢in elde edilen agaroz jel goriintiisii.
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Sekil 4.18: ARMS ile IVS I-1 mutasyonu i¢in elde dilen agaroz jel goriintiisii.

Sekil 4.19: ARMS ile IVS 1I-745 mutasyonu i¢in elde edilen agaroz jel goriintiisii.

+

Sekil 4.20: ARMS ile Cd 44 mutasyonu i¢in elde edilen agaroz jel goriintiisii.
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Sekil 4.21: ARMS ile -87 mutasyonu i¢in elde edilen agaroz jel goriintiisii.

Ml NI M2 N2 M3 N3 MK NK

+

Sekil 4.22: PCR temelinde o>’ mutasyonu i¢in agaroz jel goriintiisii.

1 2 AA  A/Cd5 Cd5/CdS

Sekil 4.23: RFLP ile Cd 5 mutasyonu igin elde edilen agaroz jel goriintiisii.
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Sekil 4.24: RFLP ile Hb D mutasyonu i¢in agaroz jel goriintiisii.

1 AA AS SS

Sekil 4.25: RFLP ile Hb S mutasyonu igin agaroz jel goriintiisii.
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VWDTA, 15 nm (] 08026.D)
mAU
25 .
> |
15 E ? ' i
|
104 . § .
& w .
s 38 EE N T IJ |
ds O5 AN o0 [
o e e e T N
D 1 2 5 8 7
Area Percent Report
Sorted By : Signal
Calib. Data Modified 07.06.2005 15:47:32
Maltiplier : 1.0000
Dilution H 1.0000
Signal 1: VWDl A, Wavelength=415 nm
Peak RetTime Type Width Area Area Name
¢ (min) [min] mAU  +g %
=== | | | | | e e ———————
1 0.354 BV 0.0709 6.64018  0.2690 ?
2 0.530 vv 0.0949 6.73147  0.2727 2
3 0.780 W 0.1261  15.06343 0.6102 ?
4 0.954 VB 0.1880 9.69889  0.3929 ?
5 2.177 BV 0.2323  61.58121  2,4947 hbale
6 2.595 w 0.1556  13.63035 0.5522 hbf
7 3.045 vV 0.1449  22.66596 0.9182 ?
8 3,206 W 0.1348 17.41172  0.7054 ?
9 3.4713 W 0.1686 99.55063 4.0328 ?
10 4.392 vB 0.1655 1205.88037 48.8508 hbao
11 5.000 0.0000 0.00000 0.0000 hbe
12 5.652 BV 0.2198 108.57476 4.3984 hba2
13 6.150 0.0000 0.00000 ©0.0000 hbd
14 6.572 vB 0.0696 901.06885 36.5027 hbs
15 7.600 0.0000 0.00000 0.0000 hbe

Sekil 4.26: Hb S belirlenen olgunun HPLC goriintiisii.

1 15 om D)
mAY ]
. i .
o] ;
1 . 3
ﬁ .
] P2 3 g
SN £z ) o3
s AN VoA
[ e Ly S S, U T L
¥ T
i 2 3 4 5 . ) 7
Area Percent Report
Sorted By : Signal
Calib. Data Modified : 07.06.2005 15:50:13
Multiplier H 1.0000
Dilution : 1.0000
Signal 1: VWDl A, Wavelength=415 nm
Peak RetTime Type Width Area Area Name
[min] [min] mAOD +*s %
===} f | i | I
1 0.354 PV 0.0607 6.99006 0.3818 ?
2 0.72r wv 0.1622 7.37711 0.4029 ?
3 0.966 VB 0.1550 8.12313  0.4437 ?
4 2.060 BV 0.2539 19.52916 1.0666 hbalc
5 2.613 vv 0.1902 24.90624 1.3604 hbf
6 3337w 0.1349  80.42339 4.3928 7
7 3.947 W 0.2349 22.27415 1.2166 ?
8  4.291 vw 0.1567 177.45059 9.6925 hbao
9 5.000 0.0000 0.00000 0.0000 hbe
10 5.673 Vv 0.2247 91.62554 5.0047 hba2
11 6.438 VB 0.1240 1392.10583 76,0379 hbd
12 6,850 0.0000 0.00000 0,0000 hbs
13 7.600 0.0000 0.00000 0.0000 hbc

Sekil 4.27: Hb D Los Angeles belirlenen olgunun HPLC goriintiisii.
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Cizelge 4.16: Olgularin molekiiler analiz sonuglari.

No Yas R]132C Hb Hct MCV MCH Elek HbA, Hb F .
Olgu 10°/L g/dl % fl pg % % Talasemi Mutasyonu
Konya drnekleri

2 A.U. 30 5,73 11,7 38,7 67,5 20,3 AA 5,1 2,6 IVSI-110

3 AA. 25 5,66 11,0 36,6 64,7 194 AA 4,6 25 IVSI-110

10 C.N. 56 6,08 11,4 38,5 63,3 18,8 AA 4,8 0,9 20 B mutasyonu yok
13 C.0. 21 5,49 11,6 38,1 69,3 21,1 AA 4,7 1,6 IVSI-110

16 D.S. 19 4,58 10,0 33,2 72,4 21,9 AA 1,8 1,5 3 o mutasyonu yok
19 D.S. 28 4,82 10,6 35,3 73,2 22,0 AA 4,6 1,9 IVSI-110

20 D.C. 27 6,11 11,8 40,0 65,4 19,3 AA 6,1 1,7 Cd 8

26 E.D. 45 4,87 15,6 48,2 98,8 32,0 AA 2,7 2,0 IVSI-110 yok

27 E.M. 6 5,29 10,1 34,1 64,4 19,0 AA 4,3 3,8 IVSI-110

28 ES. 17 5,84 12,5 40,6 69,4 21,5 AA 4,5 25 IVSI-110

29 E.U. 45 5,02 9,2 324 64,7 18,5 AA 4,7 2,1 IVSI-110

30 F.Z. 26 5,80 11,4 38,9 67,2 19,7 AA 4,3 1,7 IVSI-110

31 G.A. 39 4,32 9,2 31,5 72,9 21,3 AA 1,1 0,8 3 o mutasyonu yok
34 K.G. 34 4,90 12,6 37,7 77,0 25,8 AA 2,0 1,0 3 o mutasyonu yok
35 KM. 23 4,09 11,6 34,2 83,6 28,4 AA 4,5 2,1 IVSI-110

38 K.Z. 35 5,03 10,0 31,9 63,4 20,0 AA 2,6 1,0 3 oo mutasyonu yok
40 K.A.C. 11 4,58 124 38,8 84,6 27,0 AA 3,0 1,7 IVSI-110 yok

41 K.H. 36 5,97 13,1 44,6 74,7 21,9 AA 4,2 3,5 IVSI-110

42 K.N. 16 4,86 14,1 44,0 90,5 29,1 AA 3,2 1,8 IVSI-110 yok

43 K.S. 12 4,48 12,6 39,6 88,6 28,1 AA 3,2 2,2 IVSI-110 yok

44 K.S. 37 5,64 12,0 40,3 714 21,3 AA 4,8 2,0 IVSI-110

45 K.U. 20 4,99 14,9 46,0 92,1 29,8 AA 2,8 2,0 IVSI-110 yok
46 KY. 18 5,18 15,0 46,1 89,0 28,9 AA 23 1,7 IVSI-110 yok

47 K.Y.E. 13 4,35 13,3 41,1 94,4 30,5 AA 24 23 IVSI-110 yok

54 K.Z. 30 2,47 5,5 23,0 934 22,1 AA 2,7 1,9 20 B mutasyonu yok
57 K.S. 18 4,46 10,3 35,1 78,6 23,2 AA 2.4 1,7 3 o mutasyonu yok
60 O.C.H. 24 5,00 10,3 35,4 70,9 20,6 AA 44 1,9 IVSI-110

61 O.M.S. 8 5,76 12,2 40,6 70,4 21,3 AA 6,1 23 -87

62 0.S. 41 4,34 13,2 40,6 93,6 30,3 AA 2,7 1,9 -87 yok

64 0.0. 12 6,91 12,2 42,3 61,2 17,7 AA 23 23 IVSI-110

65 0.V. 37 5,98 11,2 38,8 64,9 18,8 AA 2,0 23 IVSI-110

69 S.0.A. 24 5,37 10,7 36,4 67,8 20,0 AA 44 4,0 20 B mutasyonu yok
73 U.AN. 3 5,43 9,7 33,7 62,1 17,9 AA 4,7 5,8 Cd5
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No Yas RFZC Hb Hct MCV MCH Elek HbA, Hb F .

