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Bu calismada Fetal hemoglobin (HbF) diizeyi % 1.5 ve daha yiiksek olan toplam
62 kisinin hem Sy (HBG2) ve hem de *y (HBG1) genlerinde delesyonel ve non delesyonel
mutasyonlar taranmis ve bu genlerin yliksek HbF diizeylerinin kalitsal kalicilig1 ile
iliskileri incelenmistir. Hem Yy (G gama) globin (HBG2) ve hem de “y (A gama) globin
(HBG1) genlerinin promotdr dizileri sekanslanmistir. Ayrica Chinese Sy (“y 8pB) tip
delesyonel mutasyon i¢in tiim bireyler taranmistir. incelemeler sonucunda Sy geninin
promotdr bolgesinde -158C/T, -309A/G, -369C/G ve -567T/G lokalizasyonlarinda
substitiisyon (baz degisimi) tip varyasyonlar saptanmistir. Ayn1 sekilde *y geninin 5’-
UTR /translasyona ugramayan bolge) ve promotdr bolgelerinde de +25G/A, -369G/C, -
499T/A ve -588G/A lokasyonlu baz degisimi tip varyasyonlar saptanirken, bir kiside -
222/-225 homozigot ve 6 kiside de heterozigot AGCA delesyonu varyasyonlarina da
rastlanmistir. Calisma sonucunda Sy geni promotériinde iki (-309A/T ve -369C/G) ve Ay
geni promotoriinde de iki (+25G/A ve -499T/A) varyasyon ile yiiksek HbF diizeyleri
arasinda iligki saptanmistir. Ayrica anilan bu varyasyonlar1 barindiran kisilerde HbF
diizeyi yiiksek olarak Olgiilmesi bu varyasyonlarin haplotipik etki gosterdikleri
sOylenebilir.
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In the present study, totally 62 volunteers that have % 1.5 and upper level of fetal
hemoglobin (HbF) were included to investigate the relation with HbF level and deletional
and non-deletional mutations in both %y (G gamma) globin (HBG2) and A gamma (“y)
globin (HBG1) genes. The promotor sequences were analysed for both two genes and the
Chinese %y(*y p) type deletional mutation was screened. It was observed four variations
such as -158C/T, -309A/G, -369C/G and -567T/G in the promotor of “y gene. Otherwise,
it was also observed four variations in 5’-UTR (untranslated regions) and promotor of y
gene such as +25G/A, -369G/C, -499T/A and -588G/A. It was also observed a -222/-
225AGCA del homozigote and 6 variations as heterzigote in A gamma globin gene
promotor region. To our results, there was a significant relationship between high HbF
level and two variations in Sy gene promotor (-309A/T and -369C/G) and between two
variations in *y gene promotor (+25G/A ve -499T/A). The persons whose carry the
mentioned variations with high levels of HbF showed that it might be existed a haplotipic
effect between these variations.
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1.GIRiS

Hemoglobin (Hb) kuaterner yapida iki alfa zincir ve iki beta (02f2) zincirden
olusmus ve ayrica 4 hem grubu igeren bir molekiildiir. Hb eritrosit i¢inde bulunur ve
yiiksek derecede oksijen baglama yetenegine sahiptir. Bundan dolayr Hb solunum
sirasinda akcigerden oksijeni alarak dolagim yoluyla hiicrelere ulagtirmakta, hiicrelerde
aciga c¢ikan karbondioksiti alarak akcigere tasimaktadir. Bu 6zelligi ile hemoglobin
hiicrede oksijen-karbondioksit degisimini saglayarak hiicresel solunuma katki
saglamaktadir (Thompson ve vd. 1991, Lukens 1999, Klug ve vd. 2011).

Saglam erigkin bir insanda 0232 yapisina sahip hemoglobin molekiilii HbA olarak
isimlendirilmektedir ve insandaki miktar1 yaklasik %97 civarindadir. Fakat fetal donemde
eritrositlerde bulunan hemoglobin molekiilii HbF olarak isimlendirilen iki alfa ve iki
gama (o2y2) zincirinden olusan bir metalloprotein yapisindadir (Forget 2006).

Dogumdan sonra hayatin ilk iki yilinda HbF miktar1 azalarak HbA miktar
artmaktadir. Normal yetiskin bireylerde HbF miktar1 %1 civarina gerilerken HbA miktari
ise %97 seviyelerine ulagmaktadir. Halbuki HbF fetal yasam boyunca ve dogumda toplam
hemoglobinin %80’ini olugturmaktadir.

Hemoglobinin yapisinda bulunan globin zincirlerinin sentezindeki azalma veya
yapilarindaki amino asit degisikligi ile karakterize olaylara hemoglobinopatiler
denilmektedir. Daha sonralar1 globin zincir sentezindeki azalma veya yoklugu sonucu ortaya
cikan sendromlara talasemi adi verilmistir. Talaseminin patofizyolojisini globin zincir
oraninda ortaya ¢ikan dengesizlik olusturmaktadir. Normal oranda iiretilen diger zincir
goreceli olarak fazladir; tetrameri olusturmak i¢in komplamenter zincirinin yoklugunda
prematlir kirmiz1 kan hiicresi i¢inde ¢okelerek hiicre zarinda hasara neden olmaktadir.
Ayrica kirmizi hiicre iginde Hb miktar1 azalarak hipokromik mikrositer anemiye neden
olmaktadir. Globin zincirindeki amino asit degisikligi sonucu ise anormal hemoglobinler
veya Hb varyantlar1 meydana gelmektedir (Geng 2005, Bahadir ve vd. 2009).

Fetal hemoglobinin kalitsal kaliciligi (HPFH), dogumdan sonra devam eden 7-
globin gen ekspresyonu ve dolayisiyla yetiskin donemde artmis HbF diizeylerine yol agan
genetik bir durumdur. HPFH, genel olarak delesyonal ve non-delesyonal olmak {izere iki
siifa ayrilir. Delesyonel HPFH, HbF artisina neden olan %y ve “y geninin yerlestigi B

globin gen kiimesinin bulundugu kromozomda DNA dizilerinin delesyonlar ile



iliskilidir. Non-delesyonel olan HPFH, “y- veya “y-globin genlerinin promotdrlerinde tek
bir nokta mutasyonunun ya da kii¢iik delesyonlarin varligi ile karakterizedir. Bu durum
eritrositlere spesifik olan veya diger diizenleyici transkripsiyon faktorlerinin
baglanmasini etkilemektedir (Fucharoen ve vd. 2002).

Bugiine kadar HPFH fenotipi ile iliskili B-globin gen kiimesinde 6 adet delesyon
tespit edilmistir. HPFH-5 Italyan bir ailede saptanmis olup yaklasik olarak 3 kb (kilobaz)
O geninin 5’ ucundan ve B-geninin 3’ ucundan 0.7 kb’lik bir bolgenin delesyonu tespit
edilmistir. Diger 5 HPFH delesyonlari ise ¢ok daha biiyiik delesyonlar1 (yaklasik 105 kb
bliytikliiglinde) kapsamaktadir (Lee ve vd. 2009).

Su ana kadar Sy ve 4y globin zincirlerinin 79 tane varyant tespit edilmistir. Globin
gen veri tabaninda listelenmis 79 varyanttan 45°i Sy varyanti, 31°i *y varyant1 olarak
belirlenmis ve ii¢ tanesi de heniiz belirli bir y genine dahil edilememistir. 31 Ay
varyantindan 7 tanesi *y! zincirinin varyant1 olup 1°i kisa homolog delesyon ve biri de
Ay- B hibrid zincir mutasyonuna sahiptir ( Huisman 1997, Manca ve vd. 2008). Higbir y
varyant tasiyicisi, saghigr etkileyecek kadar agir degildir. Sadece bebeklerde hafif siyanoza
neden olan birka¢ varyantta fonksiyonel ozellikler degismektedir. Tespit edilmis vy
varyantlarin ¢ogunun goriilme sikligi olduk¢a diisiik olmasma ragmen, HbF-Sardinia
(“y'751le—Thr) biitiin toplumlarda tespit edilmistir. Tespit edilen y varyant1 tastyicilarinin
cogu DNA dizi analizi ile saptanmistir. Tespit edilen bu varyantlar igerisinde Hb F-Poole
(®"130Trp—Gly) ve Hb F Xim Jin (%y130Gly—Arg) stabil degil (unstable), HbF Onoda ise
(®°y146His—Tyr) yiiksek oksijen affiniteli varyanttir (Weatherall ve vd. 2001, Nager 2003,
Geng 2005).

Ay geninde tespit edilmis 31 varyantin higbiri anormal fonksiyona sahip degildir. G-
gama da oldugu gibi bu varyantlar nadir goriiliir. HbF-Mauritius (“y23Ala—0) diger
varyantlardan farkli olarak delesyon sonucunda olugsmustur (Nager 2003, Geng 2005).

Ayrica, %y-globin geninin -202, -175, -161, -158 niikleotidlerindeki belirgin nokta
mutasyonlar1 ile “y-globin genindeki -202, -198, -196, -195, -175, -117°deki nokta
mutasyonlari ile 4 bg (baz ¢ifti)’lik delesyonlar (*y-225° den -222’ye kadar olan AGCA
delesyonu) genin stirekli ekspresyonundan sorumludur. Bu mutasyonlar veya delesyonlar
nadir olarak gozlenir ve normal bireylerde heterozigot durumda HbF diizeyinin artmasi
ile iligkilidir. Xmn I-% polimorfizm olarak da adlandirilan ®y-globin geninin -158.

pozisyonundaki C—T yer degisimi, tiim populasyonlarda sik olarak gozlenen polimorfik



bir varyanttir ve homozigot -talasemi ile orak hiicre anemisi gibi eritropoietik stres
durumlar altinda y-globin gen ekspresyonunu arttirmaktadir. Bunun aksine Xmn I-%’1i
normal kisilerde orta diizeyde F hiicreleri ile HbF artislar1 gdzlenir. cis Xmn I-Sy
varliginin moderatér bir faktér olmasina ragmen diger frams-acting faktorleri veya
QTLler (kantitatif 6zellik lokuslar) kendi baslarma ya da Xmn I-% ile etkilesimleri
sonrasinda HbF iiretiminin kontroliinde 6nemli bir rol oynayabilirler (van der Padt ve vd.
2005, Bouva ve vd. 2006).

Ulkemizde, 6zellikle Akdeniz Bolgesi‘nde sik olarak gozlenen orak hiicre ve P-
talasemi vakalarinda HbF’i yliksek olanlarda hastaligin hafif seyrettigi gézlenmektedir.
Ulkemizde bu kadar yiiksek prevalansta hasta bulunmasina ragmen, bu konu ile ilgili
smirli sayida calisma bulunmaktadir. Ozellikle anormal hemoglobin ve B-talasemi
hastalarinda hastaligin seyrini hafifleten HbF miktarindaki bu artisin nedenini saptamak,
gelecekte transkripsiyon faktorlerinin roliinii anlamaya katki saglayacaktir. Dolayisiyla
bu calismadan amacimiz Adiyaman illinde >%1.5 HbF’i olan 6rneklerde delesyonel ve

nondelesyonel genotiplerin belirlenmesidir.



2. GENEL BIiLGILER

Bu boéliimde hemoglobin molekiiliiniin genel yapisi ile globin gen kiimelerinin
kromozomal lokalizasyonlar1 ile ilgili bilgiler verildikten sonra, tez konusu olan fetal
hemoglobinler ile fetal hemoglobinlerin kalitsal kaliciligina etki eden gen ve
mutasyonlart hakkinda bilgiler verilmistir. Daha sonra da HPFH ile ilgili yapilan

caligmalar ile ilgili bilgilendirmeler yapilmistir.

2.1. Hemoglobinlerin Yapisi

Hemoglobin, 4 hem grubu ve 4 globin zincirinin birlesmesinden olusan
eritrositlere oksijen tastyan tetramerik yapida bir proteindir. Tiim hemoglobinlerde hem
grubu aym yapida goriiliir. Bu grup, ortasinda Fe+? bulunduran yan zincirlere sahip,

birbirlerine metil kdpriileriyle baglanmis 4 pirol halkasindan olugmaktadir (Sekil 2.1 ve

Sekil 2.2). Yaklasik 6,4 nm capinda ve sferik yapida olan hemoglobinin molekiiler

agirligr 64.400 daltondur (Murray ve vd. 1988, Donbak 2005, Weatherall ve vd. 2006).
H3C|> Hc|; =—CHo

Sekil 2.2. Hemoglobin molekiilii (Ciesla 2007)



Normal yetigkinlerde hemoglobinin yaklasik % 97’sini HbA molekiilii (HbA;
a2P2) olusturur. HbA molekiilii 2 alfa (o) ve 2 beta (B) zincirinden olusmaktadir. Erigkin
hemoglobininin %2.5-3.5’ini HbA2 (0202) olusturur. HbA2 yapisinda iki alfa (a) ve iki
delta (0) zincirleri bulundurmaktadir. Fetal ve yenidoganlarda sentezlenen baslica
hemoglobin olan HbF(02Y2) erigkin insanlarda %1 ’in altinda bulunur. HbF 2 alfa (o) ve 2
gama () zincirinden meydana gelmektedir. Embriyonik evrede ilk haftalarda sentezlenen
globin zincirleri zeta (8) ve epsilondur (g). Gebeligin ilk haftalarindan baglayarak Hb
Gower I (0262 ), Hb Gower II (a2e2), Portland I (62y2) ve Portland 1T (82f32) sentezlenir
(Cizelge 2.1). (Hoffbrand ve vd. 1985, Lukens ve vd. 1999, Ciiriik 2004)

Cizelge 2.1. Embriyonik, fetal ve erigkin donemde sentezlenen insan hemoglobinleri

(Geng 2005) _
Hb ADI FORMULU SENTEZLENDIGI DONEM
Hb Gower I G2 Embriyonik donem
Hb Gower II 0282 Embriyonik donem
Hb Portland I G2y Embriyonik donem
Hb A a2 Fetal donem
Hb F 02y2 Fetal donem
Hb A a2p2 Yetiskin donem
Hb A: 0202 Yetiskin donem

2.1.1. Globin gen kiimesi

Hemoglobinler, insanlarda sirasiyla 16 ve 11 nolu kromozomlar iizerinde yer alan
a-benzer globin genler (§ ve a) ve B-benzer globin genler (&,y,0, B) tarafindan kodlanir.
a-benzer globin genleri (§ ve o) 16. kromozomun kisa kolunun p13.3 bélgesinde, B-benzer
globin genler (&,y,0,p) 11. kromozomun kisa kolu lizerindeki p 14 bolgesinde bulunmaktadir
(Sekil 2.3) (Polat ve vd. 2000).

a-globin gen kiimesi, iki alfa geni (o ve o), bir embriyonik alfa benzeri geni ((2),
tic pseudogeni (Wi, yoo, Wos3) ve bir de teta geni (0) igerir. 5° ugtan baglayarak 3’ ucuna
dogru bu genler O, ywii, wC, yau, a2, a1 ve 0 seklinde siralanmaktadir. DNA’da yaklasik
30 kb’lik yer tutarlar ve 141 amino asit kodlarlar. Bu globin kodlayan genler 3 ekzon ve

2 introndan olusmaktadir. Globin zincirini sifreleyen diziye ekzon, proteine doniismeyen



dizilere ise intron denir. a—geninin ekzonl’inde ilk 31 amino asit (1-31), ekzon 2’de 68
amino asit (32-99) ve ekzon 3’de 42 amino asit (100-141) kodlanmaktadir (Vanin 1985,
Polat ve vd. 2000, Donbak 2005).

B-benzer globin genler; 5'-g-Sy-“y—¥p;-8-p-3' ucuna dogru siralanmaktadirlar,
DNA’da yaklasik 50 kb’lik yer tutar ve 146 amino asit kodlarlar. B-gen kiimesinde
ekzonl1’de 30 amino asit (1-30), ekzon 2’de 74 amino asit (31-104) ve ekzon 3°de de 42
amino asit (105-146) kodlanmaktadir (Polat ve vd. 2000, Dénbak 2005).

Alfa ve beta gen kiimesinde yer alan psdodo genlerin (Y{-Woo-Pai ve WP ) bilinen
bir islevi yoktur. Bu fonksiyonel olmayan genlerin evrimsel kalintilar oldugu
diistiniilmektedir (Polat ve vd. 2000, Donbak 2005). Vanin (1985), psddogenleri protein
kodlama yeteneklerini kaybetmis veya bir sekilde artik hiicre i¢inde ifade edilmeyen

genler olarak tanimlamistir.