Olgu 10™/L g/dl % fl pg % % Talasemi Mutasyonu
74 U.S.Z. 8 6,05 11,5 39,4 65,2 19,0 AA 4,6 23 Cd5
81 Y.A. 29 5,16 12,2 40,2 77,9 23,7 AA L5 1,7 o’
82 Y.N. 21 5,61 11,0 37.8 67,3 19,7 AA 53 25 IVSI-110
84 Y.E. 38 5,36 10,3 35,7 66,5 19,3 AA 3,6 2,1 IVSI-110
89 Y.M. 7 5,01 13,5 42,2 84,1 26,9 AA 1,6 0,3 3 o mutasyonu yok
90 B.A. 44 6,65 14,8 51,4 774 223 AA 4,6 0,2 IVSI-110
91 B.A. 33 522 13,9 48,5 92,9 26,6 AA 2,6 1,5 IVSI-110 yok
92 B.F. 51 6,15 13,6 45,9 74,6 22,1 AA 4,9 1,2 IVSI-110
93 B.M. 26 5,71 14,7 49,3 86,3 25,7 AA 3,1 0,4 IVSI-110 yok
94 B.M. 28 7,00 14,2 474 67,7 20,2 AA 5,2 0,4 IVSI-110
95 B.N. 24 4,60 14,0 43,9 95,6 30,4 AA 3,0 0,5 IVSI-110 yok
96 B.N. 40 6,12 12,5 43,8 71,6 20,4 AA 53 0,8 IVSI-110
97 B.Y. 20 4,65 12,2 38,9 83,6 26,2 AA 2,6 4.4 IVSI-110/IVSI-110
98 G.L 16 5,62 11,8 40,9 72,8 21,1 AA 5,5 1,2 IVSI-110
99 G.K. 30 6,16 12,6 44,5 72,3 20,5 AA 6,0 1,5 IVSI-110
101 O.E. 33 5,44 11,2 37,8 69,5 20,5 AA 54 0,5 IVSI-110
102 O.H. 26 3,58 10,7 35,2 98,3 29,8 AA 3,1 1,2 IVSI-110 yok
103 O.K. 4 4,74 12,8 39,3 82,9 27,1 AA 3,2 1,2 IVSI-110 yok
104 O.M. 14 4,47 13,0 43,8 97,9 29,1 AA 3,4 1,7 IVSI-110/IVSI-110
105 0.V. 12 4,78 13,5 44,3 92,7 28,3 AA 3,3 0,9 IVSI-110 yok
106 0.V. 5 5,49 10,3 35,1 64,0 18,9 AA 5,5 1,9 IVSI-110
107 O.H. 39 3,23 6,7 20,8 64,3 20,8 AA 1,8 0,8 3 o mutasyonu yok

Ilgin 6rnekleri

110 A.OF. 13 5,29 13,7 42,0 79,5 25,9 AA 2,6 2,0 IVSI-110 yok
111 AT. 6 5,70 10,6 34,9 61,1 18,6 AA 5,7 0,8 IVSI-110
112 A.G. 20 5,13 10,7 34,6 67,5 20,9 AA 5,2 0,4 IVSI-110
114 AH. 24 5,13 11,1 35,7 69,5 21,6 AA 4,2 0,4 IVSI-110
119 AZ 43 5,70 11,9 38,8 68,0 20,8 AA 5,3 0 IVSI-110
122 C.F. 18 5,28 10,6 34,1 64,5 20,1 AA 54 1,3 IVSI-110
124 C.A. 2 6,02 10,2 34,9 58,0 17,0 AA 1,8 0,5 3 o mutasyonu yok, Cd 39 yok
125 CK. 36 4,50 13,5 40,5 90,0 30,1 AA 2,8 1,1 Cd 39 yok
126 C.M. 40 6,81 13,1 43,0 63,2 19,3 AA 6,6 0,8 Cd 39
127 C.S. 14 5,92 11,5 37,3 62,9 194 AA 5,7 2,5 Cd 39
130 E.A. 24 6,00 11,9 38,5 64,2 19,9 AA 5,8 0,9 IVSI-110
132 E.G. 29 5,12 10,6 35,1 68,6 20,7 AA 3,8 0,5 IVSII-745
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No Olgu Yas REC Hb Hct MCV MCH Elek HbA, Hb F .
10™/L g/dl % fl pg % ) Talasemi Mutasyonu
133 E.S. 13 3,25 9,3 279 86,0 28,7 AA 23 0 1-745/1-110
134 E.S. 10 5,46 10,6 34,2 62,7 19,4 AA 4,9 0,4 IVSII-745
135 E.S. 15 3,40 9,8 29,4 86,6 29,0 AA 2,7 0,3 1-745/1-110
136 E.S. 5 4,05 11,2 33,8 83,4 27,8 AA 2.4 0 11-745/1-110
141 ES. 37 4,86 11,2 36,3 74,8 23,1 AA 2,9 0,4 3 o mutasyonu yok
145 K.C. 21 5,47 11,0 36,0 65,8 20,2 AA 5,2 0,4 IVSI-110
146 K.M. 28 6,48 13,1 43,2 66,6 20,2 AA 5,1 0,8 IVSI-110
148 K.D. 28 4,90 14,1 42,7 87,3 28,8 AA 2,1 0 3 o mutasyonu yok
151 O.F. 41 5,42 11,7 39,2 72,4 21,6 AA 2,1 0 3 o mutasyonu yok
153 0.G. 21 7,10 15,0 49,2 69,3 21,2 AA 5,0 0 IVSI-110
155 0.K. 56 5,20 10,6 35,1 67,5 20,4 AA 4,7 2,1 IVSI-110
159 S.M. 17 6,24 11,5 38,3 61,4 18,5 AA 5,4 0,7 Cd 39
160 S.E. 50 5,73 11,7 38,5 67,3 20,4 AA 5,4 1,2 IVSI-110
164 T.E. 16 5,05 14,9 44,5 88,1 29,4 AA 3,0 1.4 Cd 8 yok
165 T.H. 18 5,44 11,3 37,0 68,0 20,7 AA 5,2 1,8 Cd8
166 T.M. 52 6,62 13,9 44.8 67,7 21,0 AA 6,4 2,3 Cd8
167 T.N. 19 6,09 12,1 39,8 65,3 19,8 AA 5,0 1,6 Cd 8
168 V.F. 35 4,71 12,1 38,2 81,1 25,7 AA 3,6 1,5 Cd 8 yok
169 V.K. 15 7,00 12,9 42,8 61,2 18,4 AA 6,5 1,5 Cd8
170 V.N. 9 5,68 10,6 35,0 61,6 18,6 AA 5,9 1,7 Cd 8
171 V.S. 13 5,01 13,5 40,7 81,2 27,0 AA 3,8 1,3 Cd 8 yok
172 Y.A. 37 6,02 12,4 40,2 66,8 20,5 AA 5,6 1,6 IVSI-110
Seydigehir 6rnekleri
173 AA. 19 7,16 14,0 48,2 67,3 19,6 AA 4,1 1,2 IVSI-110
174 ALA. 44 4,97 10,1 34,5 69,4 20,3 AA 4,3 1,1 IVSI-110
176 G.B. 3 5,44 9,7 32,6 59,9 17,9 AA 5,8 3,5 IVSI-1
177 G.E. 32 6,21 10,9 37,6 60,5 17,6 AA 4,6 1,1 IVSI-110
178 G.F. 49 6,02 11,3 38,7 64,3 18,7 AA 5,5 1,2 IVSI-1
179 G.H. 9 5,22 13,5 42,3 80,9 25,8 AA 2,3 0,9 IVSI-110 yok
180 G.M. 27 4,56 12,4 39,7 86,9 27,2 AA 2,7 0,9 IVSI-1 yok
181 H.A. 6 4,35 11,9 38,0 87,3 27,3 AA 2,3 0,9 IVSI-110 yok
182 H.A. 9 4,86 13,3 41,9 86,3 274 AA 3,0 1,0 IVSI-110 yok
183 H.A. 20 3,94 10,9 34,5 87,5 27,7 AA 2,8 1,4 IVSI-110/1VSI-110
184 H.D.A. 19 5,14 14,9 45,6 88,7 29,1 AA 2.4 1,1 IVSI-110 yok
185 H.E. 48 4,47 9.4 32,8 73,4 21,1 AA 4,1 3,2 IVSI-110
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No Yas RFZC Hb Hct MCV MCH Elek HbA, Hb F .
Olgu 10™/L g/dl % fl pg % % Talasemi Mutasyonu
186 H.H. 37 4,70 12,7 39,6 84,3 27,0 AA 3,1 1,3 IVSI-110 yok
187 H.H. 35 5,45 10,5 37,2 68,3 19,3 AA 1,9 1,8 3 o mutasyonu yok, IVSI-110 yok
188 H.M. 41 5,60 13,2 51,2 91,4 23,6 AA 3,0 1,1 IVSI-110 yok
189 H.M. 44 5,10 14,6 48,8 95,7 28,7 AA 1,9 1,5 3 o mutasyonu yok, IVSI-110 yok
190 H.R. 8 4,77 13,1 42,5 89,1 27,5 AA 3,2 1,5 IVSI-110 yok
191 H.R. 12 4,5 11,9 35,6 79,0 26,4 AA 1,8 1,1 3 o mutasyonu yok, IVSI-110 yok
192 H.S. 6 4,86 12,0 36,5 75,1 24,7 AA 2,6 0,8 3 o mutasyonu yok, IVSI-110 yok
193 H.U. 4 4,58 13,5 41,0 89,6 29,5 AA 1.8 1.4 3 o. mutasyonu yok, IVSI-110 yok
194 H.U. 39 6,24 11,9 38,6 61,8 19,2 AA 2,6 1.4 3 o. mutasyonu yok, IVSI-110 yok
195 H.Y. 46 4,73 13,7 42,4 89,7 28,9 AA 4,4 1,1 IVSI-110
196 H.Z. 40 4,33 12,3 37,1 85,7 28,5 AA 1,8 1,0 IVSI-110 yok
197 K.A. 27 5,15 13,5 41,0 79,7 26,2 AA 4,0 1,3 IVSI-110
198 K.G. 8 4,79 12,7 38,0 79,3 26,5 AA 2,2 1,3 IVSI-110 yok
199 K.S. 9 4,37 11,6 35,8 81,8 26,6 AA 2,2 1,3 IVSI-110 yok
200 K.I. 51 4,55 13,1 40,3 88,4 28,7 AA 2,7 1,1 IVSI-110 yok
201 K.M. 19 5,52 12,2 40,3 73,0 22,1 AA 2,5 1.4 3 o. mutasyonu yok, IVSI-110 yok
202 K.N. 49 4,73 10,3 33,2 70,3 21,9 AA 4,8 1,0 IVSI-110
203 O.E. 5 6,39 11,7 39,0 61,1 18,4 AA 4,8 1,2 IVSI-110
204 O.R. 4 5,44 13,9 43,0 79,2 25,7 AA 3,1 0,6 IVSI-110 yok
205 S.E. 4 5,81 10,8 34,7 59,8 18,6 AA 4,8 1,7 IVSI-110
206 S.H. 28 4,70 13,2 40,0 85,2 28,2 AA 2,3 0,9 IVSI-110 yok
207 S.0. 6 4,54 10,8 34,5 75,6 23,7 AA 24 1,4 3 o mutasyonu yok, IVSI-110 yok
208 S.R. 57 5,11 10,2 33,5 65,6 19,9 AA 4,2 2,3 IVSI-110
211 S.A. 26 6,22 12,5 40,8 65,7 20,1 AA 5.4 2,0 Cd 39
212 T.C. 37 5,53 11,2 36,3 65,7 20,3 AA 4,9 24 Cd 8
213 T.K. 10 5,53 11,1 36,6 66,1 20,1 AA 4,2 5,2 Cd 8
214 U.D. 18 4,96 11,4 36,8 74,2 22,9 AA 2,2 1,4 3 o mutasyonu yok, IVSI-110 yok
215 U1 54 5,46 15,8 47,7 87,3 29,0 AA 2,5 1,2 IVSI-110 yok
216 U.M. 49 6,49 13,2 42,8 66,0 20,4 AA 5,5 1,7 IVSI-110
217 U.M. 22 7,54 14,4 47,6 63,1 19,2 AA 5,1 1,2 IVSI-110
218 U.S. 45 4,78 13,4 41,9 87,7 28,0 AA 2,7 1,0 IVSI-110 yok
221 U.H. 45 4,30 7,8 27,3 63,4 18,2 AA 2,3 2,2 3 oo mutasyonu yok
222 U.E. 8 4,34 12,0 35,8 82,5 27,6 AA 2,6 1,2 Cd 5 yok
223 U.H. 37 4,85 10,1 33,3 68,8 20,8 AA 2,3 1,1 3 o mutasyonu yok, Cd 5 yok
224 U.M. 5 5,21 9.4 31,2 59,8 18,0 AA 5,3 2,7 Cd5
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No Yas R]132C Hb Hct MCV MCH Elek HbA, Hb F .
Olgu 10™/L g/dl % fl pg % % Talasemi Mutasyonu