2.1.2. Hemoglobin doniisiimii

Gelisim boyunca, globin genlerinin ifadelerinin diizenlenmesi globin degisikligi
(globin switching) olarak adlandirilmaktadir. Hemoglobin molekiilii alfa (o) globin
zinciri ve beta (B) globin zinciri olmak tizere iki zincirden olusmakta ve tiriinleri dengeli
miktarda iiretilmektedir. Iki globin zincirine ait genler, 5> ucundan 3’ ucuna dogru gelisim
stiresince sirayla ifade edilmektedir. Hemoglobinler globin genleri sirayla ifade edilirken,
eritropoezin gergeklestigi organlarda ise farklilik gdstermektedir. (Ciesla 2007)

Doéllenmenin baslangicinda alfa (o) ve beta (B) globin zincirlerinden ikisi de
sentezlenemez (Murray ve vd. 1993). Ilk sentezlenen zeta (5) ve epsilon (g) globin
zincirleridir (Polat ve vd. 2000). Déllenmenin 3. ve 8. haftasinda yolk salk (sar1 kese)’da
eritrositlerin i¢erisinde bulunurlar ve gebeligin 20. haftasina kadar kalirlar. Bu donem de
sirastyla Gower-1 (0282), Gower-1I(aze2), Portland—I (82y2) ve Portland-IT (62f32)
hemoglobinleri sentezlenmektedir (Sekil 2.4). Dollenmenin 5. haftasindan itibaren
eritropoezin sar1 keseden c¢ikarak fetal karacigere kaymaya baglamasiyla fetal
eritrositlerde fetal hemoglobin (HbF) olusur. Do6llenmenin 18. haftasindan itibaren
doguma kadar kirmizi hiicre iletimi gorevi fetal karacigerden kemik iligine gecmeye
baslar. Dogumdan sonra HbF (02y2) miktar1 azalirken HbA {iiretimi de artmaktadir. Bu

yer degistirmeye ragmen dogumdan yedi-sekiz ay sonrasina kadar da fetal hemoglobin



sentezlenmeye devam etmektedir (Dover ve vd. 1980, Nussbaum ve vd. 2001, Ciesla

2007).
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Sekil 2.3. Insan hemoglobin olusumuna gére 6zel kromozomlar (Ciesla 2007)

Normal yetigkinlerde HbF toplam hemoglobinin %]1’inden daha azdir. Gama
globin zircirinin 136. kodonu alanin (A) amino asitini igeriyorsa “y, glisin amino asitini
iceriyorsa 9y olmak iizere iki farkli zincir icermektedir (Hoffbrand ve vd 1985;
Weatherall ve vd. 2006). Dogumda, Sy zincirinin, “y zincirine oran1 yaklasik olarak

3:1’dir (Weatherall ve vd. 2006).
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Sekil 2.4. Embriyonik ve fetal gelisimin farkli evrelerinde globin zincir sentezi
2.2. Fetal Hemoglobin

Fetal hemoglobin (HbF) 2 alfa (o) ve 2 gama (y) polipeptit zincirinden
olusmaktadir. Fetal hemoglobin fetal yasam boyunca ve dogumda toplam
hemoglobinin %80’ini olusturur. Gebeligin 6. haftasindan itibaren baslar ve fetal hayatin
geri kalan1 boyunca HbF {iretilir. Dogumdan sonra yasamin ilk iki yilinda HbF sentezi
hizla azalir ve yavas yavas periferal kanda HbA ile yer degistirir. Yetiskinlerde ise HbF

toplam hemoglobinin %1’inden daha az olarak bulunur (Rochette ve vd. 1994).

2.2.1. v globin geni ve v globin gen yapisi

Her iki fetal globin genlerinin dizisi yaklasik 1980°1i yillarda agiklanmustir. ki
gen yaklagik olarak 35 milyon yil 6nce meydana gelen tahmini 5 kilobaz ¢iftinin pes pese
cogaltilmasi sonucu olusmustur (Manca ve vd. 2008).

HbF ve HbA yapisal ve islevsel olarak birbirlerine benzerler. Ancak bazi 6nemli
farkliliklar vardir. y globin zincirinin amino asit sekansi B globin zincirinin amino asit
dizisinden 39-40 residue farklidir (Perutz 1974). HbF yapisal olarak heterojendir. y-

globin geninin iki yanindan baglantili genler tarafindan kodlanmaktadir. 136. pozisyonda



y-globin geninin 5’ ucundan glisin (Gly) amino asiti baglandiginda % (HBG2), 3’
ucundan alanin (Ala) amino asiti baglandiginda *y (HBG1) globin genleri olusur
(Schroeder ve vd. 1968). Ayrica “y geni ortak bir polimorfizm olusturur; burada treonin
(AyT), izoldsin (“y!), y’° (HBF Sardinia) kodonunda yerini alir. Gozlemlenen bu protein
dizisindeki ve yapisindaki benzerligin nedeni globin genlerinin ortak evrimini yansitan
gen duplikasyonu ve gen konversiyonudur (Steinberg ve vd. 2009).

Protein konformasyonu y ve B globin zincirlerini ayirt eden 39 amino asit
residuesinde 22 molekiil yiizeyinde bulunan yiizey yiikii disindaki tetramer 6zelliklere
sahip olma olasiliklar diisiiktiir. i¢teki yer degisimler benzer polariteli amino asitleri
icerdigi siire boyunca korunurlar. Sadece bazi kosullarda aif; arabiriminde 4 kritik
farklilikla ayrismaktadir. Bunlarda ikisi a1y arabiriminde yer alan y112Thr (B112G13)
ve y130trp (T130HS) HbA ile karsilastirildiginda alkalin ve asit HbF direnisine katki
saglayabilmekte ve alkali denatiirasyonun yapisal temelini olusturmaktadir. Liganda
bagimli konformasyon degisikliklerin merkezi olan aif3 arabiriminde dizi farkliliklari
mevcut degildir. 116. pozisyonda a1 arabiriminde, y globin zinciri izoldsin ve 3 globin
zinciri histidin igerir. y zincir yerlesmeleri ile rekombinant B zincirleri kullanilarak, non-
a zinciri G-18 pozisyonundaki amino asit hidrofibisite doniistirmede HbA ve HbF
tetramerlerinin derlenmesinde kritik bir rol oynar; sirasiyla homotetramer, dimer ve
monomer formasyonunun olusumunda da énemli bir rol oynar. Ayni zamanda y-globin
zincirlerinin sabit dimer formasyonu in vivo olarak meydana gelmemelidir. Clinkii HbF
olusturmak iizere a zincirleri ile baglanmasin1 onler. HbA’ya kiyasla HbF’nin artan
tetramer giicii kismen, y-globin zincirinde 18- amino asit, A sarmalinin j arabirimleri ve
tetramer gliclendirilmesine katkisi olan amino asit farkliliklarina neden olur. HbF’nin
artan tetramer giiciiniin 6nemli fizyolojik etkisi sitma parazitinin fetal kirmizi hiicrelere
kars1 gosterdigi direnctir, bir etkisi de maternal HbA, HbF’nin O; elde etmesi i¢in olanak
saglamasidir (Yagami ve vd. 2002, Adachi ve vd. 2003, Steinberg ve vd. 2009).

Genel olarak bakildiginda 2.5 A° c¢oziiniirlik ile yapilan HbF yapisinin
kristallografik calismalarinda deoksi-HbF ve deoksi-HbA yapilarinin birbirine ¢ok
benzer olduklari, aralarindaki tek farkliligin ise y globin zincirinin N-ucunda oldugu
gortliir. Bu degisiklik, y> histidin amino asitidir ve HbF’nin sergiledigi 2,3 BPG

(bifosfogliserat) etkisinde azalma muhtemelen ikinci bir hemoglobin molekiiliiniin



merkezi boslugu i¢ine yerlestirilen 2,3 BPG arasindaki mesafeyi arttirir (Manca ve vd.

2008, Steinberg 2009).

2.2.2. HbF’nin fonksiyonel ozellikleri

Yenidogan alvuyarlarindaki eritrositler yetiskinlerden daha yiiksek oksijen
affinitesine sahiptir, fakat hemolizatlar i¢erisinde HbF ve HbA’nin oksijen affinitesi
aynidir. Bu HbF ve HbA ayni intrinsic O-baglama 6&zelliklerine sahiptir, fakat
hemoglobin fonksiyonunun heterotopik diizenleyiciler ile farkli etkilesim icinde
oldugunu gostermektedir. Bu etkinin birincil yapisal temeli fosfat baglayici merkezin orta
boslugunda bir amino asit residuesinin yer degistirmesiyle 143 (H21) His—ySer
dontistimii gerceklesir ve tetramer basina 8-6 katyonik 2,3 BPG baglama gruplarini azaltir
(Manca ve vd. 2008). y globin zinciri degistirilirse, N-terminal kisminin v, histidin ile
birlikte onun baglayici fosfat1 y globin zincirinin asetilasyonu da 2,3BPG baglanmasini
inhibe eder (Steinberg ve vd. 2009).

HbF eritrositlerinde bozulmus kloriir (CI) etkisi goriliir. Kloriir igcindeki merkezi
bosluga 2,3 BPG baglanir. Diisiik NaCl konsantrasyonunda HbF’nin O affinitesi
HbA’dan daha diisiiktiir. Yiiksek Cl” konsantrasyonun da bu fark ortadan kalkar. Bu etki
T durumu anyonlari i¢in baglanma affinitesinde azalma ile, merkezi boslugun iginde
pozitif yiiklii bir azalmaya bagli olabilir. Pozitif yiiklenen nétralize anyon yoklugunda
indiiklenen T-durumunun stabilitesinin artmasi, diisiik ligand affinitesinin lehine olur.

Son olarak, HbF tarafindan ii¢iincii bir allosterik etkileyici olarak CO2 baglanmasi,
HbA ile karsilastirildiginda biiyiik 6l¢iide azaltilmistir. PCO; (Partial pressure of carbon
dioxide, karbondioksitin kismi basinci) genis bir araliginda, HbF, HbA’dan daha az
oranda protein bagli karbamat formuna doniisiir, bu durum vy zincirinin N-ucunun 8.1 pKa
(asitlik sabiti) degerine sahip olmasindan kaynaklandigi agiktir. Bu deger B zincirinin
sahip oldugu degerden oldukea yiiksektir (pKa 5-6.6). Boylece fizyolojik kosullar altinda
vy zincirinin N-terminal amino asit gruplar1 %90 protonlanmistir ve CO2 baglanamaz hale
dontismistiir (Manca ve vd. 2008).

Hem HbA hem de HbF’nin her ikisi de 2,3 BPG ve CO2 yoklugunda gelistirilmis
bir alkali Bohr etkisine sahiptir. HbF alkali Bohr etkisinin HbA’da oldugu gibi Cl>’e baglh

oldugu goriinmektedir. HbF’nin Bohr etkisi CI” konsantrasyonu ile artarken, diisiik anyon
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konsantrasyonunda HbA ve HbF’de 6zdes Bohr etkisi goriiliir. Bu Cl“lin etkisi ile
olabilir. Bununla birlikte fizyolojik Cl> konsantrasyonunda HbF’nin Bohr etkisi HbA’ya
gore yaklasik %20 daha fazladir. Bunun mantikli bir agiklamasi HbA’nin diisiik Bohr
etkisinin, diisiik pH’da protonlanmis 3143 histidin amino asitinin R yapisina Cl, baglanir
olmasidir. Cl; ve protonun R yapisinin stabilitesinde bu biiylime HbA’nin asit Bohr
etkisine katkida bulunabilir. HbF’de bu etkilesimin olmamasi, asit bohr etkisini yariya
indirir ve boylece alkali Bohr etkisini arttirir. Fetal eritrositlerinde artan alkali bohr etkisi
fizyolojik 6neme sahiptir. Aslinda bohr etkisi 2,3 BPG etkisi olmadan anne ve fetiis
arasindaki toplam O; transferinin %40’ 11 olusturmaktadir. Sonug olarak HbF i¢in alkali
Bohr etkisi tercih edilir (Dumoulin ve vd. 1977, Manca ve vd. 2008).

HbA ile HbF’nin aif;1 yapist arasinda 4 farkli substitiisyon (baz degisimi)
mutasyonu ile HbS, HbF benzeri bir hale dondiirtildiigiinde, elde edilen hibrid molekiil
HbF gibi 2,3 BPG’ye zayif baglanmaktadir. Bu durum 2,3 BPG baglama ve
dimerizasyonunun bahsedilen basitce kritik residiilere bagli olmadigi fakat bununla

birlikte diger etkilesimlerin de 6nemli oldugunu gostermektedir (Steinberg ve vd. 2009).

2.2.3. HbF igeren eritrositlerin fizyolojisi

Fetal dolasimda O; tasima dogumda bulunan gaz-sivi araylizii ile
karsilastirildiginda sivi-sivi arayliizii iizerinden yapilir. Fetal hemoglobinin oksijen
affinitesi yetiskin hemoglobininkinden ¢ok daha biiyiiktiir. Anne kanindaki oksijenin
parsiyel basinci diisiik olmasina ragmen, fetal eritrositlerin O affinitesi plesentada O»
alimin1 arttirir. Artan P50‘ye ragmen HbF’nin 2,3 BPG yanit1 azalir, O> teslimi artan Bohr
etkisi ile telafi edilir. Bunun nedeni 2,3 BPG’ ye karsi affinitesinin az olmasidir. 2,3 BPG
hemoglobinin oksijen affinitesini azaltir ve kanda 2,3 BPG konsantrasyonu artarsa,
oksijeni hemoglobinden ayrilmaya zorlar. HbF az miktarda 2,3 BPG’ye baglandigindan,
daha ¢ok oksijen baglar ve boylece anne kanindan fetiise daha ¢ok oksijen gecmesi

saglanir (Garver ve vd. 1977, Brittain 2002, Steinberg ve vd. 2009).

2.2.4. Fetal hemoglobin doniisiimii

Yetiskinlerde HbF %Il’den daha az olarak bulunur. Dogumda HbF

konsatrasyonu %385 ile %55’e kadar geriler fakat %1 lere kadar gerileme yeni doganlarda
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yaklasik bir yil siirer. Yasamin erken dénemlerinde ise “y (HBG2) ve “y (HBG1) globin
genlerinin ifadeleri olusur. Cogu kisilerde “y globin zincirlerinde bir artis olmasina
ragmen yasamn ilk 3 ayinda y zincirlerinde bir azalma gerceklesir, ancak bebeklerin az
bir kisminda 6zellikle HBG2-158C—T SNP (tek niikleotid polimorfizmi)‘de mevcut vy
globin ifadelerini korurlar. Yenidogan donemi yaklasirken, fetal HBG1 ve HBG2
genlerinden yetiskin HBB (B globin) geninine gec¢is baslar. Bu geg¢is normalde siit
cocuklugu doneminde tamamlanir ve yaklastk 6 ay kadar siirer. Non-anemik
yetiskinlerde, diisiik seviyelerdeki HbF, F hiicreleri olarak adlandirilan eritrositlerin
kiiciik bir ylizdesi olarak biiylik 6l¢iide konsantre edilir. Zaman zaman, belirli patolojik
kosullarda nadir mutasyonlara bagli olarak HbF seviyesi yiikselebilir (Sankaran ve vd.
2010).

Yapilan bir ¢calismada ortalama hiicre hacminin (MCV) azalmasi neticesinde fetal
hiicrelerin sayisinin da dogumdan sonra hizli bir sekilde diismesine neden olmaktadir ki
bunu F hiicre sayisinin da ciddi bir sekilde diismesi takip etmektedir. Orak hiicre anemili
hastalar, y globin gen ifadesinin 3* globin gen ifadesine doniisiimiinii ve ayrica HbF’nin
HbS’ye de doniisiimiinii saglayan yetersiz bir diigmeye sahiptir. Bu hastalarda stabilize
HbF diizeyine 20 y1l boyunca ulasilamamaktadir. y globin gen ifadesinin diismesinde bir
gecikme olmast anemiye neden olabilir ¢iinkii ¢cok hafif anemi ile talasemi tasiyiciligi
olan bireylerde orak hiicre anemi hastalarinda daha 1limli olsa bile HbF doniisiimiinde bir

gecikme gosterirler (Steinberg ve vd. 2009).

2.2.5. HbF’nin hiicresel heterojenitesi

Fetal hiicrelerde, fetal eritrositler HbF hemoglobinini %100‘e yakin iiretirler.
Yasamin ilk 10 giinii i¢cinde hemoglobin sentezi, fromental diizeylerini 10 misli azaltir ve
bu azalma dogum sonrasinda ilk 2-3 giin i¢inde olur. F hiicrelerinde HbF nonfetal ya da
yetiskin hemoglobinler arasinda dengesiz dagilmistir. Diisiik pH degerinde HbF ayrilarak
HbA’y1 olusturur.

Asit eliisyonu veya ‘Betke’ testi ile F hiicrelerindeki HbF diizeyi 6lgiilebilir.
Varolan bir¢cok HbF, F hiicrelerinin sayisim1 belirlemek icin kullanilan yontemin
duyarhiligina baghdir. Bir 6l¢iide hassas olmayan, asit- eliisyon yontemi ile hiicre basina

minimum 5-6 pg HbF miktar tespit edilebilir. Radyal immunoprecipitation yontemleri
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ise hiicre basma 3 pg HbF miktarinina sahip hiicreleri tespit edilebilir. Fakat akis
sitometrisi, F hiicrelerini numaralandirarak en yaygin kullanilan yontemdir. Bu yontem 6
pg HbF igerigine sahip hiicreleri algilayabilir (Boyer ve vd.1975, Dover ve vd.1981).

Kullanilan yontemlere bagl olarak, Kafkas yetiskin irkinda F hiicreleri % 1.7+%
2.2 ile % 2.6+% 1.6 HbF igerirken, normal Afrikali Amerikalilarda % 2.8+% 1.6 arasinda
HbF icermektedir. Bu durumda algilama smirlarimin  altindaki HbF  diizeyleri
sayllmayacaktir. Olgun F hiicreleri 4.4+0.3 pg HbF icermektedir. Afrikali Amerikali orak
hiicre anemisi olan kisilerde, F hiicre aralifi %2-% 80 ve F hiicre basima diisen HbF
miktar1 6.4+1.6 pg arasinda oldugu saptanmistir (Amoyal vd. 2004). B talasemi
hastalarinda F hiicrelerinin sayilar1 artmistir. Orak hiicre tagiyiciligi ile ilgili bir
caligmada, HPLC ile belirlenen HbF diizeyi %1.4 olmustur, F hiicreleri ise %14.1+% 7.5
arasindadir (Italia ve vd. 2007, Steinberg ve vd. 2009).

Nadir olarak normal bireylerin kanlarinda % 8’ den daha fazla F hiicresi vardir.
Bu vakalarin ¢ogunda, F hiicreleri evebeynlerde benzerdirler. Bunlarin ¢ogu non-
delesyonel fetal hemoglobinin kalitsal kaliciligina neden olurlar. Bu ¢alismalar eksik
caligilmis olsa da F hiicre sayilari, etkilenen yasa ve etkisi artmig akut eritropez durumuna
gore HbF ve F hiicreleri sayisinin gegici artiglarina neden olabilir. F hiicrelerinde HbF
dagilimi ve konsantrasyonu farkli olabilir. Orak hiicre anemisi olan hastalarin F hiicre
basina HbF’nin bireysel karakteristik dagilimlart bulunmaktadir. Bu varyansin
patofizyolojik etkileri, bazi hiicrelerde HbF konsantrasyonlar1 hastaligi etkileyerek HbS
polimerizasyonunu geciktirebilir. Biotin ile etiketlenmis otolog orak hiicre eritrositlerinin
infiize edilme zamanima bagli olarak tiim bireylerde F hiicrelerinin yiizdesi ile ters
korelasyon ile non-F hiicrelerinin daha uzun hayatta kalabildikleri saptanmustir.
Dolasimda HbF igerigi yiiksek hiicrelerin, HbF igeriginin artmasinin hayatta kalma ile
iliskili oldugunu diistindiirmiistiir (Franco ve vd. 2006, Steinberg ve vd. 2009).

F hiicreleri klonal degildir ama gelisim sirasinda kendine 6zel bazi vasiflara sahip
oldugu goriilmektedir. Polisitemi vera, paroksimal gece hemoglobiniiri, Philadelphia
kromozom pozitif kronik graniilositik l6semi dahil monoklonal bozukluklara sahip
bireylerde F hiicreleri normal oranda mevcuttur. Bu durum erigkin kirmizi hiicrelerde,
iligkili F hiicreleri ve i-antijeni, fetal benzeri hiicreler i¢in bir belirte¢ olarak kabul
edilmektedir. HbF ve retikiilositler i¢in ¢ift etiketleme teknigi kullanilarak yapilan

analizlerde, orak hiicre anemisi F retikiilositleri % 10.6+% 7.0 olarak algilanir. Bu
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gozlemler orak hiicre anemili F hiicrelerinin tercihi sorusunu giindeme getirir. Tercihli
sagkalim F retikiilositlerin fazla F hiicreleri ile miimkiindiir. Artan F hiicrelerinin hayatta
kalmas1 HbS polimerizasyon inhibisyonu sonucu olabilir. Clinkii F hiicrelerinin fagositoz

ve endotel hiicre uyumu bulunmamaktadir (Steinberg ve vd. 2009).

2.2.6. HbF laboratuvar algilma

HbF’yi tespit etmek i¢in en yaygin olarak kullanilan yontem alkali denatiirasyon
direncidir. Singer ve arkadaslar1 (1951) tarafindan gelistirilen bu yontemde seyreltik
hemolizat 1 dakika stire ile, pH 12-17 NaOH ¢06zeltisine maruz birakilmakta ve ¢ozelti
daha sonra nétralize edilmektedir. Oksihemoglobin A bu islemde biitiiniiyle denatiire
olmakta ve amonyum siilfat ile ¢oktiiriilmektedir, fakat HbF ¢ozelti iginde kalir ve
spektrofotometrik olarak Olclilmektedir. Yontem, basit oldugu icin avantajhdir,
hemoglobin diisiik seviyelerde ise kesin sonucglar vermektedir fakat HbF diizeyi yiiksek
olan hiicrelerde ¢ok diisiik sonuglar verebilmektedir. Daha kesin tahminleri standart
kosullarda numunenin denatiirasyonunun gergek orani dlgiilerek elde edilebilir. Yontem,
embriyolarda kii¢ciik Ornekleri okuyan bir mikro Olceklere uyarlanmistir. Betke ve
arkadaglar1  (1959) en az 10°C’de HbF igeren numunelerin Olgiilmesi igin
cyanmethaemoglobinin kullanildigi singer yonteminde degisiklik yapmislardir. Hiicre igi
HbF Kleihauer testi ile saptanabilir. Bu durumda HbF HbA’dan biraz daha zor bir sekilde
pH 13-12 diizeyinde sitrat buffer i¢inde eliite edilir. Hemoglobin eliisyonunu takiben
hiicreler hematoksilin ve eozin ile boyanir. Boyama derecesi hiicrelerde HbF miktari ile
dogru orantilidir. HbA igeren hiicreler zayif boyanirken, kordon hiicreleri gibi yiiksek
HbF igeren hiicreler ise kuvvetli boyanirlar. HbF nin hiicresel dagilimi ise floresan isaretli
anti-HbF antikoru kullanilarak tespit edilebilir. Her iki yontem, bireysel eritrositlerin
HbA ve HbF sentezleme yetenegine sahip oldugunu gostermektedir (Lorkin 1973).

Aynm1 kan oOrneginde HbF’nin farkli yontemlerle Olclilmesi farkli sonuglar
verebilir. Dolayisiyla HbF yi belirleyen en hassas yontem kan HbF konsantrasyonuna
gore degisir. HbF ol¢limii i¢in en fazla kullanilan yontem HPLC ile yapilan analizdir.
Normal yetiskinlerde, katyon degisimli HPLC ile 6l¢lilmiis HbF konsantrasyonlar1 % 0.1
ve % 0.4 arasinda bulunmustur (Leonova ve vd.1996). Miktarin diisiik olmasi cinsiyete

bagli olabildigi gibi, B globin gen kiimesinin polimorfizmleri veya y globin gen promoter
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mutasyonundan kaynaklanabilir, aksi takdirde tiim normal bireylerde HbF diizeyinde artis

goriilebilir.

2.2.7. y—globin gen mutasyonlar1 (HBG1 ve HBG2)

100’e yakin OSy-globin gen, “y-globin gen ve “y'-globin gen mutasyonu
belirlenmistir. y-globin zincir varyantlar, fetal ve neonatal yasam boyunca sentezledikleri
hemoglobin molekiiliinii degistirmezler fakat yasamin ilk yilindan sonra genellikle
mevcut olan HbF miktar1 sadece eser miktarda iiretilir ve bu nedenle nadiren tespit
edilebilir. Mutasyonlar “y-globin, “y-globin ve #y'-globin genlerinin lokuslarinda veya
regiilasyon dizilerinde mevcut olabilir. Kromozamal y-globin genlerinin diizenlenmesi ve
diger bircok faktdre bagl olarak “y-globin gen varyantlari orani yaklasik %35 ile %30
arasinda olabilir, bu durum yenidogan hemoglobinlerinde mevcuttur, toplam
hemoglobindeki miktar1 ise %25 civarindadir. “y-globin gen varyantlar1 bu miktarin
yaklasik yaris1 kadardir. Bu fark nedeniyle %y- globin gen fetal eritrositlerinde daha fazla
ifade edilir. y—globin gen varyantlar1 ve y talasemi varyantlari yiiksek veya diigiik oksijen
affinitesine sahip olabilirler (Wood 2001, Steinberg ve vd. 2009).

HbF-Sardinia (HBG1 (E19) ile75thr) AyT geninde mevcut fonksiyonel ve klinik
anormallikler olusturmayan en sik goriilen polimorfizmdir. Bir¢ok toplumlarda yiiksek
frekansta olmasina ragmen, Cameroon haplotipin tasiyicilar1 hari¢ Afrikalilar ve Afrika
kokenli bireyler arasinda diisiik frekansta mevcuttur. Bu polimorfizm modelinde, ytliksek
frekans i¢in bir neden belirlenmemistir, ancak diisiik frekans oraninin gorildiigi
Afrikalilarin cogunda ve yiiksek frekans oranlarina sahip baska Afrikali insanlarda bu
oranlarin selektif bir avantajdan ziyade basingla iligkili oldugu bildirilmistir. HbF-
Sardinya Afrikali insanlarda goriilen mutasyonlar1 tanimlamaktadir. p talasemi ile ilgili
nokta mutasyonlarin1 saptamak i¢in zaman harcanmasindan dolayr y talasemi ilgili
caligmalar uzunca siire ihmal edilmistir. Su anda ise y talasemi ile ilgili mutasyonlarin
cogunun delesyon seklinde oldugu bilinmektedir ve yop talasemi veya eyoP talasemi
seklinde siniflandirilmaktadir (Steinberg ve vd. 2009).

Ay* talasemi fenotipi, *y ve % globin genilerinin her ikisinde olusan IVS 1I-115
A-G substitiisyonundan, ayrica % globin gen poliadenilasyon bdlgesi 6.pozisyonda yer
alan bir A delesyonundan kaynaklandigi ileri siiriilmistiir. Oysa IVS II sustitiisyon

mutasyonlar1 yaygin polimorfizmleri olduklarm diisiindiiren “y geni igin 0.86 ve %y
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globin geni i¢in 0.73 gen frekanslarina sahip oldugu goriilmektedir. Sadece bir y talasemi
vakast %y ve Ay globin geni arasindaki esit olmayan krossingoverden, etkilenen
kromozom kaynakl1 bir y globin gen delesyonundan ve Hb Lepore tipi genlere benzerlik
gosteren bir melez y globin geninden kaynaklanmaktadir. Heterezigotlarda, iki
homozigotta ve bu delesyona sahip yeni dogan homozigotlarda “y tipinin tamaminda HbF

orani sadece %50 olarak bulunmustur (Steinberg ve vd. 2009).

2.3. Fetal Hemoglobinin Kahtsal Kahcihig1 (HPFH)

Fetal hemoglobinin kalitsal kaliciligi, herhangi bir hematolojik bozukluk
olmaksizin yetigkin hayatta HbF iiretilmesiyle belirlenen kalitsal bozukluklar i¢in bir dizi
tanimlayici terimdir. HPFH genotipik ve fenotipik kosullara sahip heterojen bir grup
icerir (Bollekens ve vd. 1991, Wood 2001).

2.3.1. Delesyonel HPFH

Delesyonel HPFH, HbF artisina neden olan %y ve “y geninin yerlestigi B globin
gen kromozomunda DNA dizilerinin delesyonlar1 ile iliskilidir. Delesyonel HPFH
heterezigot bireylerin eritrositlerinde toplam hemoglobinin %20-30’u kadar HbF artis1
s0z konusudur (Cunha vd. 2012). Delesyonel HPFH bazi etnik gruplarda oldukca
yaygindir. Afrika kokenli Amerikalilardaki yayginlig1 yaklagik 1/1000°dir (Landman ve
vd. 1998, Wood 2001).

Bugiine kadar 6 farkli tip delesyonel HPFH karakterize edilmisitr (Sekil 2.5).
HPFH-1 ve HPFH-2, & ve B globin gen kiimesinin DNA dizisinden yaklasik olarak 105
kb biiylik bir delesyon olarak karakterize edilir: HPFH-3 ve HPFH-4 delesyonlar1 yf3 ve
B globin DNA dizilerinde yaklasik 50 kb’lik delesyonlar ile kisalmaktadir. HPFH-5 3
globin geninin 0.7 kb asagisindan 6 globin geninin 3kb yukarisindan delesyonuyla
karakterize edilen kiiciik bir delesyon igermektedir. Son olarak HPFH-6 “y globin gen ile
birlikte tip 1 ve 2 de goriilen benzer delesyon profilleri icermektedir (Cunha ve vd. 2012).
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Sekil 2.5. Dogum sonrasinda fetal hemoglobin artisina neden olan delesyonlarin HPFH-
pozisyonlarinin 3 globin gen kiimesinde yerlesimleri (Cunha ve vd. 2012).

Delesyonel HPFH nin tanimlanan ilk tiirii Sp° tiiriiydii ve bu Baltimore’da Afrika
kokenli Amerikali zenci bir ¢ocukta tanimlanmisti. Alternatif bir tanimlamayla Sy*y 5B°
HPFH seklinde de isimlendirilmektedir. Su an §° HPFH olarak siniflanan en az alt1 farkli
delesyon bulunmaktadir. Bu tip mutasyonlardan ikisi Afrika kokenlilerde, birisi
Hintlilerde, ikisi Italyanlarda ve birisi de Vietnam/Giineydogu Asyalilarda bulunmaktadir
(Bollokens ve vd. 1991, Stamatoyannopoulos ve vd. 1994, Wood 2001). Bunlarin
hepsinde 6 ve P genleri delesyona ugramistir fakat y genlerinin ikisi de tamamen
normaldir. Homozigotlar hicbir & veya [ genlerine sahip olmadigi gibi, bunlar
hemoglobin A veya A de sentez edemezler. Hemoglobin F mevcut hemoglobinin
%100’{inii olusturur. Hem Sy hem de “y zincirleri sentezlenir ama oranlar farkl kisilerde
degisiklik gosterir. y zincir sentezini, B zincir sentezinin eksikligini telafi eder, bu nedenle
boyle kisilerde anemiye rastlanmaz (Forget 1998).

5p° HPFH genotipine sahip heterozigotlarn degisken bir hemoglobin F orani
vardir. Bazi tasiyicilarda hemoglobin A2 orani ya biraz azalmis ya da bir ¢ok kiside
oldugu gibi normal diizeyin yaklagik yarisi civarinda Olgiilmiistiir. Hemoglobin
konsantrasyonu ise normaldir, ancak MCV ve MCH biraz azalabilir. MCH ortalamasi
HPFH-1’de 26 pg’dan HPFH-3’te 28 pg’a kadar degisiklik gdsterir. MCV, alt tipleri
arasinda oldugu gibi normalin alt sinirindan normal bir ortalamaya kadar bir varyasyonu
gosterir (Wood 2001). Kleihauer A testi yada akim sitometrisi, hemoglobin F’nin
pancellular dagilimin1 goésterir, fakat hiicreden hiicreye biraz farklilagsma goriilebilir.

Globin zincir sentez orani yaklasik olarak normaldir. Homozigotlar anemik degildir,
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aslinda hemoglobin F, hemoglobin A’dan daha fazla oksijen affinitesine sahip oldugu i¢in
hafif polisitemi olabilir. Baz1 homozigotlarda kirmizi hiicre endeksleri, artan RBC (red
blood cells, kirmiz1 kan hiicreleri, eritrositler), azalan MCV (mean corpuscular volume,
ortalama alyuvar hacmi) ve MCH (mean corpuscular hemoglobin, ortalama hemoglobin
miktar1)’li talasemi Ozelligindeki kirmizi hiicre dizinlerine benzerler. Diger bazi
homozigotlarda RBC {ist sinirlarda iken MCV ve MCH kendi normal degerlerinin altina
dogru azalir. Retikiilosit sayimi normaldir. Kan analizi hedef hiicrelerde anizositoz,
poikilocytosis, hafif hipokromi, hafif mikrositoz gosterebilir. Sferositlere benzeyen
hiicreler (muhtemelen diizensiz hiicreler) tarif edilmistir. Globin zincir sentezi, yaklasik
1,4-3,0 a:o olmayan [ talasemi indeksine benzer bir dengesizlik gosterir. Kleihauer A
testi hemoglobin F’nin kaginilmaz bir 6zelliginden dolay1 pancellular dagilim gdsterir
(Wood 2001, Bain 2006).

Hemoglobin Kenya heterezigotlar da delesyonel pancellular HPFH’nin bir
varyantini iiretirler. Bir 6 geni delesyona ugramis oldugundan hemoglobin A2 daha diisiik
bir oranda bulunur. Heterezigotlar hematolojik olarak normal veya hafif anemi
gosterebilir. Globin zincir sentezi ise dengelidir. B geni i¢in delesyonel HPFH yaklasik
%30 hemoglobin F’li ve yaklasik %70 hemoglobin S’li seklinde ¢ok hafif bir oraklasma
bozukluguna yol agar. Hemoglobin A2 diisiik, normal veya azalmis olabilir (Wood 1993).

2.3.2. Non-delesyonel HPFH

Non-delesyonel HPFH ©y ve “y genlerinin promotdr bolgesinde bir nokta
mutasyonu ile karakterize edilir (Cunha ve vd. 2012). Bununla birlikte, ayn1 zamanda Sy
ve “y genlerin fazla sentezlenmesinin oldugu heteroseliiler nondelesyonel HPFH’nin
daha az karakterize formlar1 da bulunmaktadir. Ciinkii y globin gen ekspresyonunun
kisitli deseninin nondelesyonel HPFH formlarinda Sy ve 4y genlerinin mutasyonlardan
etkilenen genin yakininda olmasinin muhtemel oldugu varsayilmistir (Forget 1998).

Non-delesyonel HPFH hastaliklarin heterojen grubunu olusturur. En sik goriilen
formu B globin gen kiimesinin diizenleyici dizileri iginde polimorfizm ile iliskilidir. %y
geninden -158 pozisyonunda C—T degisimi vardir ki bu Xmnl enzimi i¢in hiicre
boliinmesi alam1 olusturdugundan zaten tespit edilmistir. Burada kisa olsun diye, bu
mutasyonu gostermek igin -158 pozisyonunda %y C—T kullanilmis ve non-delesyonel

HPFH ye yol agan diger mutasyonlar i¢in benzer kisaltmalar kullanilmistir. Genellikle
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HPFH’ler kategorize olmasa da bir baska polimorfizmde hemoglobin F yiizdesini etkiler.
Bu durum B globin kiimesinin 2 LCR hiperduyarli alaninda 2(HS,) tekrar dizilerine
dayanmaktadir. Dizi (AT)xN12GT(AT)y olarak belirlenmistir ki burada x ve y bir dizinin
sekanslariin degisken sayilaridir. (AT)oN12GT(T)10 hemoglobin F’in artan sentezi ile
iligkilidir ve tekrarlanan dizilerinde en az sekiz farkli kombinasyonlar1 vardir. -158 de
hem (AT)oNi2GT(AT)i0o hem de C—T normal bireylerde F hiicrelerinin sayilarindaki
artis ile iliskilidir. Hemoglobin F’nin artan sentezi ile -158 Yy C—T birlikteligi sadece
(AT)oN12GT(AT)1o 1le iligkilidir. Ancak bu ¢esitli baglamlarda hemoglobin F artisinda -
158 Sy C—T ile baglantisin1 gdsteren diger calismalarin sayis1 nispeten azdir (Bain 2006).