225 U.F. 23 5,01 12,7 39,7 79,3 25,3 AA 2,4 1,1 3 o mutasyonu yok

226 U.H. 25 5,17 12,5 39,5 76,4 24,1 AA 2,3 1,7 3 o mutasyonu yok, IVSI-110 yok

227 UK. 2 5,13 12,3 38,0 74,1 24,0 AA 2,5 32 3 o mutasyonu yok, IVSI-110 yok
Aksehir 6rnekleri

234 Al 35 7,20 14,0 45,6 63,4 19,5 AA 5,6 1,6 Cd 44

236 AF. 43 4,41 15,8 33,8 76,6 35,8 AA 3,5 0,7 IVSI-110 yok

237 AM. 22 5,87 134 35,9 61,1 22,9 AA 4.4 1,5 IVSI-110

241 C.0. 20 5,05 12,7 30,4 60,1 25,1 AA 5,4 1,3 IVSI-110

243 C.A. 27 4,49 13,3 33,8 75,3 29,7 AA 2,6 1,8 3 oo mutasyonu yok

245 C.M. 19 6,32 11,8 39,6 62,6 18,6 AA 6,0 1,5 IVSI-110

247 D.H. 17 6,03 11,7 38,9 64,5 19,3 AA 5,8 2.4 IVSI-110

248 E.M.A. 23 7,10 15,9 39,6 55,7 22,4 AA 4,6 1,6 IVSI-110

249 G.G. 5 4,86 11,7 30,2 62,2 24,1 AA 5,7 2,9 IVSI-110

250 G.H. 30 4,97 13,3 31,8 63,9 26,9 AA 4,6 13,5 IVSI-110

251 G.G. 41 5,43 13,0 34,6 63,8 23,9 AA 6,3 1,6 IVSI-110

252 H.M. 25 5,81 16,1 49,3 84,9 27,6 AS 3,2 1,9 AS

254 K.E. 47 5,76 11,7 38,0 66,1 20,3 DD 2,3 2,5 D/IVSI-110

256 OF. 48 5,77 12,0 38,6 66,8 20,8 AA 6,0 1,3 IVSI-110

258 S.M. 29 4,61 11,4 35,8 77,5 248 AA 33 1,2 3 o mutasyonu yok

261 U.H. 31 6,51 15,9 50,4 77,4 24.4 AA 2,8 0,8 3 oo mutasyonu yok

262 Y.0. 21 5,60 17,0 50,7 90,6 30,3 AH 1.9 1,3 3 o mutasyonu yok

263 Y.A. 53 5,98 12,4 40,1 67,0 20,6 AA 5,2 1,1 IVSI-110
Cumra Ornekleri

266 G.A. 24 5,93 11,3 38,4 64,8 19,1 AA 4.3 1,4 IVSI-110

268 K.G. 29 6,08 12,7 40,4 66,4 20,8 AA 2,8 0,8 3 o mutasyonu yok

269 K.H. 49 7,03 12,8 41,2 58,5 18,2 AA 2,5 1,5 3 o mutasyonu yok, IVSI-110 yok

270 K.M. 23 4,56 12,1 35,9 78,7 26,6 AA 5,0 1,3 IVSI-110

271 K.O. 11 4,25 12,5 38,0 89,3 29,6 AA 2,4 1,4 IVSI-110 yok

272 K.R. 28 5,77 11,3 36,7 63,7 19,5 AA 4,3 1,9 IVSI-1

273 O.A. 22 4,63 13,5 40,4 87,4 29,2 AA 4.8 32 IVSI-110

274 oM. 25 6,34 11,7 38,8 61,2 18,5 AA 2,1 1,4 3a mutasyonu yok

277 Y.S. 30 5,81 11,7 36,7 63,2 20,2 AA 34 2,7 IVSI-110
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Cizelge 4.17: B Talasemi mutasyonu tasiyan olgu sayist ve yiizdeleri.

Mutasyon Olgu sayisi Yiizde
IVSI-110 69 74
Cd8 8 9

Cd 39 4 5

Cds 3 4

IVS I-1 3 4

IVS 11-745 2 2

Cd 44 1 1

-87 1 1

ARMS ve RFLP ile mutasyonu belirlenen tiim oOrneklerin analizi mikroarray
yontemiyle de ¢alisilmis ve sonuglarin %100 dogruluk gosterdigi saptanmistir (Cizelge 4.18-
4.27 ; Sekil 4.28-4.39).

Cizelge 4.18: IVS I-110 isaretleyicisi ile yapilan okutma sonuglar1

Orek No Mutant sinyal | Normal sinyal | Mutant:Normal | Genotip

2 1827,49 2051 1:1,12 Mutant/Normal
3 1501,05 1639 1:1,09 Mutant/Normal
11 1726,81 1891 1:1,1 Mutant/Normal
15 1800,04 1942 1:1,08 Mutant/Normal
20 1330,2 1479 1:1,11 Mutant/Normal
21 1931,23 1625 1,19:1 Mutant/Normal
22 1644,44 1373 1,2:1 Mutant/Normal
23 1171,55 1482 1:1,26 Mutant/Normal
30 1089,17 1344 1:1,23 Mutant/Normal
33 1165,45 1395 1:1,2 Mutant/Normal
48 1928,17 2063 1:1,07 Mutant/Normal
52 1757,32 1903 1:1,08 Mutant/Normal
53 1775,63 1819 1:1,02 Mutant/Normal
70 1113,58 1343 1:1,21 Mutant/Normal
72 1912,92 2132 1:1,11 Mutant/Normal
78 1211,21 1223 1:1,01 Mutant/Normal
80 1360,71 930 1,46:1 Mutant/Normal
82 921,37 1511 1:1,64 Mutant/Normal
84 1351,55 1655 1:1,22 Mutant/Normal
85 1040,36 1239 1:1,19 Mutant/Normal
86 1083,07 1186 1:1,1 Mutant/Normal
88 1107,48 1208 1:1,09 Mutant/Normal
91 1705,95 259 6,59:1 Mutant/Mutant
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93 1351,55 1409 1:1,04 Mutant/Normal
94 1232,57 1336 1:1,08 Mutant/Normal
95 1052,56 1151 1:1,09 Mutant/Normal
97 2074,8 350 5,93:1 Mutant/Mutant

106 1220,36 1508 1:1,24 Mutant/Normal
108 1156,29 1306 1:1,13 Mutant/Normal
115 1046,27 130 8,05:1 Mutant/Mutant

117 921,37 985 1:1,07 Mutant/Normal
127 1339,35 1282 1,04:1 Mutant/Normal
132 1888,51 1946 1:1,03 Mutant/Normal
134 1983,09 1964 1,01:1 Mutant/Normal
138 1681,05 1692 1:1,01 Mutant/Normal
144 1973,94 1949 1,01:1 Mutant/Normal
146 1708,51 1795 1:1,05 Mutant/Normal
148 1955,63 2092 1:1,07 Mutant/Normal
151 1226,47 1165 1,05:1 Mutant/Normal
154 896,97 1067 1:1,19 Mutant/Normal
163 1391,21 1330 1,05:1 Mutant/Normal
164 1327,15 1339 1:1,01 Mutant/Normal
178 1317,99 885 1,49:1 Mutant/Normal
182 1436,98 1287 1,12:1 Mutant/Normal
183 1470,54 1559 1:1,06 Mutant/Normal
185 1241,72 1340 1:1,08 Mutant/Normal
190 1098,33 1200 1:1,09 Mutant/Normal
193 1473,59 1549 1:1,05 Mutant/Normal
201 1168,5 1390 1:1,19 Mutant/Normal
206 890,87 1006 1:1,13 Mutant/Normal
207 2111,23 2029 1,04:1 Mutant/Normal
216 1012,9 1120 1:1,11 Mutant/Normal
217 1424,77 996 1,43:1 Mutant/Normal
224 532 627 1:1,18 Mutant/Normal
226 1357,65 1438 1:1,06 Mutant/Normal
231 1418,67 1433 1:1,01 Mutant/Normal
243 1293,59 1451 1:1,12 Mutant/Normal
250 417,97 559 1:1,34 Mutant/Normal
254 1501,05 1537 1:1,34 Mutant/Normal
258 256,28 360 1:1,4 Mutant/Normal
260 1214,26 1455 1:1,2 Mutant/Normal
261 1440,03 1504 1:1,04 Mutant/Normal
262 1562,07 1484 1,05:1 Mutant/Normal
263 1534,61 1389 1,1:1 Mutant/Normal
264 1613,93 1536 1,05:1 Mutant/Normal
267 1336,3 1422 1:1,06 Mutant/Normal
269 1519,35 1631 1:1,07 Mutant/Normal
276 1507,15 1642 1:1,09 Mutant/Normal
Het. Knt. 1678 1678 1:1 Mutant/Normal
Normal Knt. | 15,25 2214 1:145,14 Normal/Normal
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2500
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1500

B Mutant sinyal
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Sekil 4.28: IVS I-110 isaretleyicisi ile yapilan okutma sonucunun bar grafigi — Kisim I

2500

2000

1500

B Mutant sinyal

- IIIIIII[III]IIIIIrIIIIIII o

117 132 138 146 151 163 178 183 190 201 207 217 226 243 254

Sekil 4.29: IVS I-110 isaretleyicisi ile yapilan okutma sonucunun bar grafigi — Kisim II
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Sekil 4.30

: IVS I-110 isaretleyicisi ile yapilan okutma sonucunun bar grafigi — Kisim III
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Cizelge 4.19: Cd 39 isaretleyicisi ile yapilan okutma sonuglari

Ornek No Mutant sinyal | Normal sinyal | Mutant:Normal | Genotip
158 656,52 574 1,14:1 Mutant/Normal
197 787,83 635 1,24:1 Mutant/Normal
198 837,07 679 1,23:1 Mutant/Normal
230 951,96 708 1,34:1 Mutant/Normal
Het. Knt. 755 755 1:1 Mutant/Normal
Normal Knt. | 16,41 750 1:45,7 Normal/Normal

1000

900

800

700 — .