Hemoglobin F konsantrasyonu, trans-etkili faktorleri kodlayan genler tarafindan
etkilenir. Bir F hiicresinin tiretimini etkileyen genler Xp22 ,6q23 ve 8q kromozomlarinda
yerlesmislerdir. Bunlar hem “y hem de “y globin zincirlerinin sentezi artirir ve Sy’y
HPFH’ye neden olmaktadirlar (Rochette ve vd. 1994, Bain 2006).

Non-polimorfik nondelesyonel HPFH B globin gen kiimesindeki ¢cogunlukla nokta
mutasyonlarindan, daha seyrek olarak kiiclik delesyon veya insersiyonlardan
kaynaklanmaktadir. HPFH o ve B globin genlerinin kendilerinden kaynaklanmamaktadir.
Sy ya day genlerinin 5° promotdr bolgelerinde nondelesyonel HPFH mutasyonu yiiksek
oranda korunmustur. Bu genlerin transkripsiyon baslatma alanlari olan -202(%y ve %), -
198(%y), -196(*y),-175(% ve %y), -161(%y), -158(%y), -117 ( 2y) ve -114(°y ve “y)
pozisyonlarinda mutasyonlar tanimlanmistir (Cizelge:2.2) (Stoming ve vd. 1989,
Rochette ve vd. 1994). Bu mutasyonlar promotore trans- aktif faktorler baglanmasini
degistirebilir. Bu tip nondelesyonel HPFH, Yy veya “y zincirinin sentezinin artmis olup
olmamasina gore kategorilendirilebilir. Sy zincir sentezlerinin artmasi sonucunda Sy
zincirinin iist mutasyonlarinda ve “y zincir sentezlerinin artmasi sonucunda da “y
zincirinin iist mutasyonlar1 da artar. Ilging bir sekilde genellikle bu genlerin 5’
pozisyonunda ayn1 mutasyon tipi tespit edilmistir (Bain 2006).

Mutasyonlar eritrosit-6zel transkripsiyon faktorlerine 6zgii olasi baglanma yerleri
olarak y promotdr bolgelerinde kiimelenmistir. Bu mutasyonlar ya inhibe edici
transkripsiyon faktorii i¢in affinite azalmasi, ya da bir pozitif diizenleyici faktorleri i¢in
affinite artis1 ile sonuglanan mutasyonlardir ki bu mutasyonlar protein yapisin
degistirmemektedirler. Mutasyonlar -202, -198, -196 ve -195 Spl faktdriiniin G+C zengin

alanina transkripsiyon faktorlerinin baglanmasini etkilemektedirler. -175 mutasyonlari in
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vitro OCT-I proteinin baglanmasinin engellerken GATA-I baglanma modelini
degistirmemektedir. CCAAT kutulari, GATA-1 ve eritrosit—0zgli protein genleri de
dahil, NF-E3 i¢in de baglanma yerleri arasinda yer almaktadir. Benzer sekilde, -117, -114
ve 13 bp delesyonu, CPL, CDP, GATA-1 ve NF-E3 de dahil olmak iizere ¢esitli
proteinlerin in vitro baglanma sablonlarinin degistirebildikleri gosterilmistir (Rochette ve

vd. 1994, Forget 1998).

Cizelge 2.2. Non-delesyonel HPFH promotdr bolge mutasyonlar: (Forget 1998)

Type and Racial Group Mutation in Globin Gene Percentage of Hb F in Heterozygotes
Pancellualar “y HPFH
Black . -202 (C=0) 15-25
Black “: 175(T-=0) 20-30
Sardinsan “ -175(T=0) 17-21
Japanese . -114(C=T) -4
Pancellular “y HPFH
Southem Italian My =196 (C=T) 12-16
Chinese Yy =196 (C=T) 14-21
Black Y. -175(T=C) 641
Cireek r 11T (G=A) 10-20
Sardinian . -117 (G—=A) 12-16
Black 4 -117(G=A) 11-16
Black Y -11410 -102 30-32
deleted
Pancellular ¢y HPFH
Chinese Unknown 20-25
Heterocellular “y HPFH
Black (Atlanta) Y1 -158 (C=T) 23-38
Japanese “ -114(C=T) 11-14
Heterocellular *y HPFH
Black Y. -202 (C=T) 1.6-39
British Ay -198 (T-0) 3.5-10
Brazilian M -105 (C=0) 45-7
Black (Georgia) ‘v -114(C=T) 26-6
Heterocellular “yy HPFH
Swiss Unknown 1-4
Black (Seattle) Normal y-gene 3-8
promoters

Normal bireylerde HbF diizeylerindeki kiiciik artislar ile karakterize baska
nondelesyonel HPFH formlar1 da bulunmaktadir. Ciinkii HbF F hiicreleri arasinda
diizensiz dagitilir. Bu form genellikle heteroseliiler HPFH ya da Isvigre modeli HPFH
olarak adlandirilmaktadir ki Isvigreli bir grup askerde HbF diizeylerinde kiigiik artiglar
oldugu saptanmistir. B globin gen kiimesi nondelesyonel HPFH tiirlerinde oldugu gibi
saglamdir ama etkilenen bireylerin y promotdrlerinde mutasyon bulunabilir. Heteroseliier
HPFH genetik olarak heterojen olabilir, bazi ailelerde HPFH [ gen kiimesi ile

iliskilendirilmemis olsa bile baz1 ailelerde, bu B kompleks alleli olarak davranir. X’e bagh
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kaliim, baz1 durumlarda ve digerlerinde otozomal kodominant olarak onerilmistir
(Rochette ve vd. 1994).

Nondelesyonel HPFH vakalarinda hemoglobin F sentezi artmistir, fakat o ve non-
a zincir sentezi azaltilarak dengelenmesine ragmen A ve A hemoglobin sentezi devam
etmektedir (Bain 2006).

Pancellular %y tip HPFH’ nin Afrika populasyonundaki deneklerde gdzlemlenen
Gy geninde -202 ve -175 lokalizasyonlarinda iki nokta mutasyonu saptanmistir.
Hemoglobin F Sy tiplerinin neredeyse tiimiinde sirasiyla %15-25 ve %17-30’unu
olusturmaktadir. ~ Heterezigot = kombinasyonlarda  hemoglobin ~ S’nin, HPFH
determinantlarinda cis B geninin ekspresyonu azaltilmis olsa da, ifade edilmeye devam
ettigi goriilmektedir. Bu mutasyonlarin ikincisi de aym1 zamanda Sardinyalilarda ve
Beyaz Ingiliz bireylerde goriilmiistiir. Diger Yy gen mutasyonlar1 ya heteroselliiler ya da
pancellular HPFH seklinde siyahilar, Japonlar ve Yugoslavyalilarda gzlenmistir (Bain
2006).

Pancellular Ay HPFH tipik -117 *y G—A tipi mutasyon igermektedir. Baslangicta
Yunanlilarda gézlenmistir, ancak daha sonra Sardinyalilar, Cin ve Afrika kokenlilerde de
goriildiigii belirlenmistir. Ozellikle *y tipi hemoglobin F yiizdesi genellikle %10-20
civarinda dl¢lilmiistiir. Globin zincir sentezi dengelidir ve bireylerde hi¢bir hematolojik
anormallik gozlenmemektedir. ki homozigotta yaklasik %75 hemoglobin A, %24
hemoglobin F ve 9%0.8 hemoglobin A2 6lciilmiis, bu da HPFH belirleyici cis 8 ve 8
genlerinin diisiik seviyede de olsa ifade edildiklerini géstermektedir. Ya pancellular veya
heterocellular HPFH seklinde tanimlanan diger “y promotér mutasyonlari, beyaz, siyah,
(Ingiliz, Avustralya, Italyan), Cin ve Brezilayali gibi farkli etnik kokene sahip
populasyonlarda tarif edilmistir. Bunlar genellikle nokta mutasyonlarin sonucunda
goriilse de bir mutasyon CCAAT kutusunda ve diger bir mutasyonda -115 den -111°¢
kadar olan bolgede -13 baz ¢ifti delesyonu seklinde tanimlanmistir (Forget 1998, Huang
ve vd. 2000).

2.4. HbF Varyantlan

Su ana kadar Sy ve “y globin zincirlerinin 79 tane varyanti tespit edilmistir. HbA

varyantlarina kiyasla gozlemlenmis HbF varyantlarinin oldukga diisiik sayist teknik
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nedenlerden kaynaklanmaktadir bunlar dogumda hemoglobinopatilere yonelik protein
artiklar1 ve toplanan kan miktarinin genelde az olmasi sayilabilir. Ayrica yasamin ilk
yilinda HbF sentezinin azalmasi ek bir siirlamay1 da temsil eder. Ayni1 nedenlerden
dolay1 2 diizeyinde karakterize edilmis HbF varyantlarinin sayis1 hemen hemen ihmal
edilmistir. Bu sorunlara ragmen, notr-notr amino asit yer degistirmelerinden dolayi ortaya
cikan HDbF varyantlarinin sayisi, elektroforetik ayrisma yontemlerinin benimsenmesi
nedeniyle oldukca yiikselmistir. Bununla birlikte, 6zellikleri degistirdigi rapor edilen
mutantlarin sayisinin géz ardi edilmemesi i¢in birka¢ y geni varyantlarinin fonksiyonel
caligmalara tabi tutulmasi da gerekmektedir (Manca ve vd. 2008).

Anormal HbF’ye yol agan mutasyonlar % ve “y genlerini etkiler, bu HbF
varyantlarinin ¢ogu nokta mutasyonlarindan kaynaklanir. Genel bir kural olarak dogum
esnasinda %y varyantinin oram 23-37% civarinda olmalidir. y varyantmin orani ise
kabaca 7.5-17% olmalidir. Bdylece yeni doganlarda toplam % :*y oran1 beklenen miktar
olan 70:30 oraninda ortaya ¢ikabilir. Yine de, mutasyona ugramis geni degerlendirirken
v-globin lokusuna 6zgii birka¢ hususun gdz éniinde bulundurulmasi gerekir. iki genin
sifreleme bdlgesi, kodon 136°da farklilik gosterdigi icin o diizeydeki bir yer degisimi, Sy
zincirini y zincirine doniistiirebilir. Iki lokusta gen déniisiimiinden dolay1 sik sik yeniden
birlesime maruz kalir ki anormal y- geni diizenlemelerine yol agan ¢aprazlamada gecis,
beklenenden oldukga farkli olarak mutasyona ugramis zincirler ile sonuglanabilir. Ay!
esgeninin frekans1 hemen hemen tiim etnik gruplarda yiiksektir ki boylece o lokustaki ek
mutasyonlar olagandis1 ¢ikmazlar. Anormal globin diizeyi oraninin belirlenmesi ve nihai
olarak protein zincirinin DNA analizi ile birlesmesi gerekir (Huisman 1997).

Globin Gen veri tabaninda listelenmis 79 varyanttan 45°i %y varyant;, 31°i Ay
varyanti olarak belirlenmis ve ii¢ tanesi de heniiz belirli bir y genine dahil edilememistir.
31 Ay varyantindan 7 tanesi*y" zincirinin varyant1 olup 1°i kisa homolog delesyon ve biri

de “y- B hibrid zincir mutasyonuna sahiptir ( Huisman 1997, Manca ve vd. 2008).
2.4.1. Gy zincir varyantlar
45 Yy varyantlarinin tiimii tek bir amino asit yer degisiminden kaynaklanmaktadur.

Mevcut Yy tipinden dort tanesinin beklenenden %35’ten daha diisiik oldugu dikkatlerden
kagmamalidir. HbF-M-Osaka (“y63 (E7) His—Tyr) ve M-Fort Ripley (%y92 (F8)
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His—Tyr) ikisi de fetal metHbs grubuna dahildirler ki bunlar diisiik O afinitesinde yeni
dogan siyanozuna neden olmaktadirlar (Molchanova ve vd. 1992, Prehu ve vd. 2003). Bu
yiizden bu anormal zincirler biiyiikk bir istikrarsizliktan kaynaklanir. Ug tanesinin
tanimlanmasinin yani sira, sonraki iki varyantin genlerinin genisletilmis ardisiklik analizi,
sadece protein diizeyindeki tanimlamanin genelde yeterli olmadigin1 kanitlamaktadir. Bu
varyantlar, “y’nin y’ya oraninin &neminin daha iyi anlasilmasi i¢in bir paradigmay1
temsil eder. Sy125(H3)Glu—Ala olarak listelenen HbF-Port Royal’in %14-15 Gy*
diizeyinde gergeklestigi rapor edilmesine ragmen, birkag varyantl bebegin detayli %y ve
Ay genlerinin dizi analizlerinin %y genlerinde hicbir mutasyonun mevcut olmadigin
gostermistir. *y geninde ise iki niikleotit degisiminin mevcut oldugunu gostermistir.
GAG—GCG, Glu—Ala yerdegisimine karsilik gelen kodon 125 ve GCA—GGA ,
Ala—Gly yerdegisiminden sorumlu kodon 136 degisime ugrar. Dolayisiyla, HbF-Port
Royal’m *y 125(H3)Glu—Ala;136(H19)Ala—Gly olarak dogru bir sekilde diisiiniilmesi
gerekir. DNA diizeyinde yapilan ¢aligmada, bir bebekte %16.2 diizeyinde mevcut olan
HbF-Marietta (5y80(EF4)Asp—Asn), “y geninde gergeklesen bir mutasyondan dolay:
kodon 136’da Ala—Gly yerdegisimi olarak da disiiniilebilir. Diger taraftan HbF-
Charlotte (“y 75(E19)lle—Thr;136(H14)Ala—Gly ya da * y' 136(H14)Ala—Gly)
toplam HbF nin %10’u diizeyinde ger¢eklesmistir (Plaseska vd. 1990). Ciinkii y ve Sy
zincirlerinin seviyeleri yaklagik olarak %28 ve %73 civarinda ¢ikmistir. y* zinciri, kodon
136 da GCA—GGA(Ala—Gly) degisimli “y-gen (“yT) mutantinin bir ara {iriinii olarak
dogru bir sekilde diisiinlilmiistiir. Bu durum her iki DNA dizilemesiyle teyit edilmistir.
Ayn1 varyant zinciri, ¢ok yiiksek v* (%32.4) diizeyine ragmen HbF-Sassari
(y75(E19)Ile—Thr) varyantma sahip Sardinyali yeni dogan bir bebekte gdzlenmistir.
Bebek ayn1 zamanda *y' zincirine gére heterezigottur ve %37.1 seviyesinde diisiik “y’ya
sahiptir. Kisa silire sonra siyahi bir bebek, ayn1 F-Sassari yapisina sahip olarak HbF-
Waynesboro varyantina sahip olarak gdzlenmistir (Gu vd. 1995). Sardinyali bebege
benzer bir sekilde, yeni dogmus ¢ocuklar y* zincirinin %29.2’sini, %y zincirinin %43 {inii,
Ayl ve AyT’nin beklenen miktarini gdstermislerdir. Ozetle mutasyona ugramis globin
zincirleri ayni1 yapiya sahip olmalarma ragmen “y genindeki bir mutasyondan dolayr HbF-
Charlotte diisiik bir %y zincir diizeyindedir. HbF-Sassari ve F-Waynesboro ise 9y geninin
75 pozisyonundaki bir mutasyondan kaynaklanmaktadir. HbF-Sassari ve F-

T

Waynesboro’lu bebeklerde, “y! zincirinin mevcudiyeti genotipinin yorumlanmasini
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onemli Olciide kolaylastirmistir. HbF-Sassari daha sonradan Yunanli bir bebekte de teshis
edilmis ve HbF-Lesvos olarak nitelendirilmistir. Dizileme, % geninin 75 pozisyonunda
mutasyonun ATA—ACA(Ile—Thr) oldugunu dogrulamistir (Papadakis ve vd. 1996,
Huisman 1997, Manca ve vd. 2008).

Laboratuarlarda bulunan diger Sy varyantlari ise F-Birlesik Arap Emirlikleri
(°y59(E3)Lys—Glu), HbF-Kolombiya-GA  (“y94(FG1)Asp—Asn), F-Karabya
(5y118(GH1)Phe—Leu) seklindedir. HbF-Emirlikler ilk olarak Birlesik Arap
Emirliklerinde bir bebekte, ve F-Columbus-GA ise Amerika Birlesik Devletlerinden
Georgia Eyaletinden birkag¢ beyaz bebekte tanimlanmistir (Manca ve vd. 2008).

2.4.2. Ay zincir varyantlar

31 tane “y varyantindan 22 tanesi tek nokta mutasyonlarindan kaynaklanmaktadir.
Geri kalan varyantlardan 7 tanesi “yT zincirinin, 1 tanesi “y-B hibrid zincirinin
varyantlaridir, diger 1 tanesi de kisa delesyondan kaynaklanmaktadir (Grifoni ve vd.
1975). En yaygin varyant, kendisine kan nakli yapilmamis B-Thal hastalikli Sardinyali
bir hastanin kaninda gozlemlenen “y" zinciridir. Bu varyant zinciri 75(E19) pozisyonunda
Ile—Thr yerdegisimi ile karakterize edilmis ve HbF Sardinya olarak adlandirilmistir
(Ricco ve vd. 1976). B-Thal’a yonelik olarak 32 homozigottan HbF’ nin 29’unda ayni
Ile—Thr yerdegisimi bulunmustur ve varyant, *y geninin esgeni olarak teshis edilmistir.
Ay-Sardinya allellik zinciri daha iyi bir sekilde *y" olarak teshis edilmis; normali ise Ay
olarak belirlenmistir. Farkli iilkelerde bebeklerdeki olusumu ile ilgili olarak tetkikler
yapilmistir. Varyant, diinyanin tiim niifuslarinda yaygindir. En yiiksek frekanslara
Akdeniz ¢evresindeki iilkelerde (yenidogan bebeklerin %30’u), Bat1 Avrupa, Hindistan
ve Japonya’da rastlanmaktadir. Diisiik frekanslar zencilerde, Avustralyali Aborjinlerde
ve Cinllerde goriilmektedir (Manca ve vd. 2008).