600 - —,—

500 - S ,

B Mutant sinyal
400 - A
Normal sinyal

300 - — .

200 - — .

100 - —

0 - T
158 197 198 230 Het. Knt. Normal
Kant.

Sekil 4.31: Cd 39 isaretleyicisi ile yapilan okutma sonucunun bar grafigi
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Cizelge 4.20: Cd 44 isaretleyicisi ile yapilan okutma sonuglar1

Ornek No Mutant sinyal | Normal sinyal | Mutant:Normal | Genotip
247 580 680,02 1:1,17 Mutant/Normal
Het. Knt. 274 274 1:1 Mutant/Normal
Normal Knt. | 69 2159,62 1:31,3 Normal/Normal
2500
2000 I
1500 I
B Mutan sinyal
1000 — Normal sinyal
500 - —
0 . . . I .
247 Het Knt. Normal Knt.

Sekil 4.32: Cd 44 isaretleyicisi ile yapilan okutma sonucunun bar grafigi
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Cizelge 4.21: IVS I-1 isaretleyicisi ile yapilan okutma sonuglari

Ornek No | Mutant sinyal | Normal sinyal | Mutant:Normal | Genotip

107 752 662,1 1,14:1 Mutant/Normal

109 667 597,31 1,12:1 Mutant/Normal

137 696 673,16 1,03:1 Mutant/Normal

Het. Knt. | 670 670 1:1 Mutant/Normal
800

700

600

500

400

300

200

i

0 -1 T T
107 109 137

Het. Knt.

B Mutant sinyal

Normal sinyal

Sekil 4.33: IVS I-1 isaretleyicisi ile yapilan okutma sonucunun bar grafigi
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Cizelge 4.22: 1VS I1-745 isaretleyicisi ile yapilan okutma sonuglari

Ornek No | Mutant sinyal | Normal sinyal | Mutant:Normal | Genotip
203 1344 1490,71 1:1,11 Mutant/Normal
205 1166 1273,5 1:1,09 Mutant/Normal
206 921 1224,45 1:1,33 Mutant/Normal
207 1614 2257,96 1:14 Mutant/Normal
Het. Knt. | 1277 1277 1:1 Mutant/Normal

2500

2000

1500

1000

500

0 ] T I T I T | T
203 205 206 207

Het. Knt.

B Mutant sinyal

Normal sinyal

Sekil 4.34: IVS II-745 isaretleyicisi ile yapilan okutma sonucunun bar grafigi
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Cizelge 4.23: Cd 8 isaretleyicisi ile yapilan okutma sonuglari

Ornek No | Mutant sinyal | Normal sinyal | Mutant:Normal | Genotip
16 2572 2258,36 1,14:1 Mutant/Normal
159 1402 1454,75 1:1,04 Mutant/Normal
160 1649 1706,13 1:1,03 Mutant/Normal
236 1266 1248,69 1,01:1 Mutant/Normal
237 1431 1487,71 1:1,04 Mutant/Normal
238 1312 1475,35 1:1,12 Mutant/Normal
240 1239 1285,78 1:1,04 Mutant/Normal
241 1030 1026,15 1:1 Mutant/Normal
Het. Knt. | 1055 1055 1:1 Mutant/Normal
3000
2500 -
2000 -
1500 -
B Mutant sinyal
1000 - = Normal sinyal
O T T T T T T T T
16 159 160 236 237 238 240 241 Het.
Knt.

Sekil 4.35: Cd 8 isaretleyicisi ile yapilan okutma sonucunun bar grafigi
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Cizelge 4.24: Cd 5 isaretleyicisi ile yapilan okutma sonuglari

Ornek No Mutant sinyal | Normal sinyal | Mutant:Normal | Genotip
61 615,17 640 1:1,04 Mutant/Normal
62 568.5 555 1,02:1 Mutant/Normal
171 602,44 604 1:1 Mutant/Normal
Het. Knt. 618 618 1:1 Mutant/Normal
Normal knt. 1,37 148 1:108,29 Normal/Normal
700
600 -
500 -
400 -
300 - B Mutant sinyal
Normal sinyal
200 A
100 - —
0 — T T T T 1
61 62 171 Het. Knt. Normal
Knt.

Sekil 4.36: Cd 5 isaretleyicisi ile yapilan okutma sonucunun bar grafigi
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Cizelge 4.25: -87

igaretleyicisi ile ya;

pilan okutma sonuglari

Omek No Mutant sinyal | Normal sinyal | Mutant:Normal | Genotip
49 260 264,99 1:1,02 Mutant/Normal
Het. Knt. 361 361 1:1 Mutant/Normal
Normal Knt. | 6 347,56 1:57,93 Normal/Normal
400
350
300
250 -
200 - B Mutant sinyal
150 - = Normal sinyal
100 ~
50 A
0 -

49

Het.

Knt.

Normal Knt.

Sekil 4.37: - 87 isaretleyicisi ile yapilan okutma sonucunun bar grafigi
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Cizelge 4.26: Hb D isaretleyicisi ile yapilan okutma sonuglari

Ornek No

Mutant sinyal

Normal sinyal

Mutant:Normal

Genotip

267

339

339,92

1:1

Mutant/Normal

Het. Knt.

319

319

1:1

Mutant/Normal

345

340

335

330 -

325

320

315

310

305

267

Het. Knt.

B Mutant sinyal

Normal sinyal

Sekil 4.38: Hb D isaretleyicisi ile yapilan okutma sonucunun bar grafigi
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Cizelge 4.27: Hb S isaretleyicisi ile yapilan okutma sonuglari

Omek No Mutant sinyal | Normal sinyal | Mutant:Normal | Genotip
265 129,83 74 1,75:1 Mutant/Normal
Het. Knt. 287 287 1:1 Mutant/Normal
Normal Knt. | 2,73 170 1:62,2 Normal/Normal
350
300
250
200
B Mutant sinyal
150 [ Normal sinyal
100 —
50 A —
0 T T )
265 Het. Knt. Normal Knt.

Sekil 4.39: Hb S isaretleyicisi ile yapilan okutma sonucunun bar grafigi

90




5. TARTISMA

Talasemi yasamin erken donemlerinden itibaren ciddi anemiye neden olan globin
zincirlerinin eksik sentezlenmesine bagli kalitsal bir hastaliktir. Hemoglobin molekiiliiniin
yapisinda yer alan globin zincirleri iizerindeki amino asitlerin degigsmesi sonucu ise anormal
hemoglobinler meydana gelmektedir83. Hemoglobinopatinin neden oldugu kalitsal hastaliklar
konusundaki bilgi birikimi hastaliklarin molekiil diizeyinde tanimlanimlanmasinda 6nciiliik

etmistir'®.

Genetik alaninda yiiriitiilen calismalar, 6zellikle rekombinant DNA teknolojilerinin
yayginlagmasiyla hemoglobin sentezinin genetik kontrolii ve gen kiimelerinin tanimlanmasina
yardimci olmustur. Hemoglobinopatilerin olugsmasindaki temel prensipler birgok diger klinik

hastaligin molekiiler nedeninin anlasilmasina da model olusturmustur®.