Masala ve vd. (1988) laboratuarda yaptiklari g¢aligmada, “y' homozigot
yenidoganda bu allellik zincirinin oranmin 29.3+2.4 olarak dlgmiislerdir. Bu oran Ay'
homozigotlarinkinden daha diisiik bulunmustur (%31.4+2.6). *y" heterezigotlarda ise
13.9£1.3 civarinda oSlgiilmiistiir ve bu oranin “y’ninkinden de daha diisiik oldugu
goriilmiistiir (15.8+1.4). Ayni1 zamanda kendilerine kan nakli yapilmamis B-Thal

hastalarin HbF diizeylerinde de “y" zincirinin diizeyi incelenmistir( Masala ve vd. 1988).
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B-Thal homozigotlarda B°39 CAG—TAG mutasyonu nedeniyle HbF’lerinin y-globin
kompozisyonunda haplotip iliskili farkliliklar gosterir. “yIVS2 de HindIIl merkezi igin
pozitif olan II, III ve X gibi haplotipler Ay" globini ile iliskilidir. I ve IX gibi diger
haplotipler ise “y' ile iliskilidir. HbF nin zenginlestirilmesinden sonra y zincirleri
farkliliklarinin diizeyleri ayn1 zamanda birtakim nakil yapilmis B-Thal’da incelenmistir.
Sonug agikca gostermistir ki azalan “y ifadesiyle iliskili olarak *y gen promoterinin -225
ile -222 deki (-AGCA) daha 6nceden saptanmis olan 4 bp delesyonu “yT geni ile
iliskilidir. Haplotip II {izerinde “y" geninin artan ifadesiyle 4 bp’nin giiclii bir iliskisini
gosteren Ay varyantina nazaran “y! zincir diizeyi %20 azaltilmistir. —AGCA
delesyonunun varlig1 PCR tarafindan yiikseltilen *y genlerinin Fnu 4HI sindirimi yoluyla
rahatlikla ve dogrudan tespit edilebilir. Aym1 “yT gen promoterlerinin -226 ile -223
pozisonunda meydana gelen diger 4 bp delesyonu (-AAGC) Cinli bir ailede
gbzlemlenmistir. Denekler %80 “y zincirinden daha fazlasim igeren %3-5 artan HbF
diizeyini gdstermistir. Bu da gostermistir ki -226 ile -223 delesyonu muhtemel artan “y
ifadesinden sorumludur. -223 bolgesindeki niikleotit, K562 ve Hela hiicrelerinden
niikleer ekstratlardaki DNaz1’e asir1 duyarlidir. Bu da gostermektedir ki bu bolgede
normal kromozomlardaki gen ekspresyonunun diizenleyicisinde bir sinirlama ya da
karsilikl1 ortaklik olarak is goren niikleer matriksli  globin gen kiimesinin iligki-baglanti
noktasint olusturabilir. Boylece bu gozlemler, yetiskinlerdeki fetal globin gen
ekspresyonu icin 6nemli olan promoter elementlerin en az -225’te yukar1 yone dogru
genisledigi hipotezini desteklemektedir (Manca ve vd. 2008).

Fetal genlerin ya da belirli bir genotipin (6rnegin HPFH determinant1) anormal
diizenlemelerine yonelik cis ya da transtaki “yT geninin varligi, diger globin gen
ifadelerinin daha 1yi anlagilmasina olanak saglayan yararl bir isaret olabilir. Yaygin bir
sekilde meydana gelis sikligindan dolay1 ek mutasyonlarin “yT geni iizerine yerlesmesi
sasirtict degildir. Halihazirda tammlanan HbF-Charlotte’nin yani sira, 6 tane y" varyanti
daha tespit edilmistir. Ug tanesi HbF-Xinjianing (*y"25(B7) Gly— Arg), HbF-Forest Park
(“y"73 (E17) Asp—Asn) ve HbF-Porto Torres (“y' 136 (H114) Ala—Ser), beklenen
%12-%14 miktarlarinda mevcuttur (Pirastru ve vd. 2004). Diger {i¢ii ise mutasyona
ugramis zincirin yliksek diizeyleri tarafindan karakterize edilmistir. HbF-Porto Torres’in,
tetramer IEF deki HbF Sardinya ile ayn1 hareketlilige sahiptir. Anormal globin zinciri ise
AUT-PAGE tarafindan normal %y ve Ay zincirleri tarafindan ayrilabilir. %y 68.4, *y 14.0,

25



*y 17.6 oranlarmn isaret eden RP-HPLC tarafindan globin zincirlerinin analiz edilmesi
sonucunda anormal zincirin kesinlikle “y globinin varyant: seklinde oldugunu
gostermektedir. y genlerinin dizilimleri, mutasyona ugramis genin aslinda iki niikleotit
yer degisimi mutasyonlarindan birisinin “y oldugunu ortaya cikaran kodon 75’te
ATA—ACA (Ile—Thr) oldugu, digerinin ise kodon 136’da GCA—TCA (Ala—Ser)
oldugu saptanmigtir(Chen ve vd. 1985, Hu ve vd. 1987).

Ayl zincirinin ii¢ varyant1 heterezigot yenidoganlarda %31-36 diizeylerinde
mevcuttur. Bunlar HbF-Yamaguchi (*y' 80 (EF4) Asp—Asn), HbF-Fukuyama (%y" 43
(CD2) Asp—Asn) ve HbF-Siena (“y' 121 (GH4) Glu—Lys) varyantlaridir. HbF-
Yamaguchili bir bebegin ayrintili gen haritalama analizi, % ve *yT genleri arasinda
yaklasik 5.1 kb DNA segmenti delesyonun varligini gostermistir. Faz geninde ortaya
c¢ikan sonuglar y-Thal igin “y™-hibrid geni oldugu tanimlanmistir. Béylece dogumda “y
seviyesinde bir “yT varyantin sentezlenmesi muhtemeldir ¢iinkii Sy geninin promoter
dizilimine sahiptir. Sonug olarak, bu bebegin y genlerinin oraganizasyonu -SAyT-/-Gy-Ay>-
olabilir. Benzer bir sekilde DNA diizeyinde ¢alisiilmamasina ragmen, HbF-Fukuyuma ve
HbF-Siena (%35) varyantlarinda mutasyona ugramis *y" zincirinin miktari, “*y™-hibrid

geninin kontrolii altindaymis gibi yorumlanabilir (Huisman 1997; Manca ve vd. 2008).

2.4.3. HbF’nin istikrarmmi ve fonksiyonel ozelliklerini etkileyen mutasyonlardan

kaynaklh varyantlar

HbF varyantlarinin molekiiler diizeydeki teshis ve tanimlama ile ilgili teknik
sorunlar aynt zamanda fonksiyonel 6zellikleri ile ilgili caligmalarini da etkiler. Ne yazik
ki, O2 seviyesinin dogum ¢alismalan diizeyinde, karakterize edilmis varyantlarin sayisi
hemen hemen ihmal edilmistir. o zincirleri diizeyindeki mutasyonlardan dolay:
mutasyona ugramis yetiskin HbS hastasinin ayni zamanda fetal bigimlerinin de goz
onlinde bulundurulmasi gerekmektedir. Bunun nedeni yaklasik olarak gebeligin ilk
ayimdan itibaren o zincirleri sentezinin zaten rahim i¢inde aktif olmasidir. Oyle ki normal
vy zincirleri ile etkilesimde olan mutant a zinciri, fetal hayat i¢in tahammiil edilemez hale
gelebilir. Annelerin kaninda mevcut yetiskin Hb Sassarisinde, fetal varyantin artan O2
afinitesi kismi olarak O2’nin anneden kana transferini geri alir. Molekiiln R durumunun

istikrarmi etkileyen kritik o126 Asp’nin yer degisiminden kaynaklanan fonksiyonel
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farkliliklarin molekiiler temeli, alo2 temasi diizeyinde azalan interaksiyondan
kaynaklandig: diisiiniilmektedir. Bir diger 6rnek, Kuzey Sardinyalilarda en yaygin olan
Hb j-Sardegna (050 (E58) His—Asp) varyantinin fetal ve yetiskin bigimleri ile tutarhdir.
Bu varyant sadece 2,3-BPG’nin O; afinitesini gostermektedir. Buna karsilik fetal formun
O; afinitesinin, 37°C’de gozlemlenmis olan 2,3-BPG’nin varliginda ya da yoklugunda,
20°C de normal HbF’ninki ile 6zdes oldugu bulunmustur (Corda ve vd. 2000, Manca ve
vd. 2008).

Bu gozlem, O> baglayicisinin termodinamiklerini degerlendirmede o1 arayiizii
ana hatlartyla ¢izilmistir. Bu iki 6rnek, anne kaninda ytiksek oksijen affinitesi Hb varyanti
varliginda HbF’nin farkli 6zelliklerinin telafi edici etki i¢in yogun ¢aba gosterdiklerini
isaret eden onceki gozlemleri desteklemektedir ve dol yatagi icinde ek bir avantaj olarak

degerlendirilmelidir.

2.4.4. Diger Varyantlar

HbF-Mauritus, kodon 23’te (GCT) ekzon i¢i delesyondan dolay1 sadece belirlenen
y zinciri varyantini temsil eder. Bu, hemolitik anemi ve siyanozla iligkili olan B zinciri
HbF-Freiburg varyantinin benzer delesyonuna sahiptir. Son olarak, Hb Kenya, kodon 80
() ve kodon 86 (P) arasindaki 22.5 kb delesyonundan tiireyen capraz bir gecis
sonucunda y zincirinden almmis 5’ sonlu ve B zincirinden 3’ sonlu bir “y-B hibritidir.
Uzerinde fazla ¢alistimamis siradist varyantli yenidogan bebeklerin y-globin sistemine
DNA metadolojisinin uygulanmas1 muhtemelen tek basina protein analizi ile karakterize

edilemeyen ek anormalliklerin delesyonu ile sonuglanacaktir (Manca ve vd. 2008).

2.5. HPFH ile Ilgili Yapilan Calismalar

Collins ve vd. (1985), bir Yunan HPFH allelinden beta-globin gen kiimesinin 40
kb bolgesini klonlamiglar ve analizler sonucunda A gama globin geninin 5°-UTR
bolgesinde lokalize olan 117 baz ¢iftinden olusan (G— A) nokta mutasyonu saptadiklarini

bildirmislerdir. Bu bolge distal CCAAT dizisinin hemen yukart bolgesinde

bulunmaktadir.
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Tate ve vd.(1986), y nondelesyonel HPFH i¢in homozigot olan Ingliz bireylerde
Sy ve “y genlerini klonlamislar ve kismen sekanslanmislardir. Sy geninin normal
oldugunu fakat *y geninin 5’-UTR bélgesine komsu olan -198 pozisyonunda tek bir baz
degisikliginin (T—C) var oldugu bulmuslardir.

Ottolenghi ve vd. (1988), Kuzey Sardunya’da Hemoglobinopatiler ile ilgili
yapilan bir arastirmada Sy HPFH yeni bir tiirii icin iki heterezigot denek belirlemislerdir.
Calisma sonucunda y-globin genlerinin 5°-UTR bdlgesinin 175 niikleotit yukarisinda T
—C baz degisimi varligin1 saptamislardir. Bu durumda mutasyonun aslinda ¢esitli
genlerin diger diizenleyici elemanlarida mevcut oldugu bilinen bir korunmus oktomer
dizisinin 3’ ucunu etkiledigi sonucuna varilmistir.

Martin ve vd. (1989), non-delesyonel HPFH ¢esidinde vy-geninin artan
ekspresyonunu dikkate almak igin, insan eritrolésemi hiicrelerinin niiklear proteinlerini
calismislardir. Eritro-spesifik faktorlerden birisi (GF-1) -195 ile -170 arasindaki bolgeye
tek bir molekiil olarak baglanmistir. Baglanma sonucunda bu molekiil iki tane olan
TATCT(AGATA) motifleriyle iliski kurmustur. Calismalar sonucunda arastiricilar,
HPFH geninin -175 bdlgesinde tek bir nokta mutasyonunun (T—C) sadece eritroid
hiicrelerinde promotor aktivitesini artirdigini gozlemlemislerdir.

Fucharoen ve vd. (1990) tarafindan tek bir Japon ailede iki farkli non-delesyonel
HPFH formlar1 ile c¢alismalar yapilmistir. Sy-HPFH fenotipi gdsteren bireylerin
genlerinin PCR karakterizasyonu sonucunda iki bireyin %y-globin geninin distal CCAAT
kutusu icinde -114 niikleotitinde C—T transisyonuna rastlamiglardir. Cesitli niiklear
oziitlerde jel retardasyon testleri kullanilarak yapilan analizlerde arastiricilar, gama globin
geninin CCAAT motifi distaline CCAAT baglanma faktorii olan CP1’in baglanmasini
engelleyen yeni bir mutasyonun varhigimi saptamiglardir. Ayrica arastiricilar bu
mutasyonun eritroid spesifik faktoriiniin baglayiciligi etkilemedigini dolayisiyla fetal
globin ekspresyonunun gelisimsel regiilasyonunda CP1’in olast roliine de isaret
etmislerdir.

Gottardi ve vd. (1990), sentetik oligoniikleotit analizi ile y globin gen
promotdrlerinin PCR ile kombinasyonu analizleri ile akraba olmayan iki italyan ailede
non-delesyonel “y HPFH geninde -196 C—T ve -117 G—A yerdegistirmesi heterezigot
tastyicilarin1 saptamuslardir. Bu ¢alisma sonucunda -196%y HPFH/beta talasemi icin

kombine heterezigot beta-talasemili defektin tanimlanmis olmasi globin zincirinin
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sentetik paterni iizerindeki gama promotdr mutasyonlarmnin etkisini ve -117
pozisyonundaki mutasyon ile karsilastirma yapilmasina imkan vermistir.

Indrak ve vd. (1991), yeni kesfedilen B°-talasemi i¢in heterezigot (38 ve 39
kodonlari; A—C) veya yeni tanimlanan non delesyonel HPFH’ye sahip (Gy geninin
5’Cap bélgesinde -100 niikleotitde A—C mutasyonuna sahip HPFH’li Isvigreli bir kisi)
ya da bu iki durum i¢in heterozigot bilesimine sahip bireylerde HbF nin bilesimini ve
seviyesini  ¢alismislardir. Calisma sonucunda HbF  dilizeyini, [°-talasemili
heterezigotlarda diisiik %y (~%28) degeri ve nispeten yiiksek Ay degerleri (%50) ile
ortalama ~%0.3, iki Isvicreli heterozigotlarda ~%95 “y degeri ile ortalama %0.8 ve
heterozigot bilesimine sahip bireylerde de ~%95 Sy degeri ile %3.1 seklinde
Olemiiglerdir. Gottardi ve vd. (1992), DGGE (denaturing gradient gel electrophoresis)
yontemini kullanarak y globin geninin 5’bolgelerindeki nokta mutasyonlarini saptayan
yeni ve hizli bir strateji gelistirdiklerini rapor etmislerdir. Calismalarin sonucunda daha
once nondelesyonel HPFH tasiyicisi oldugu saptanan bireylerde her iki y globin gen
promotorlerindeki farkli nokta mutasyonlarin saptanabildigini gostermislerdir. Bunun
icin arastiricilar 327 b¢ DNA bolgesini amplifiye etmisler ve DGGE yoOntemini
kullanmiglardir. Ay globin geninin -225 ve -222 pozisyonunda yer alan 4 bp delesyonun
incelenen Orneklerin ¢ogunda bulundugu ve kismi polimorfizm ozelligi gosterdigi
saptanmistir. Ayni genin 5’ bolgesine spesifik 681 bg’lik bolge analiz edildiginde bu
bolgenin kromozomun haplotipinin analizinde de kullanilabilecegi gdsterilmistir. Sonug
olarak arastiricilar, bu teknigin fizyolojik ve patolojik durumlarda yiiksek HbF ifadesi ile
iligkili dizi varyasyonlarinin ¢alismasinda yararli olabilecegini bildirmislerdir.

Craig ve vd. (1993) tarafindan yapilan ¢alismalarin sonucunda, fetal %y ve Ay
globin genlerinin dogrudan 5’ cap bolgesinde tek baz yer degistirmeleri non-delesyonel
HPFH ile iliskilendirilmistir. Daha &nce, Ingliz bireylerde HPFH ile iliskilendirilen
promoter mutasyonlarinin *y globin geni 5’-UTR bélgesinde -198 pozisyonunda gériilen
T ile C yerdegistirmesi oldugu bildirilmisti. Aym arastiricilar Sy HPFH ile
iliskilendirislmis bir Ingiliz ailede yaptiklari arastirmada ©y globin geninin -175
pozisyonunda T ile C yerdegisimi oldugunu bulmuslardir. Mutasyon ilk olarak hidrolink
jel elektroforezinden sonra heterodubleks formasyonu igin her iki % ve %y globin

genlerinin 5° bolgesininin amplifikasyonu sonucu incelenerek saptanmastir.
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Coleman ve vd. (1993), HPFH'nin her iki tipine sahip karakteristik bir aile ile
calismislardir. Proband 30 yasinda saglikli siyah bir kadindir. Analiz sonucunda kadinin
hemoglobin degerleri % 40.4 HbS, % 40.9 HbF, % 16.8 HbA ve % 1.9 HbA; olarak
saptanmigtir. Tiim hemolotik degerler normaldir ve kirmiz1 hiicrelerde HbF’nin dagilimi
da pancellular (dairesel, homojen) tiptedir. Aile c¢alismalari, probandin 11.
kromozomunun birisinde [B°-globin genine, homologunda ise PA-globin genine cis
konumda olan Sy “y(B*) HPFH genine sahiptir. Gen haritalama ¢alismalar1 Sy ile BA-
globin arasindaki bolgenin normal oldugunu gdstermistir. Halbu ki, “y ve %y promotorleri
PCR ile amplifiye edilip sekanslandiginda “y gen promotdriinde -175’te T—C mutasyonu
ve Yy promotériinde -158’de C—T varyasyonu tespit edilmistir. Her ne kadar bdyle
etkinin sebebi bilinmese de -158’de C—T varyasyonu indiiklenmis “y ve hemolizde
yiiksek HbF seviyeleri ile iliskilendirilmistir. Bu ¢alismanin sonucunda arastiricilar
varyasyonun, hemoliz yoklugunda ve cis -175 T—C varyasyonunun y-globin ifadesini
artirdigmi  diisiindiiklerini, dolayisiyla varyasyonun Sy “y(B") HPFH ile baglantili
olabilecegini onermislerdir.

Motum ve vd. (1993), gama-globin gen promotdrlerini i¢eren -198 T—C ve -175
T—C transisyonlarinin HPFH ile iligkili oldugunu gecici veya kararli transfeksiyon
sistemleri kullanilarak eritroid hiicrelerde promotor aktivitesini artirdigini bildirmislerdir.
Proksimal y-globin promotoriin diger bir varyasyonu olan -158 C—T tipi, HPFH fenotipi
ile baglants1 zay1f olmakla birlikte %y aktivitesinin artis ile iliskili oldugu gosterilmistir.
Aragtirimacilar bu ¢alismalarinda -198 T—C , -175 T—C ve -158 C—T mutasyonlarini
hem tek basma hem de c¢esitli kombinasyonlarla bir invitro deney ile
degerlendirilmislerdir. y-globin promotorleri K562 insan eritrolosemi hiicrelerine
elektroporasyon ile transfekte edilmistir ve aktivitesi bir insan biiylime hormonunun
raportdr gen deneyi ile dl¢lilmiistiir. Transfeksiyon etkinligini degerlendirmek icin yeni
bir kontransfectant kullanilmistir. Sonuglar, daha 6nce bildirilen -198 T—C , -175 T—C
HPFH mutasyonlar1 ile gama globin aktivitesinin yiikseltildigini ve bu iki varyasyonun
cis konumunda olmasi durumunda promotor aktivitesi tizerinde kooperatif etkiye sahip

oldugunu teyit etmistir. -158 C—T varyasyonunun tek bagina veya -198 T=C ve -175 T

—C varyasyonlari ile beraber herhangi bir etkisinin olmadig1 gériilmiistiir.
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Motum ve vd. (1994), yaptiklar1 calismalar sonucunda “y—HPFH ile iliskili -114
pozisyonunda C—G transversiyonuna sahip yeni bir mutasyon tanimlanmiglardir. Pissard
ve vd.(1996) tarafindan yapilan ¢alismada, su ana kadar goriilen en yiiksek HbF diizeyi
(%49’un iizerinde) ile yeni bir non-delesyonel HPFH iliskisini agiklamislardir. Sy
promotdrlerinin sekansi sonuglarinda 5°-UTR bolgesine -200 ve -203 bp arasinda yer alan
dort sitidin grubu igerisine bir sitidin bazinin eklendgini saptamiglardir. Bu insersiyon
ticlii sarmal yapisinin poliprimidin-polipurin bolgesi icinde yer almaktadir ve bu nedenle
hemoglobin dongii mekanizmasinda 6zellikle 6nemlidir.

Craig ve vd. (1994), HbF diizeyleri %5 ile %20 arasinda olan bireylerden 6rnekler
alarak calismalar yapmislardir. Karakterize edilmemis HPFH ve df talasemi hastalarinda
molekiiler tan1 ¢aligmalar igin, oligoniikleotid primerleri bilenen dokuz delesyon igin
tasarlanmistir. Bu delesyonlar, HPFH-1, HPFH-2, HPFH3, ispanya talasemi, Lepore,
Sicilyan (8f°) talasemi, Cin Sy(*y3p)° talasemi, Asya-Hint inversiyon-delesyon Sy(*y5f)°
talasemi ve Tiirk inversiyon-delesyon (5p°) talasemidir. Bu yaklasim kullanilark farkli
etnik kokenli 16 farkli aileden 23 bireyde o talasemi molekiiler temeli bulunmustur. Bu
gruptan 13 birey 13.4 kb Sicilyan delesyonu i¢in heterezigot, ikisi 100 kb Cin delesyonu
icin heterezigot, dordii Tiirk inversiyon-delesyonu icin heterezigot ve ii¢li de Asya-Hint
inversiyon delesyonu i¢in heterezigot bulunmustur. Vietnamli bir kisi tam olarak
molekiiler diizeyde tanimlanmis ve 12.6 kb Delesyon icin heterozigot oldugu
saptanmistir. Cin delesyon ve Tirk yeniden diizenlenmesi calismalar1 sonucunda
mutasyonlarin tek bir bolgeden ¢ikmis olma ihtimalini gdstermektedir. Bu calisma
sonucunda burada anlatilan ¢esitli delesyonlarin belirgin cografi kiimelemeyi sonucunu
destekledigi goriilmektedir.

Patrinos ve vd. (1997) yeni tiir non-delesyonel HPFH ile iliskili insan “y-globin
geninin Cap bolgesinde lokalize olmus -158 pozisyonunda bir C—T transisyon tipi
mutasyon saptadiklarini bildirmislerdir. Bu mutasyon fetal hemoglobin diizeyi 2,9-5,1%
diizeyinde olan ve normal hematolojik veriye sahip olan 3 eriskin bireyde saptanmustir.
Aragtiricilar, PCR amplifikasyonu ve DNA fragmanlarimi klonlanarak yaptiklari
sekanslama sonucunda ¢alisilan 3 vakanin ikisinde Ay-158C—T muatsyonunu
saptadiklarini bildirmislerdir.

Lui ve vd. (1999), Cin de HPFH’nin molekiiler patolojisini incelemek ve

nondelesyonel HPFH’ye neden olan nokta mutasyonlarini tanimlamak amaciyla, PCR-
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bazli CCM (chemical cleavage of mismatch) metodunu kullandiklar1 ¢aligmalarinda
CCM metodunun nondelesyonel HPFH mutasyonlarinin tespiti i¢in basit ve giivenilir bir
molekiiler tan1 yontemi oldugunu kanitlamistir.

Takashahi ve vd. (2003), brezilya tipi HPFH’ye neden olan ve “y-globin gen
promotdrlerinde *y-195 lokalizasyonunda C—G mutasyonunu igeren gende in vitro
ekspresyon c¢alismalart yapmiglardir. Promotér kuvetinde artisa neden olan bu
mutasyonun agiklamak ig¢in arastiricilar, mutant promotorii hipersensitif site-2 lokus
kontrol bolgesi ve lusiferaz raportor geni sistemi ile birlestirirerek analiz etmisler ve
elektroforetik mobilite degisim deneyiyle protein etkilesimlerini incelemislerdi. K562,
HEL ve 293 ad1 verilen ii¢ hiicre hattinda transient ekspresyon caligilmis ve tiim hiicre
hatlarinda Brezilya mutasyonunu iceren promotdr aktivitesinin artmasi saglanmistir.
DNA-protein etkilesimi ¢aligmalart SP1 protein igin afinite saglayan 4y-198 C—G
mutasyonunun aksine Brezilyan HPFH mutasyonu Sp1 proteini afinitesini azalttigin1 ve
bir CACCC motifi olarak gorev yapmadigini1 géstermistir. Bu sonuglar, bu mutasyonun
Ay-globin zincir iiretimini artirmak igin gorev yapabilecegini gdstermistir. Buna ek
olarak, bu artan iiretimin mekanizmasinin da -198 mutasyondan farkli oldugu
goriilmektedir.

Panyas1 ve vd. (2004) tarafindan, HPFH-6 delesyonu i¢in 273 akraba olmayan
HbF diizeyleri 24.6+4.4% arasinda olan Taylandli bireylerden alinan ornekler ile
calismislardir. DNA analizinde sonucunda 273 kisiden 148’inin (%54.2) Sy*y(5pB)°-
talasemi tipi mutasyonuna, 83’iiniin (%30.4) HPFH-6 delesyonuna ve 22’sinin (% 8.1)
Sy(Ay3B)’-talasemi tipi delesyon-inversiyon mutasyonuna sahip oldugu tespit edilmistir.

Tasiopoulou ve vd. (2007), Fetal hemoglobinin kalitsal kaliciliginda artmig fetal
hemoglobin seviyesi, %y ya da “y globin genlerinin her ikisinin promoter (baslatici)
bolgesinde ¢ok sayida tek baz yer degistirmesi ile iliskili oldugunu bildirmislerdir. Bu
calismada, “y-158 C—T baz degisimi mutasyonu icin pozitif ve yiiksek HbF iiretimine
sahip (sirasiyla %8.6 ve %10.2) akraba olmayan iki Yunan yetiskinde non-delesyonel
HPFH'ye dayali iki yeni model ropar edilmistir. Denaturating gradient gel electrophoresis
(DGGE) analizi ile y-globin geninin 5 ' promoter (baslatic1) boélgesinin dogrudan
sekanslanmasi ilk durumda bir 9y-196 C—T ve ikinci durumda bir y-201 C—T varligmi
meydana ¢ikarmistir. Bu mutasyonlar y- genlerinin yeniden etkinlestirilmesinde ve

eriskin donemdeki yiiksek ifadesinin nedeni gibi goriinmektedir
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Nadkarni ve vd. (2008), 55 akraba olmayan bireyden HbF diizeyleri 29.0 + 5.30
arasinda olan Ornekler iizerinde ¢alismiglardir. 55 bireyin 26’sinda (% 47.2) HPFH-3
(Hindistan delesyonu), 15 bireyde (% 27) Sy(*y5p)°-talasemi tipi delesyon-inversiyon, 5
bireyde (% 9) Viyetnam/Cin tipi (27 kb delesyon) mutasyonu belirlenmistir. Bu ¢alisma
ile HPFH determinantlarinin Hindistan’da yaygin oldugu vurgulamistir.

Chassanidis ve vd. (2009), vyaptiklari bu ¢alismada HBG2 gen promotoriinde
(HBG2:2.-109G—T) yer alan yeni bir non-delesyonel HPFH mutayonu bulmuslardir. Bu
mutasyon Yunan orijinli yetigkin bir bayanda bulunmus ve HBG2 3’ distalindeki CCAAT
kutusun lokalize oldugu ve HbF degerinin %4.1, Sy-globin zincir {iretimi énemli dlgiide
artmis (%79.2) oldugu tespit edilmistir.

Mereu ve vd. (2009), hemoglobinopatiler icin elektroforetik tarama sirasinda
Kuzey Sardinya bolgesi Sassari’de iki saglikli yenidoganda, y globin zinciri i¢in iki farkl
heterezigot mutasyon gozlemislerdir. iki anormallikten biri “y zincir varyantidir ve
tetrameri Hb F-Osilo [*y119(GH2)Gly—Ser] olarak adlandirilmistir. Digeri ise Afrika
kokenli Brezilyal: bebekte gozlenen Yy zincir varyanti dir ve Hb F-Paulinia
[“Y80(EF4)Asp—Tyr] olarak adlandirilmustir.

Liao ve vd. (2010), % globin geninde 479 pozisyonunda bir G—C baz degisimi
tipi mutasyon belirlemislerdir. Bu mutasyon 101 kodonu glutamik asitten glutamin amino
asidine degistirmektedir. Arastiricilar saptadiklart bu yeni mutasyonu Hb F-Zhejiang
[©y101(G3)Glu—Gln] olarak adlandirmislardir

Carrocini ve vd. (2011), Brezilya populasyonunda iki HPFH mutasyonu (HPFH-
1 ve HPFH-2), Afrikali ve iki &B-talasemi mutasyonunu, Sicilya ve Ispanya
mutasyonlarinin sikligint ¢alismislardir. Tiim bireyler normaldir ve anemiye sahip
degillerdir fakat HbF degerleri yliksektir. Molekiiler analizlerde, 60 kisiden 16’s1t HPFH
mutasyonlar1 i¢in heterezigot profil gostermis, 2 kisi HPFH-1 ve 14 kisi de HPFH-2
mutasyonu gostermislerdir. Ayrica 3 kisinin de Ispanyol 8B-talasemi olduklar1 fakat hig
kimsenin Sicilyan tip Op-talasemi olmadigi saptanmistir. HbF degerleri HPFH-2
heterezigotlarinda bu mutasyon i¢in onceden rapor edilenlerden farkli ¢ikmistir. Bu
grupta HPFH mutasyonlar1 6p talasemi mutasyonlarindan daha sik goriilmiistiir.

Cui ve vd. (2012), dort yenidogandan alinan numunelerde ii¢ yeni y globin zincir
mutasyonu tespit etmislerdir. Varyantlar amplifiye edilmis DNA’nin dizi analizleri

sonucu karakterize edilmistir. Bu ii¢ yeni mutasyon varyanti sirasiyla Hb F-Hayward
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[SYI(NA1)Gly—Asp, GGT—GAT], Hb  F-Chori-I [*yT16(A13)Gly—Asp,
GGC—GAC] ve Hb F-Chori-Il [*yI29(B11)Gly—Glu, GGA>GAA] olarak
adlandirilmistir.

Baer ve vd. (2012), HBG2:¢c.308G olarak adlandirimis olan yeni bir “y-globin
varyanti bulmuslar ve bunu HbF-Sarejova seklinde adlandirmislardir. Bu calisma
siyanozlu olarak dogan ve oksijen tedavisine alinan bir kiz c¢ocugunda
gerceklestirilmistir. Bu tipte cis *yT konumunda A ile C transversiyonu mevcuttur. Bu
durum diisiik oksijen afinitesine sebep olmaktadir. Bu mutasyon B-globinde Hb Kansas
[102 (G4) Asn — Thr, AAC—ACC] olarak tanimlanan mutasyona analogtur

Amato ve vd. (2013), HbA2 degerleri ve tiim hematolojik verileri normal iken
HbF degerleri % 5.9 ile % 6.5 arasinda olan {i¢ Italyan hastada iki yeni mutasyon
bulunmuslardir. y genin CCAAT kutusu distalinde, iki bireyde (anne ve ogulda) -197
C—T transisyon mutasyonu saptanirken bir bireyde -113 A—G transisyonunun mevcut
oldugu gosterilmistir.

Camaschella ve vd. (2014), HPFH’li Sardunyali ailelerde ile yapilan ¢alismada,
iki akraba olmayan hastada beklenmedik bir sekilde yiiksek HbF degeri (*y tiiriinde
%24’den daha ¢ok) tespit etmislerdir. Sentetik oligoniikleotit hibridizasyon ve *y gen
promotdrii selektif amplifikasyonu analizinde bu bireylerin -117%y G—A baz degisimi
mutasyonu i¢in homozigot olduklar1 bildirilmistir.

Gelinas ve vd. (2014), HPFH nin molekiiler temelini nondelesyonel “y-HPFH
formu icin heterezigot olan Cinli bir bireyde ¢alismiglardir. “y globin genlerinin her iki
allel molekiiler yontemlerle klonlanmis ve sekans analizi yapilmustir. “y genlerinden
birisinin promotorii -196 pozisyonunda C—T baz degisimi mutasyonu icerirken diger
allelinin promotoriiniin normal oldugu saptanmistir. -196 pozisyonunda bu mutasyon
ayrica akraba olmayan ve “y-HPFH fenotipili italya, Sardunya ve Cin’de yasayan
bireylerde tanimlanmustir.

Toma ve vd. (2014), siyah Afrikali1 30-40’11 yaslar arasinda HbF degerleri yiiksek
(%8,7-%21,8) olan 3 bireyden Ornekler alarak yaptiklar1 calismalarda iki yeni
nondelesyonel HPFH mutasyonu saptadiklarini, bu mutasyonlarin her iki HBG1 ve
HBG2 globin gen promotorlerinde c¢.-250 lokalizasyonunda C—T baz degisimi tipi

mutasyon oldugunu bildirmislerdir.
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Stoming ve vd. (2014), Ay promotdriiniin -175 pozisyonunda T—C mutasyonu
kesfettiklerini bildirmislerdir. Arastiricilar ayrica bu mutasyonun trans § genine sahip bir
siyahi heterezigotta HbA diizeyinin azalmasi ve HbF diizeyinin artmasi ile iligkili
oldugunu da bildirmislerdir. Ayn1 mutasyon siyahi bir heterozigotun % promotdriinde de
bulunmustur. Bu iki mutasyonun detayli incelemesi sonunda arastiricilar, Sy
promotdriiniin  -158 pozisyonunda ilave mutasyonlar neticesinde HbF ve HbA
seviyelerindeki farkliliklarin arttigini belirlemislerdir.