Hemoglobinopatiler tiim diinyada en yaygin olarak gézlenen genetik anormalliklerden
birisidir. Diinya Saglik Orgiitii hemoglobin bozukluklarinin diinya genelinde sikligmi %5
olarak bildirmektedir. 1980 yillarindan beri diinyanin alt1 bélgesinden toplanan verilere gore
Afrika’da Hb S + Hb C + P talasemi %15, Uzak Doguda Hb E + a talasemi %6,5, Orta
Dogu’da Hb S + f talasemi %35,5, Bat1 Pasifik’te Hb E + a + B talasemi %3, Amerika’da Hb S
+ P talasemi %3 ve Avrupa’da beta talasemi siklig1 %1,5 dur. Ulkemizde Cukurova, Akdeniz
kiy1 seridi, Ege ve Marmara bdlgelerinde talasemi tasiyiciligi ¢ok sik goriilmektedir. T.C.
Saglik Bakanlig1 verileri ve Ulusal Hemoglobinopati Konseyi’nin ¢aligmalarina gore saglikli
Tiirk populasyonunda beta talasemi tagiyict sikligi %2,1°dir ve Tiirkiye’de yaklasik 1.300.000
tastyici ile 4000 kadar hasta bulunmaktadir. Adana’da 3 talasemi tasiyici siklig1 %3,7 iken Hb
S sikligr ise %10 olarak bildirilmektedir”.

Bugiine kadar B talasemiye neden olan 200’den fazla beta globin geni mutasyonu
tanimlanmis olup iilkemizde 30’dan fazla tipine rastlanmistir ve mutasyonlarin goriilme
sikliklart bolgeler arasinda farklilik gdstermektedir. Anormal hemoglobinlerin de dagilimi
cografik olarak ve irksal gruplara gore oldukca farklilik gostermektedir. Diinya genelinde
oldugu gibi ililkemizde de en yaygin olarak gozlenen Hb S’in yani sira diger anormal
hemolobinlerden Hb D, Hb E ve Hb C de gézlenmektedir™. Yiiregir ve arkadaslari yapmis
olduklar1 calismada Cukurova bolgesi icin B talasemi sikligini %3,5 ve en yaygin mutasyon
tipini IVS I-110 olarak bildirmislerdir®. Yine Yiiregir ve arkadaslar1 bir bagka caligmalarinda
ise Cukurova bolgesinde Hb S tasiyiciligini %8,2 olarak belirlemistir®®. Arpaci ve arkadaglari
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Samandag’da yaptiklar1 calismada Hb S sikligin1 %22,1, B talasemi sikligini ise %35,1 olarak

bildirmistir®’.

Attila ve arkadaglar1 ¢aligmalarinda Cukurova’da Hb S oranin1 %10, 3 talasemi oranint
%3,7 ve a talasemi oranmi %3,3 olarak bildirmektedir. Dogum &ncesi tan1 yapilan 249
fetustan 49 tanesini homozigot ya da ¢ifte heterozigot hasta olarak belirlemislerdir. Bunlarin
%13,7’sinde Hb S, %5,6’sinda B talasemi, %0,4’iinde o talasemi ve %0,4’tinde Hb S+

talasemi mutasyonu tespit etmislerdir®.

Tadmouri ve arkadaslar1 yaptiklar1 ¢alismada Tiirkiye’de en yaygin goriilen B talasemi
mutasyonunun IVS I-110 oldugunu ve bunu IVS 1-6, Cd 8, IVS I-1, IVS 1I-745, IVS 1I-1, Cd
39, -30 ve Cd 5 mutasyonlarinin izledigini bildirmislerdir. IVS I-110 mutasyonunun bolgelere
gbre dagiliminin Marmara Bolgesi igin %34,1, Ege ve Akdeniz Bolgesi igin %424, Ig
Anadolu i¢in %52,3, glineybati Anadolu ic¢in %26,4, Karadeniz Bolgesi i¢in %31,0 ve bati
Anadolu igin %27,1 olarak degistigini rapor etmislerdir’. Bir baska ¢alismalarinda ise yaygin
olarak goriilen mutasyonlardan 7 tanesinin Tirk populasyonunda goriilen mutasyonlarin
%72’sini olusturdugunu ve bunlarin sirasiyla %41 IVS 1-110, %13 IVS I-6, %8 IVS 1I-1, %6
Cd8, %5 IVS 1-1 ve %5 IVS 1I-745 mutasyonlari oldugunu bildirmislerdir™.

Altay calismasinda 9’u kararli, 4’1 kararsiz, 1’1 uzamis toplam 14 o, 19’u kararli, 2’si
kararsiz, 3’1 talasemik, 1’1 delesyon/insersiyon toplam 25 3, 1 y globin zinciri mutasyonuyla
olusan ve 2 de hibrit hemoglobin olmak tizere toplam 42 anormal hemoglobin rapor etmistir.
Akar ve arkadaglarinin yaptigi caligmada ise bunlara ek olarak 2002 yilindan sonra
Tiirkiye’de 2 a, 4 B ve 1 & globin zinciri mutasyonu sonucu olusan anormal hemoglobin

tiplerini bildirmislerdir*'**,

Ulkemizde ilk o talasemi caligmasi 1979 yilinda Aksoy ve arkadaslari tarafindan

3,7

yapilmis olup, o’ ve o’ mutasyonlarnin birlikte Hb H hastaligina neden oldugu

gosterilmistir. Altay ve arkadaslart Hb H hastalarinda yaptiklar1 calismalarinda en sik o

mutasyonunun gozlendigini ardindan da o’ mutasyonunun tkip ettigini bildirmislerdir®.
y g g Yy p ctug

Polat ve arkadaslar1 Mersin merkeze bagli bir kdyden topladiklart kan orneklerinde

20,5

yaptiklart galismada 8 olguda o', bir olguda a®™ ve 6 olguda IVS I-110 mutasyonu

belirlemislerdir®’.

Yalin doktora tez ¢calismasinda o talasemiye neden olan mutasyonlardan o>’ yi %45,

MED I'1 %28.3, o*%u %1,7 siklikla gozlerken, ot? mutasyonuna rastlamam1§t1r90.
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Diinya genelinde oldugu gibi iilkemizde de yaygin olarak goriilen a ve P talasemi gibi
anormal hemoglobinlerin de birbirinden ayrilmalari ve dogru tanimlanmalari 6nemlidir.
Bunun yaninda hemoglobinopatilerde giiniimiizde radikal bir tedavi yapilamadigindan farkl
bolgelerde genis kapsamli calismalar yapilarak Tiirkiye’nin talasemi mutasyon haritasinin
cikarilmast dogum Oncesi tani i¢in 6nemlidir. Rutin klinik laboratuarlarda Rbc, Hb, Hct,
MCV, MCH, MCHC, Hb A, ve Hb F diizeylerinin kantitatif tayini ve hemoglobin
elektroforezi gibi birkag basit analizle cogu talasemi ve hemoglobinopati tipinin tanimlanmasi
mimkiindiir. Kalitsal hastaliklarin genetik olarak tanimlanmasinda ise geleneksel molekiiler
tan1 yontemlerinin yani sira gelisen teknoloji sayesinde modern, hizli ve giivenilir yontemler

gelistirilmektedir ve mikroarray yontemi de bunlardan birisidir.

Bu calismada kalitsal kan hastaliklarina neden olan ¢esitli mutasyonlarin hizli ve
giivenilir bigimde taranarak tanimlanmasi, olas1 risk bdlgelerinin belirlenmesi ve dogum
Oncesi tan1 ¢aligmalarina katki saglamak amaciyla yeni ilk defa mikroarray tanimlayicilari

tasarlanarak Konya bdlgesinin anormal hemoglobin ve talasemi tipleri belirlenmistir.

Talasemi tanisinda en iyi yol Oncelikle hematolojik verilerin incelenmesidir.
Tastyicilarda MCV ve MCH degerleri sirasiyla 80fl ve 27pg’n altindadir. a ve  talasemilerin
ayirt edilmesindeki en 6nemli degisken ise Hb A, diizeyleridir. p talasemi tasiyicilarinda Hb
A, diizeyleri normal kabul edilen %3,7’ nin iizerinde, o talasemi tasiyicilarinda ise %3’iin
altindadir. Calismamizda buna gore 81 olguda P talasemi, 34 olguda ise a talasemi tastyicilig
stiphesi ile aile bireyleriyle birlikte toplam 164 olgunun mutasyon taramasi yapilmustir.
Yalnizca bir olguda o’ talasemi mutasyonu tasiyiciligi, bir olguda Hb S mutasyonu
tasiyiciligi, birisinde D Los Angeles/ IVS 1-110 ¢ifte heterozigotlugu goézlenmistir. § talasemi
mutasyonu belirlenen 84 olgunun %74’iinde IVS I-110, %9’unda Cd 8, %5’inde Cd 39,
%4’inde Cd 5, %4’tinde IVS I-1, %2’sinde IVS II-745, %1’inde Cd 44 ve -87 mutasyonu

belirlenmistir.

Giiler ve arkadaslar1 Konya’da evlilik Oncesi tarama calismalarinda tasiyiciliklari
belirlenen c¢iftler lizerinde yaptiklar1 calismada beta talasemi tastyici oranint %2 ve Hb S

tasiyici oranini %0,05 olarak bulmuslardir®’.

Yiiregir ve arkadaslarinin Cukurova bolgesini kapsayan caligmalarinda IVS I-110
mutasyonu sikligint %55 ve B talasemi tasiyict sikligini ise % 3,5 olarak bildirmislerdir.
Aksoy ve arkadaslar1 Cukurova’da B talasemili bir ailenin mutasyon tiplemesinde IVS I-110

ve IVS I-1 mutasyonlarmi saptanuslardir®,
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Cirtk ve arkadaglar1 Cukurova’da B talaseminin mutasyon ¢esitliligini vurgulamis ve
goriilme sikliklarinit %57 IVS 1-110, %8 IVS I-1, %6 Cd 39, %6 IVS 1-6 ve %6 Cd 8 olarak,
Cd 15 ve Cd 82/83 mutasyonlarmi da ilk kez rapor etmislerdir™.

Oner ve arkadaslarmin Tiirkiye genelinde yaptiklari calismada mutasyonlar ve
sikliklart %43 IVS I-110, %18 IVS 1-6, %12 IVS 1I-1, %7 Cd 8, %6 Cd 39, %4 1VS 11-745,
%3 IVS 1I-1, %2 olarak -30 ve %1 olarak da Cd 5 bildirmislerdir. Dogu Anadolu bdlgesinde
yaptiklar1t c¢aligmalarinda sirastyla Cd8, -30, IVS I-110, IVS I-130 ve IVS II-1

mutasyonlarinin oldugunu bildirmislerdir’*.

Atalay ve arkadaslari Tiirkiye’de [ talasemi mutasyon tiplerini ve bdlgesel
dagilimlarint inceledikleri ¢alismalarinda %36 IVS I-110, %22 IVS 1-6, %13 IVS I-1, %7 Cd
39, %4 IVS 11-745, %2 Cd 8 ve %1 IVS 1I-1 olarak bildirmislerdir’*.

Topal ve arkadaslart IVS I-110 mutasyonu yiizdesini Antakya’da %64, Kayseri’de
%68, Izmir’de %47 oldugunu Antakya bdlgesinde %18 IVS I-1, %6 Cd39, %6 IVS 1-6 ve
%6 IVS 1I-1 oldugunu, Kayseri bolgesinde %20 Cd8, %5 IVS 1-6, %2 Cd5 ve IVS I-1
oldugunu ve Izmir bolgesinde %7 IVS I-1, %7 Cd5 ve Cd39 oldugunu bildirmislerdir™.

Evrensel ve arkadaslari Kayseri bolgesinde yaptiklar1 calismalarinda en yiliksek
siklikla IVS 1-110 mutasyonu oldugunu (%76), Cd5’in %8, IVS I-6’nin %8, Cd8’in %6 ve
Cd39’un ise %3 oldugunu bildirmislerdir®.

Kiling bir ¢aligmasinda B talasemi sikliginin Cukurova’da %2,3-4,6 arasinda, Giiney
bolgelerde %2,4-13,1, Dogu boélgesinde %0,7-3,6, Ege bolgesinde %2,6-5,1, Marmara
bolgesinde %3,4-11,7 ve I¢ Anadolu bélgesinde ise %2,1 oldugunu rapor etmistir™°.

Ince ve arkadaslar1 Giineydogu bodlgesinde en yaygin B talasemi mutasyonunun yine
IVS 1-110 oldugunu (%27,8) ve bunu %11,1 oranlarinda IVS 1-6 ve Cd 8, %8,3 oraninda IVS

1I-1 ve %5,5 oraminda IVS 11-745 mutasyonlarinin izledigini bildirmislerdir’’.

Calismalar incelendiginde Tiirkiye’nin bolgeleri mutasyon sikligi acisindan her
cografik bolgedeki mutant allellerin dagiliminin farkli oldugu gézlenmektedir. Bunun igindir
ki mutasyonlarin 6zellikle hasta ¢ocuk dogumunu engellemek amaciyla halen 33 ilde kanun
geregi uygulanan evlilik 6ncesi tarama ¢aligsmalarina destek olmak amaciyla farkli bolgelerde
benzer calismalarin yapilarak iilkemizin tam bir talasemi mutasyon haritasinin ¢ikarilmasi

onem tasimaktadir. Ayn1 zamanda mutasyonlarin hizli, giivenilir ve etkin olarak tanimlanmasi
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icin yeni teknolojilerden faydalanilarak yontemlerin gelistirilmesinin 6nemi de bir kez daha

ortaya ¢ikmaktadir.

Bu amagla Yalin ve arkadaglari lilkemizde yaygin olarak goézlenen geleneksel
molekiiler yontemlerle belirlenen 15 P talasemi ve anormal hemoglobin mutasyonunu

mikroarray yontemi ile de belirlemislerdir®®.

Ozkarali ve arkadaslar1 ¢alismasinda B talasemilerin molekiiler tanis1 icin geleneksel

yontemlerle mikroarray yontemini karsilastirmis ve avantajlarii gostermislerdir® .

Seydel ve arkadaslar1 Cukurova bolgesinde bu giine kadar rastlanan anormal

hemoglobin mutasyonlarmin mikroarray yontemiyle tiplendirmelerini yapmuslardir'®.

Foglieni ve arkadaslari Italya’da mikroarray cihaz1 ile IVS 1-110, IVS I-1, IVS 1-6,
IVS 1I-1, IVS 1I-745, Cd 8 ve Cd39 mutasyonlarinin tanimlanmasimi yapmislar ve aletin

giivenilirligini kanitlamuglardir'™®".

Anabilim Dalimiz Nanotip laboratuarinda yer alan mikroarray cihazi ile mutasyonlarin
tanimlanmas1 amaciyla bolgemizde sik rastlanan mutasyonlar basta olmak iizere 19 B talasemi
ve 10 anormal hemoglobin mutasyonu i¢in tanimlayici tasarimi yapilmistir. Bunlar; IVS 1-110
(G2>A), Cd44 (-C), Cd39 (C>T), IVS I-130 (G=>C) ve (G2>A), IVS I-1 (G2>A), IVS I-5
(G2A) ve (G20), IVS I-6 (T>C), IVS 1I-1 (G>A), Cd 74/75 (-C), 1VS 1I-745 (C>G),
IVS 11-848 (C>A), IVS 11-849 (A>G), -87 (C>G), Cd8 (-AA), Cd 8/9 (+G), -30 (T>A),
Cd5 (-CT), HbD Los Angeles (G=>C), HbO Arab (G>A), Hb Beograd (A=>T), Hb G
Coushatta (A->C), Hb E Saskatoon (G=>A), Hb D iran (G=>C), Hb S (A=>T), Hb C (G2>A),
Hb J Antakya (A->T) ve Hb Hamadan (G->C) mutasyonlaridir. Sentetik kontroller
kullanilarak okutma yontemleri olusturulan tanimlayicilar genomik DNA Ornekleri ile de
denenmistir. Geleneksel yoOntemlerle mutasyonlart belirlenen Orneklerin  mikroarray

caligmasinda da %100 dogrulukla mutasyonlar1 belirlenmistir.