Mayuranathan ve vd. (2014), Hindistan’da akraba olmayan op- talasemi veya
HPFH’li 51 ailede yaptiklart arastirmalarda 6 farkli delesyon tespit ettiklerini
bildirmislerdir. Hindistan populasyonunda yapilan kapsamli analizlerde iki yeni HPFH
mutasyonlar1 olan 49.98kb (HPFH-9) ve 86.7 kb (HPFH-10) delesyonlar1 tespit
edilmistir.

Pirastru ve vd. (2014), elektroforetik ve kromatografik teknikleri kullanarak
sarthiga yakalanmig yeni dogan bir bebekte yeni bir fetal hemoglobin varyanti
gozlemislerdir. Hb varyantinin izopropanol stabilite testi ile stabil olmadig1 goriilmiistiir.
HBG2 gen sekanslanmasindan sonra kodon 64 kodonda G—A transversiyon tipi
mutasyon saptanmis ve bu degisikligin Gly—Asp degisimine neden oldugu
gosterilmistir. Arastiricilar bu yeni varyanta HbF-Turritana [“y64(E8)Gly— Asp,
HBG2:c.194G—A] ismini vermislerdir. Aspartik asit amino asitinin yapiya girmesinin
hacimsel ve negatif yiik degisimine neden olarak hem sterik konfigiirasyonu degistirdigi
ve dolayisiyla istikrarsizli§a neden oldugu sdylenebilir. Yeni anormal HBG2 geni Hb F-
Sardinia [*y (E19)lle—Thr, HBG1:¢c.227T—C] olarak karakterize edilen mutant HBG1
gen ile cis iligkili oldugu bulunmustur.

Francis ve vd. (2015) Pulsed-field jel elektroforezi ve Sfil enzimi kullanilarak
normal ve HPFH’li DNA’ya sahip B globin kiimesinin biiyiik ¢apl restriksiyon haritasini
olusturduklart ¢alismalarinda Amerikan siyahilerinde HPFH1 delesyonunun ve Ganali
siyahilerde HPFH2 delesyonlarinin gozlendigini, ve bu delesyonun 105 kb boyutunda

oldugunu saptamiglardir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Geregler

Bu calismada deney siiresi boyunca asagida adlar1 yazili cihazlar ile sarf

malzemeleri kullanilmustir.

3.1.1. Alet ve cihazlar

Kan sayim cihazi (Coulter AC.T 5diff AL)
Yiiksek Performansli Sivi Kromatografisi
Santrifiij (Hettich)

Mikro santrifiij (Hettich Mikro 20)

Etiiv (Heraeus)

Derin dondurucu (-20°C Argelik)

Thermal cycler (Applied Biosystems 9600)
Mikrodalga firin (Argelik MD 564)

Jel elektroforez cihazi (Thermo OWL A2)

A S A T e

—
=]

. Fotograf baglantili UV transliiminator (Vilber Lourmat)
. Su banyosu (Wisd)

Hassas terazi (Scout Pro SPU 6001)

. Vorteks (MS1 minshaker)

. Magnetik karistirict (Niive MK 390)

. Otomatik pipet (20, 100, 200 pl) (axygen)

. Orbital shaker (Gerhardt Laboshake)

N o T S S S S S
AN N A~ W =

3.1.2. Sarf malzemeler

1. Tris

2. Borik asit

3. Etidyum bromiir
4. Taq polimeraz
5. dNTP

6. Spermidin
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7. Agaroz

8. Bromfenol mavisi
9. Gene Amp Tiip
10. Whatman Kagidi

3.2. Ornek Toplama

Bu caligmada kullanilan 6rnekler GAP Eylem Plan1 kapsaminda GAP Bolge
Kalkinma Idaresi'nin GAP Kirsal Kalkinma Projelerini Destekleme Programi
cercevesinde yiiriitiilmiis ve sonuglandirilmis olan “Adiyaman ilinde Talasemi Sikliginin
Belirlenmesi ve Egitimi” adl1 proje i¢in toplanmis olan kanlar kullanilmistir. Bu ¢alisma,
Firat Universitesi, Girisimsel Olmayan Arastirmalar Etik Kurulunun 16.09.2014 tarih ve
06 nolu karar1 ile etik kurallara uygun olduguna karar verilmistir. Bu 6rneklerin HPLC
ve tam kan sayim sonuglarindan HbF diizeyleri saptanmis ve dolayisiyla HbF

diizeyi >%1.5 olan HPFH siiphesi tasiyan 6rnekler calismaya dahil edilmistir.

3.3. Yontemler
3.3.1. Hematolojik incelemeler

Hematolojik analizlerden Hemoglobin (Hb), Hematokrit (Hct), Eritrosit sayimi
(RBC), Ortalama Eritrosit Hacmi (MCV), Ortalama Eritrosit Hemoglobini (MCH) ve
Ortalama Eritrosit Hemoglobin Konsantrasyonu (MCHC) Coulter Counter cihazi ile

yapilmistir (Huisman ve vd. 1977).

3.3.2. Yiiksek performansh sivi kromatografisi (high performance liquid

chromatography)

Giivenilir, tekrarlanabilir ve hizli olan HPLC yontemi, hemoglobin molekiillerinin
ayristirtlmasi ve miktarlarinin belirlenmesi i¢in kullanilmaktadir ( Kutlar ve vd. 1984,
Kutlar ve vd. 1986, Ciiriik 2004). Hemoglobinlerin analizinde zayif iyon degistirici
kolonlar yaygin olarak kullanilmaktadir. Ayrica globin zincirlerinin ayristirilmasinda ve
miktarlarinin belirlenmesinde reverse faz kolonu kullanilarak analiz edilmektedir. Bu

islem globinlerin hidrofobik 6zelliklerinden yararlanilarak yapilmaktadir (Kutlar ve vd.
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1986, Ciiriik 2004). Yiiksek basingl sivi kromotografisinde analizlerin yapilmasina imkan
veren ve 6nemli olarak kabul edilen bazi1 pargalar ve gorevleri asagida 6zetlenmistir:

o ki adet pompa: Yiiksek basing saglar

* Gradient kontroldr: Iki farkl tamponun karisim oramini ve akis hizin1 kontrol eder

* Kolon: Basinca dayanmasi i¢in ¢elikten yapilmis bir boru igerisine degisik

kimyasal maddeler (anyon veya katyon degistirici) doldurulmustur.

* Enjektor: Sisteme numune tatbik etmek i¢in kullanilir.

* Dedektor: Kolonda ayristirilan fraksiyonlarin absorbsiyonunu 6lcer

* Recorder-integrator: Dedektorden gelen sinyalleri kaydeder ve her fraksiyonun

yiizde degerlerini hesaplar

¢ Tamponlar: Konsantrasyonlari farkli ama pH'lar1 ayni iki ¢6zelti kullanilir.

HPLC'de hemoglobin ve globin analizleri i¢in farkli kolon ve tamponlar kullanilir.
Ayristirilacak hemoglobinin 6zelligine gore zayif katyon veya anyon degistirici kolonlar
secilir (Geng 2005).

Acik sistemli klasik kolon kromotografisinde hareketli faz, durgun faz iginden diistik
basingla gecerken, HPLC’de hareketli faz ve kolon igine yiiksek basing ile
pompalanmaktadir. Durgun faz, hareketli faz ve 6rnek arasindaki etkilesimlerin tipine bagl
olarak, HPLC’de farkli ayristirma 6zellikleri kullanilabilir. (Huisman ve vd. 1977, Huisman
1987, Aksoy ve vd. 2006). HPLC’nin klasik kromtografik sistemlere gore istiinligii
asagidaki gibi 6zetlenebilir:

1. Duyarlilik

. Analiz siiresinin kisa olusu

. Tekrarlanabilirlik

2
3
4. Seciciliginin yiiksek olmasi
5. Uygulama kolaylig
6. Istenilen fraksiyonlarin saflastiriimasi
7. Mikrogram diizeyinde az drnekle ¢alisilmasi

Oldukga genis kullanim alanlarina sahip olan bu sistem, kimyasallar, ilaglar,
peptidler, hormonlar, niikleikasitler, proteinler, yiyecekler, amino asitler ve vitaminler
gibi konsantrasyonu diisiik kimyasallar1 ayristirabilme kabiliyetine sahiptir (Huisman ve
vd. 1977, Huisman 1987, Aksoy ve vd. 2006). Ayrica bu sistem asagida 6zetlenen birgok

Ozellige de sahiptir:
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1. Sabit akim hizi saglar, bu nedenle birikme zamanlari analizden analize degisim
gostermez.

2. Kompiiterize gradyan kontrollii ¢zelti kompozisyonunun tekrarlanabilirligini
saglar

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

4. Saptayicilar istenilen duyarliligi saglar.

3.3.3. Tam kandan DNA izolasyonu

DNA izolasyonu i¢in Axygen DNA izolasyon kiti kullanilmistir. Bu method, 6zel
bir hiicre olan lizis ve hem/protein ¢okelme tampon maddesi (tampon madde AP1)‘nin
genomik DNA’nin se¢ici emmesiyle birlikte pihtilasmast dnlenmis biitiin kanin 6zel bir
AxpPrep kolonuna etkili salinimina dayalidir. Aritilmis genomik DNA, yiiksek molekiiler
DNA agirhigimi sonraki niikleaz ayrismasina karsi korumaya yardim eden ve DNA
¢Oziiniirliglinii artiran 0.5mm EDTA iceren diisiik tuz igerikli Tris tampon maddesi
icerisinde ayrigtirilir. Kan genomik DNA’s1 6nceden kirmizi kan hiicrelerinin (RBCs)
cikarilmasma gerek duyulmadan, tim kanin bilesleni olan beyaz kan hiicrelerinden
(WBC) dogrudan dogruya izole edilmistir. Bu aygit DNA’y1 kurumus kandan ¢ikarmak
icin de kullanilabilir. Viriissel DNA, viriissel RNA ve mitokondrial DNA genomik DNA
ile birlikte bu iglemle aritilir. Tampon madde AP1 kan hiicrelerinde mevcut olan viriis ve
herhangi bakteriyi etkili bir sekilde yok eder, boylelikle bu bulasici etmenlerin olasi

riskini azaltir.

3.3.3.1.Ayrraclar

e Buffer AP1: Hiicre lizis tamponudur. oda sicakliginda bekletilir.

e Buffer AP2: protein tiiketen tamponudur. Oda sicakliginda bekletilir.

e Buffer W1A konsantrasyonu: yikama tamponudur. Oda sicakliginda bekletilir.
Icerisine 17ml etanol eklenir

e Buffer W2 konsantrasyonu: tuz gideren tampondur. Igerisine 56ml etanol
eklenip oda sicakliginda bekletilir.

e Buffer TE: eliisyon tamponudur. Oda sicakliginda bekletilir.
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3.3.3.2. Yontem

Eppendorf tiipe 500 ul buffer AP1 eklenip, iizerine 200 pl tam kan eklenmis ve
10 sn. yliksek hizda vortex edilmistir. Daha sonra, buffer AP2 eklenip 10 sn. yiiksek hizda
vortex edilmistir. 12000 g'de 10 dk. santrifiij edilip, baska bir filtre tiipiline siipernatant
aktarilip pellet atilmistir. Daha sonra, tekrar 12000 g'de 1 dk. santrifiij edilmistir. Islem
sonunda, tiipte kalan sivi atilmistir (bu islem her soliisyon eklenmesinden sonra
tekrarlanmistir). Ardindan, 700 pl buffer W1A eklenip oda sicakliginda 2 dk. birakilmis
ve 12000 g'de 1 dk. santriflij edilmistir. Santrifiijden sonra, 800 pl buffer W2 eklenip
12000 g'de 1 dk. santrifiij edilmistir. Santrifiijden sonra, tekrar 500 pul buffer W2 eklenip
12000 g'de 1 dk. santrifiij edilmistir. Bu islemin sonunda, soliisyon eklemeden 12000 g'de
1 dk. santrifiij edilmistir. En son, 200 pl buffer TE eklenip oda sicakliginda 1 dk.
bekletilmis ve 12000 g'de 1 dk. santrifiij edilmistir. Boylece kandan, DNA izole

edilmistir.

3.3.4. Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)

PCR, herhangi bir organizmaya ait genomik DNA’daki 06zgiil bdlgelerin
cogaltilmasin1 (amplifikasyonunu) saglayan basit in vitro DNA sentezi yontemidir.
Polimeraz zincir reaksiyonu Kary Mullis tarafindan 1985’te bulunmustur. PCR, ilk defa
ayni yil Saiki, Mullis ve arkadaslari tarafindan orak hiicre anemisi tanisinin ortaya
konulmasinda kullanilmistir (Saiki ve vd. 1988, Atalay ve vd. 1993).

PCR, farkli sicakliklardaki ii¢ olayin dongiiler halinde tekrarina dayanir. PCR ile
DNA pargalar1 ¢ogaltilabilir ve ¢ok kii¢iik drneklerden incelemek igin yeterli 6rnekler
elde edilebilir.

PCR i¢in gerekli olan materyaller;

1. Kalip DNA (genomik DNA)

2. iki tane tek iplikli sentetik DNA oligoniikleotidi (primerler), PCR yapilmak

istenen gen dizisini belirler.

3. Deoksiriboniikleotid trifosfat (INTPs), DNA sarmalinin sentezi i¢in dATP,

dTTP, dGTP, dCTP (hepsi dNTPs) olarak adlandirilan dort farkl

deoksintikleotid trifosfata gereksinim vardir.
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4. DNA polimeraz (Tag DNA pol.), tek zincirli DNA dizisinin saptanmasinda
tercih edilir. Sicaga dayanikli oldugu i¢in yaygin kullanilan enzim tiirtidiir.

5. Mg"" iyonu, primer baglanmasi, kalip DNA ve PCR iiriinlerindeki ¢ift sarmal
yapinin ayrilma 1s1s1, primer-dimer yapisi ve enzim aktivitesi iizerine etkisi
bulunmaktadir (Ozkinay 2014).

Polimeraz zincir reaksiyonu ii¢ asamada gerceklesir:

1. Denatiirasyon: 94°C (201.2 F), cift iplikli DNA’larin ayrilmasi

2. Primer baglanmasi: 54°C (129.2F), primerlerin kalip DNA’ya baglanmasi

3. Zincir uzamasi: 72°C (161.6 F), Taq polimerazin DNA zincirini sentezlemesi

Bu ii¢ asamanin hepsi bir dongii olarak adlandirilmaktadir. Bu {i¢ asama daha

sonra bir¢ok kez tekrar edilmekte ve her tekrarda {iriin yaklagik iki kat1 kadar artmaktadir.

Bu ¢alismada HbF degeri % 1.5 ve iistiinde olan toplam 62 bireyin DNA’lar1 izole

edilmistir. Bu bireylerde HPFH’ye neden olan %y ve %y globin genlerinin delesyonel ve

non delesyonel mutasyonlari ¢alisilmistir.

3.3.4.1.Delesyonel globin gen mutasyonlarim1 saptamak icin yapilan amplifikasyon

islemleri ve kullanilan primerler

DNA’nin belli bir bélgesinin bir¢ok kez replikasyona ugratilarak ¢ogaltilmasi
olarak tanimlanan amplifikasyon isleminde asagidaki ayiraclar kullanilmaktadir:

1. 10x Buffer (NH4)2SO4)

2.25 mM MgClx

3.2 mM dNTPs

4. Taq polimeraz

5. 25 pM Primer

Bu ¢alismada, Ay ve %y globin genlerinin HPFH’ye neden olan Chinese Sy(“y &f)
tip non-delesyonel mutasyonlarin1 saptamak i¢in primerler kullanilmistir. Craig vd.
(1994)’nin yapmis oldugu ¢alismaya gore G1, G2 ve G3 nolu 3 primer dizayn edilerek,

her birey i¢in normal ve mutant primerleri kullanilmistir (Cizelge 3.1).
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Cizelge 3.1. *y ve Yy genlerinin Chinese Sy(“y 8pB) tip delesyonel mutasyonlarinin
saptanmasi i¢in amplifikasyon islemi sirasinda kullanilan primerler

Gen
Primerler Baz dizisi (5'-3") Koordinatlari
Gl 5’-GGCATATATTGGCTCAGTCA-3’ 40286-40305
G2 5’-CTTGCAGAATAAAGCCTATC-3’ 40966-40947
G3 5’-TCAACAATTATCAACATTACACC-3’ N/A

3.3.4.2. Non-delesyonel globin gen mutasyonlarimm saptamak icin yapilan

amplifikasyon islemleri ve kullanilan primerler

DNA’nin belli bir bolgesinin bircok kez replikasyona ugratilarak ¢ogaltilmasi
olarak tanimlanan amplifikasyon isleminde asagidaki ayiraglar kullanilmaktadir:

1. 10x Buffer ((NH4)2SO4)

2. 25 mM MgCl,

3.2 mM dNTPs

4. Taq polimeraz

5. 25 pM Primer

Bu ¢alismada, *y ve %y genlerinin sirasiyla 680 ve 666 b¢ uzunlugunda olan ve
olas1 mutasyonlar1 igeren bolgelerin amplifikasyonu yapilmistir. Bunun i¢in her gen
bolgesi icin ileri (F, forward) ve geri (R, reverse) primerler dizayn edilerek kullanilmistir
(Cizelge 3.2.). Amplifikasyon gergeklestirildikten sonra amplifikasyon iirtinii DNA’larin

hizmet alim1 yoluyla sekans analizi yapilmistir.