Sonug olarak hazirlanan tanimlayicilar ile yiliksek sayida drnegin mutasyon taramasi
hizli ve giivenilir sekilde yapilabilmektedir. Tarama c¢alismalar1 gibi fazla sayida O6rnegin
incelenecegi ya da dogum Oncesi tan1 gibi durumlarda zaman ve giivenilir sonug elde etmek
onemlidir. Bu tez caligmast sonucunda elde edilen tanimlayicilar ile nanoteknolojik bir
yontem olan mikroarray ile klasik yontemlerle uyumlu sonuglara ulagilmis, zaman yoniinden
de onemli bir avantaj saglanmistir. BOylece iilkemizin anormal hemoglobin ve talasemi

haritasinin ¢ikarilmasi i¢in yapilacak caligmalara aym1 zamanda hasta cocuk dogumunu
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onlemek amaciyla evlilik Oncesi tarama c¢alismalar1 ile dogum Oncesi tani ¢alismalarina
onemli katki saglanmistir. Yontem ihtiyaca gore tanimlayicilarin tasarlanmasiyla bolgelere
gore uygun calisma panelleri olusturulmasina da uygundur. Bundan sonra uygun c¢alisma
panelleri gelistirilerek yontemin yayginlastirilmasi ve benzer genetik hastaliklara uyarlanarak
kullanim alaniin genisletilmesi hedeflenmistir. Ayrica Konya bolgesinde saptanan 3 talasemi
mutasyonlarinin Tirkiye ve Cukurova bolgesindeki sikliklara uyumlu oldugu ve anormal

hemoglobin a¢isindan da farkli olmadig1 gosterilmistir.
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1.

4.

6. SONUCLAR

Bu ¢alismada toplam 277 olgu incelenmistir. Anormal hemoglobin ya da
talasemi tastyiciligr saptanan olgular ve aile bireylerinin hematolojik
verilerine bakilmaksizin toplam 164 olgunun molekiiler ve nanoteknolojik
yontemlerle mutasyon taramasi yapilmistir. Bu olgularin 84’tinde J3
talasemi mutasyonu tastyicihigl, 1’inde o’ talasemi mutasyonu tastyicilig
ve 1’inde Hb S mutasyonu tastyiciligl belirlenmistir. Mutasyon taramasi
yapilan olgulardan 3 tanesi IVS I-110/IVS I-110 homozigot mutant, 3
tanesi IVS II-745/IVS 1-110 ve 1 tanesi de D/IVS I-110 gifte heterozigot
oldugu bulunmustur.

Nanoteknolojik olarak mikroarray yontemiyle calisma yapmak icin bu
sisteme ilk defa uygulanan 19 B talasemi ve 10 anormal hemoglobin
mutasyonuna Ozgii tanimlayici tasarimi yapilmistir. Bu mutasyonlar: 3
talasemi i¢in IVS 1-110 (G—A), IVS I-1 (G—A), Cd 39 (C—-T), Cd 8(-
AA), IVS II-1 (G—A), IVS I-6 (T—C), IVS 1I-745 (C—Q), -30 (T—A),
IVS I-5 (G—A), Cd 8/9 (+G), Cd 44 (-C), -87 (C—Q), IVS I-130 (G—A),
IVS I-5 (G—C), IVS 1I-848 (C—A), Cd 5 (-CT), IVS 1-130 (G—C), Cd
74/75 (-C) ve IVS II-849 (A—G) ve anormal hemoglobinler i¢cin de Hb S
(A—T), Hb D Los Angeles (G—C), Hb J Antakya (A—T), Hb O Arab
(G—A), Hb Beograd (A—T), Hb G Coushatta (A—C), Hb E Saskatoon
(G—A), Hb D iran (G—C), Hb C (G—A) ve Hb Hamadan (G—C)’dur.
Kalitsal kan hastaliklarinin onlenmesinde tasiyicilarin belirlenmesi ve
dogum  Oncesi tan1  caligmalar1  Onemlidir.  Bunun  yaninda
hemoglobinopatilerde gilinlimiizde radikal bir tedavi yapilamadigindan
farkli bolgelerde genis kapsamli ¢alismalar yapilarak Tiirkiye nin talasemi
mutasyon haritasinin ¢ikarilmasi dogum Oncesi tanmi i¢in 6nemlidir. Bu
caligmalarda mutasyonlarin hizli, dogru ve giivenilir olarak belirlenmesi
icin yeni teknolojilerden faydalanilmasi gerekmektedir. Bu tez ¢aligmasi
sonucunda tasarimi yapilan 29 tanimlayicinin mikroarraye uygulanmasiyla
kulanim alan1 genisletilmistir.

Nanoteknolojik  yontemlerin  gelistirilmesi ve kullanim alanlarmin

genisletilmesi ile epigenetik calismalara katki saglanacagi diisiiniilmektedir.
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T! C!
CUKUROVA UNIVERSITES{
TIP FAKULTESI
ETIK KURULU

T.C. CUKUROVA UNIVERSITESI TIP FAKULTESI ETIK KURULU

IRERE 06.07.2004

KARAR No 6- Biyokimya Anabilim Dab’nda Prof Dr. Kiymet Aksoy yinétiminde Arg. Gor. Sedefghl
Ymmmmmnmmmnmymmmﬁmmwmﬂm
Hemoglobin ve Talasemi Mutasyon tiplerinin belirlenmesi” baghkh aragrma etifi yontinden
mmmmmmynhmwmmwmwmmm 1di.

Toplantiya Katilmad: Toplantiva Katilmadi
Prof, Dr Fatma Tuncay Ozgiinen Pwl' Dr Ayban Usal
Etik Kurulu Uyest Etik Kuruln Uyesi

Toplantiya Katimads m
Ar.Gér. Dr Yurdaer Dénmez jire Nuriye Kabukou
Etik Kuralu Uyesi Etik Kurah Uyest
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EK-2: Anket formu 6rnegi

el No; Tarib, oo e 9) Akrabslanmizda bilinen kan hastahivera kshisal hastahk var mn?
Ada Sovads; OG6PD E ksildifi
b T DAkdeniz Anemisi(Talasemi) tasmast
Cimsiyet. ..o 0 Akdeniz Anemisi (Talseny) hastas
Dogum Yeri/ Yil, ., o e DOrak Hiicre Anenisi tayriam
Adres O Orak Hiicre Anensisi hastasy
O Anormal hemoglobin tayyics
Telefon; 0 Anormal hemoglobin hastast
D Akrabahk bilgileri O Demir Eksilligi Anemisi
Anne-Eaba Yol O VarQd Varsa Dierecesi;, ... 10) Sifma gecirdiniz ni? 0 Evet OHayr
Kan-Koca Yok O VarQd VanaDerecest,........ 11) Sanhlk gecirdiniz mi? 0 Evet OHayr
DEardes SEL e 12) Siirelli knllandizimz ila varmn? T Evet OHayr
3 Coruk SEFBL v 13) Cevabmuz EVET ise hangisi*
4)Hasta kardeyinizvarmn? Yok VarQ
&) Hasta corngunnz var m? Yok O VarO

&) Sosval given ce durumm

Emekli Sandia 0 Yeyil KartO SSKO
Bag-Kur( Diger 0 Yok O

) Meslel:

Ev hammn O Iy Afenmur 0 Ciftgi O
Issiz0 Serbestd  Diger

8)E Eitim durumm

#) ‘Okuryazardgfil b)) Okuryazar o) Tlkoloul mezusn  d) Orinolul merunu
€) Lise memnn,.. ) Universite memnn
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EK-3: Konya il haritasi
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EK-4: Nanogen mikroarray cihazi
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EK-5: Nanogen mikroarray cihazinda kullanilan kartuslarin yakindan goriiniisii

Nanogip
Elektronik
Mikroarray

-
.
.
-
-
.
L

-
-
-
.

'EREER R R R R Y
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