Cizelge 3.2. “y ve Sy genlerinin nondelesyonel mutasyonlarmin saptanmasi icin
amplifikasyon iglemi sirasinda kullanilan primerler

PCR iirilinii
Gen Primer Baz dizisi (5'-3")

(be)
GAMA-1 5-AGIF | 5-TCTATTACTGCGCTGAAACTGTG-3' 0
A-GAMA 3-AGIR | 5-GTCTGGACTAGGAGCTTATTGAT-3'
GAMA-2 5-GGIF | 5-“AACTGTTGCTTTATAGGATTTTTCA-3'

666
G-GAMA 3-GGIR | 5-GTCTGGACTAGGAGCTTATTGAT-3'

42



3.3.4.3. Yontem

3.3.4.3.1. Delesyonel HPFH yontemi

Bu calismada “y ve Sy globin genlerinde tiim bireyler icin Chinese Sy(“y &B)
delesyonel mutasyon tipi calisilmistir. Bunun icin PCR kosullar1 ve kullanilan
kimyasallar asagidaki gibi hesaplanmistir (Craig ve vd. 1994) (Cizelge 3.3 ve Cizelge
3.4). PCR 35 dongii olarak gerceklestirilmistir. Her bireyin DNA’s1 iki farkli tiipe
paylastirilmistir. Delesyonun olmadigi normal geni saptamak i¢in tiiplerden birisine G1
ve G2 primerlerini, delesyonun varligmmi saptamak icin ise diger tiipe G1 ve G3
primerlerini ilave ederek amplifikasyon gergeklestirilmistir. Delesyon varliginda G2
primerinin baglanma noktas1 kaybolacak fakat yaklasik 100 kb uzaklikta bulunan G3
primerinin baglanmasi sonucunda G1 ve G3 arasinda kalan 508 b¢ uzunlugunda bir bolge
amplifiye olacaktir. Bu durumda yaklasik 100 kb biiyilikliiglinde bir delesyonun var

oldugu anlasilmaktadir.

Cizelge 3.3. Delesyonel caligmalarda bir Ornek i¢in amplifikasyonda kullanilan
kimyasallar.

10X Buffer (NH4)2SO4) 2,5 uL
25mM MgCl2 2,5

2 mM dNTPs 2,5 uL
Taq polimeraz 0,5 uL
5’Forward primer 1 ulL
3’Reverse primer 1 uL
Genomik DNA SuL
Steril distile su 10 pL
Toplam hacim 25 uL

Cizelge 3.4. Chinese %y(*y 6B) tip delesyonel HPFH igin PCR programi ve MgCl,
miktarlar

PCR Déngiisii

Denatiiration Annealing Extention
Delesyon Primerler | PCRiiriinii(bp) | MgCl, Sicaklik | Siire | Sicaklik | Siire | Sicaklik | Siire
(mmol/L) | (:C) (min) | (*C) (min) | (*C) (min)
Chinese G1-G3 508(mutant) 2.5 94 1 58 1 72 2
Sy(Ay 3B) G1-G2 | 682(normal)
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3.3.4.3.2. Nondelesyonel HPFH yontemi

Bu c¢alismada %y ve “y globin genlerinin HPFH’ye neden olan non-delesyonel
mutasyonlarini saptamak i¢in gerekli PCR sartlari, kimyasallar ve miktarlar1 Craig ve
vd.(1993)’nin yapmis oldugu ¢alismadaki yontemlere gore mindr degisiklikler ile birlikte
ayarlanmigtir (Cizelge 3.5.)

Cizelge 3.5. Non delesyonel ¢aligmalarda her bir 6rnek i¢in amplifikasyonda kullanilan

kimyasallar
10X Buffer (NH4)2SO4) 2,5 uL
25mM MgCl2 2,5uL
2 mM dNTPs 2,5 uL
Taq polimeraz 0,5 uL
5’Forward primer 1 ulL
3’Reverse primer 1 ulL
Genomik DNA 5ulL
Steril distile su 10 uL
Toplam hacim 25 pL

PCR protokoliiniin 1s1 ve siireleri 9y ve “y globin genlerinin optimize olmas igin
annealing sicakliklar1 farkli verilmistir (Craig ve vd. 1993). PCR protokolii ile bir 6n
calisma yaptigimizda Sy globin genini en iyi optimize eden annealing sicaklig1 57°C iken,

Ay globin geninin annealing sicaklig1 63°C olarak bulunmustur (Cizelge 3.6. ve Cizelge

3.7).

Cizelge 3.6. %y geninin PCR protokolii.

95°C 5dk

95°C 1dk 30 dongii
57°C 1dk

72°C 2dk

72°C 10dk
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Cizelge 3.7. y geninin PCR protokolii

95°C 5dk

95°C 1dk 30 dongii
63°C 1dk

72°C 2dk

72°C 10dk

3.3.5. Agaroz jel elektroforezi

Agaroz jel elektroforezi; izole edilmis DNA molekiiliiniin tanimlanmasi ve
saflagtirilmast icin kullanilan standart bir yontemdir. Agaroz jelde DNA molekiilleri
icerdikleri niikleotid sayisinin logaritmasi ile ters orantili olarak anoda dogru go¢ ederler,

bu go¢ hizi jele es zamanli uygulanan kontrol DNA ile birlikte degerlendirilir.

3.3.5.1. Cozeltiler

1) 5xTris Borat EDTA (TBE) Tamponu pH 8.0:
Tris baz 540¢g
Borik asit 275¢g
EDTA [0.5 M, pH:8.0] 20 mL
Bir miktar saf suda ¢ozilinerek 1 L’ye tamamlanir.
2) Elektroforez i¢in 0.5X TBE Tamponu:
5xTBE’den 10 mL alinarak saf su ile 200 mL’ye tamamlanir.
3) %2’lik Agaroz jel:
2 g Agaroz 100 mL 0.5xTBE tamponu igerisinde mikrodalga firinda eritilir. Hafif
soguyunca jel kaplarina dokdiliir.

4) Yiikleme tamponu

Brom fenol Mavisi %0.05
Gliserol %10
Ficoll %15

0.5xTBE tamponu ile 100 mL’ye tamamlanir.
5) Etidyum Bromiir ¢6zeltisi:
Etidyum Bromiir 5 pg/uL olacak sekilde saf suda ¢oziilerek hazirlanir.
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3.3.5.2. Yontem

0.5xTBE tamponu i¢inde mikrodalga firinda ¢oziilen %2'lik NuSieve-Agaroz jel
elektroforez kaplar1 igine dokiiliir. Soguduktan sonra 0.5xTBE tamponuyla dolu
elektroforez tanki ig¢ine yerlestirilir. Jel i¢indeki tarak c¢ikarilip aplikasyon kuycukulari
tampon ile doldurulur. Amplifiye 6rnekten 5 pL ile ylikleme tamponu karistirilarak
kuycukulara aplike edilir. Bu jel 150 voltta 60 dakika yiiriitiiliip elektroforez sonrasi jel,
etidyum bromiir ile 20 saniye boyanir ve saf suda yarim saat bekletilerek boya
atiklarindan temizlenir. UV 15181 altinda DNA fragmanlarinin fotografi ¢ekilerek

degerlendirilir.

3.3.6. DNA dizi analizi

DNA dizi analizi, DNA birincil yapilarimin ve niikleotit baz dizilerinin
belirlenmesinde kullanilan yontemdir. DNA’nin niikleotit dizilerinin saptanmasi
anlamina gelir.

Ilk DNA dizi analiz ¢alismalar1 1960°l1 yillarin basinda 75-80 niikleotitlik
tRNA’larla baglanmistir. Niikleotit dizilerinin belirlenmesinde iki temel teknik kullanilir.

-Sanger dideoksi yontemi

-Maxam-Gillbert kimyasal degredasyon yontemi

DNA dizi analizinde en sik Sanger’in dideoksi terminasyon reaksiyonu prensibine
dayal1 yontemler kullanilmaktadir. Tehlikeli kimyasallardan uzak ve daha hizli bir yontem
oldugu i¢in Sanger yontemi tercih edilir. Bu yontemde dizisi saptanacak olan DNA ipligi
yeni sentezlenecek iplik i¢in kalip olarak kullanilir. DNA sentezini saglamak i¢in Klenov,
Taq DNA polimeraz, ters transkriptaz ya da sekuenaz enzimlerinden birisi kullanilabilir.
Yontemin temeli DNA polimerazin, dort gesit deoksiniikleozit trifosfatin yani sira
deoksiribozun 3'-OH grubu tasimayan dideoksiniikleotid trifosfat (ddNTP)’lar1 da substrat
olarak kullanabilmesine dayanir. Polimerizasyon islemi sirasinda, son baglanan niikleotidin
3’-OH wucuna yeni bir niikleotid baglanarak zincir uzamaktadir. Dideoksi terminasyon
metodunda kullanilan sentetik oligoniikleotidlerin yapisinda yer alan deoksiribozun 3.
karbonunda OH yerine H bulunmaktadir. Sentez sirasinda yapiya dNTP eklendigi zaman

sentez devam etmekte ama zincire bir ddNTP eklenmesi durumunda zincir uzamasi
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sonlanmaktadir. Bu nedenle zincir sonlandirma metodu (dideoksi terminasyon reaksiyonu)
olarak da adlandirilir (Sanger ve vd. 1977, Klug ve vd. 2000, Geng 2005) (Sekil 3.1 ve 3.2)

Gegmiste radyoaktif madde *°S, **P yada ?P ile isaretleme islemi yapilirken giiniimiizde
ddNTP’lerin her biri farkli floresans maddelerle isaretlenmektedir. Otomatik DNA dizi analizi
cihazlarinda kapiller elektroforez teknigi kullanilarak kisa siire i¢inde sekanslama islemi
yapilmaktadir. Bu cihazlarda elektroforez esnasinda lazer okuyucu ile renkli floresans isaretli
DNA fragmantlar1 uzunluklarma gore ayrilmakta ve bilgisayar programi ile
degerlendirilmektedir (Geng 2005).

=¥ X4

Parca
uzunlugu Dideoxy- ile sonlanma
30 =3 GACGCTGCGA
29 ool GACGCTGCG
28 -} GACGCTGC
27 — GACGCTG
26 — GACGCT
25 ==a GACGC
24 — GACG
23 = GAC Bu diziler DNA
22 = GA kalip zincirinin
tamamiayicisidir
21 = G
5
s’y o Bilinmeyen dizilere {(mavi) sahip
I tek iplikli DNA kalip olarak kullamilir
A
(1] ? + DNA polimeraz
é + dATP, dCTP, dTTP ve dGTP
-A T
S s ? "Radyoaktif_ igaretli primer
g A
Reaksiyon karl_slrmnln hazirlanmasi
P
+ddATP +ddCTP +ddTTP +ddGTP
2]
ﬂ,/\_ = = 4
: | Jel elektroforezi
.‘fnﬂ‘? . ‘sonrast L34
/y Senes + otoradyografi
y o
o S5
S 3 Uzun 2553
G fragmentier ® & © ©
P = 3 ;
c —_— T
T= . —i Yeni ipligin ve kalibin
TE 3 E:::’:z“,'h?b -— sekanlarlm? dizisini 2
8 o — — | okuma G belirleme C 4]
¢ & — - =3I
AT isa —
AT fragmentlerlL __ — | g g
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Sekil 3.1. Dizi analizinde kullanilan Sanger yontemi
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Sekil 3.2. DNA dizi analizi 6rnegi

Bu c¢alismada amplifikasyon goriintiileri iyi olan 6rneklerin DNA dizi analizi
hizmet alimi yoluyla otomatik DNA dizi analizi Sanger’in enzimatik DNA sentezine
dayanan zincir sonlanma yontemi kullanilarak yapilmistir.

Otomatik DNA dizi analiz cihazlar1 basit olarak sabit bilgisayarda yiikli
programlar ile bu programlarin yonettigi elektroforez sistemini igerir. Elektroforetik
tinitelerde bulunan lazer 151k kaynagi ile monokromatik bir 151k olusturulur. S6z konusu
DNA’nin bulundugu jelmatriks bu monokromatik 1s1k ile taranir. Elektroforez siiresince
DNA'’ya baglanan floresan boya 1sik ile taranan bolgeye geldiginde uyarilir. Uyarilan
boya kendi i¢in karakteristik olan dalga boyunda 15181 geri yansitir. Yansiyan bu 1s1k
demeti bir dedektor tarafindan kaydedilir. Kaydedilen veriler bilgisayar programlar ile
degerlendirilerek sonuglar grafiksel ya da matematiksel olarak bilgisayar ekranina
aktarilir. DNA dizi analizi cihazlarinda 6 bazdan 1000 baza kadar giivenli okuma
yapilabilmektedir.

Istatistiksel analiz SPSS paket program ile (version 16.0, SPSS Inc., Chicago, IL)
gerceklestirilmistir.

Sekans analizleri sonucunda bu g¢alismada saptanan genetik degisimler gen
bankas1 kayitlarinda daha 6nce saptanmis %y ve Ay geninin dizileri ile karsilagtirilmistir

(GenBank: GU324926 ve GU324925) (Sekil 3.3).
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FETWOEDS -
SCURCE Homo sapiens (human)

CREANTSM

iens Articles about the HEG2 gene =

Eukaryota; Metazoa; Chordata; Craniata Eureleostomi;

Pharmacological ndiscbon of Human relal Glﬂbm

- Futheris; Fuarchontoglites: : Haplorrhini;
Geng in Hydxyuwrea-Resist |
Catarrhini; Hominidae; Homo. Hyd
BEFERENCE I (bades 1 to T Poéymorghic variations u'ﬂu&ﬂcﬂgfei
ITTECRS  Risder,M.J., Sercuesi,C., Stamaway,T.3., Johnsen, IO, hemoglobin levels: as [Biood Cell
Sernstml K.y Saegelpli Ly dn Poeke, 5. ) ciivation of HOAC or HDALZ induces gamma
wal Mickerson. 0.8, SR lbin expression without 2 [Am J Hematol 2015]
TITLE  Direct Submission e e
TOTTATIT Sl mead (92 WA A0AG1 Sreome Sodamans Sne all
gene v Feature 1of1 GLI24926 - 1 segment GenBak Help ¥
lﬁﬂa A | | Tiemani vargula - Biyilk-kigik harfe duyark L eslesmeden L eslesme  S2yfamin sonuna gelind:, bagtan devam edild X

Nucleotide Nucleotide =
Advanced Help
GenBank ~ Send - =
Change region shown -
Homo sapiens hemoglobin, gamma A (HBG1) gene, complete cds o
Customize view =]

GenBank: GU324925 1

= Analyze this sequence
Soto v Run BLAST

TOCUS GU324925 15430 bp DR linesr ERI 10-2UG-2019 Pick Primers

DEFINITICK Homo sapiens hemoglebin, gamma B (HESY) genme, conplete cds.
ACCESSION  GU324025

Highlight Sequence Features

VERSION SU324325.1 GI:302313142 Find in this Sequence
FETWORDS .
SCURCE Homo sapiens (human)
ORGANISM Homo sapiens Articles about the HEG1 gene .
Eukaryota; Metazoa; Chordaca; Cramiata; Vercel Eutelepstomi;

Pharmacological Indiscton of Human Fetal Gloun
Gene in Hydroxywrea-Resist [}

Mammsiia; Eutheria; Euarchontoglires; Primetes; Haplorraini;

Catarrhini: Hominidae: Homo.
BEFERENCE I (bases 1 to 15440) leactivation of HOACT or HOACZ induces gamma
AUTHORS  Rieder,M.J., Sertucci,C., Stanaway,I.B., |23 lbin expeession without 2 [Aim J Hematal. 2015
Swansom, 3.E., Siegel,D.L., da Ponte,5.H. | /gene="HBGY bentially therapeutc levels of mn-ca:léng
and Hickersen,D.A. : ben gene expression follo [Exp Her
TITIE Direcr 5 saion
T Fimimmad (9D WA AAAAL Porome Safamans Feeall
cos v Feature o 4 Mof210 » » GU3ZH25 1 segment Display: FASTA GenBank Help ¥
Acactc A | | Tiemdnd vargula  Blyik-kigik harfe duyark 2 eslesmeden X

Sekil 3.3. Gen bankasinda kayitli olan “y ve “y geninin varyasyonlar ve orijinal dizinin
kayitli oldugu veb siteleri https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/GU324926.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/GU324925.
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4. BULGULAR

Bu ¢aligmada HbF diizeyi % 1.5 ve daha yiiksek olan toplam 62 kisinin hem Yy
ve hem de *y genlerinde (HBG2 ve HBG1) delesyonel ve non delesyonel mutasyonlar

taranmigtir.

4.1. Non Delesyonel Mutasyonlarin Taranmasi

Non delesyonel mutasyonlarin taranmasi i¢in her iki genin promotor dizilerinin
sekanslar1 saptanmistir. Bunun i¢in genin yukar1 kisminda bulunan ve promotor dizilerini
iceren yaklagik 600 bg’lik bolge her iki yonden sekanslanmistir. Sekanslama igsleminden
once sekanslanacak bolgenin amplifiye olup olmadigi elektroforez ile izlenmistir (Sekil
4.1). % geninin promotdr bolgesinde yaklasik 628 bg, Ay geninin promotdr bdlgesinde de
yaklasik 684 b¢ amplifiye edilerek iki yonden sekanslanmustir. Sekans sonuglari %y ve Ay
genin orijinal dizileriyle hem 5’ yoniinden hem de 3’ yoniinden karsilastirilarak kontrol

edilmistir.

boood Bool Bomd bt poneg

bt e o bl el bl B o 0y

(684 bc) (628 bg)
Ay €1

Sekil 4.1. Sirastyla *y ve Sy genlerinin amplifikasyon iiriinlerinin elektroforezi
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4.1.1. Gy geninin promotor bolgesinin sekans analizi

Gy geninin promotdr bolgesinin sekans analizlerine gore -158, -309, -369 ve -567
lokalizasyonunda varyasyonlara rastlanmaistir.

-158 lokalizasyonunda 27 kisi C i¢in homozigot (C/C) olarak saptanmistir (Sekil
4.2a). Bununla birlikte 29 kisinin C/T heterozigot ve 6 kisinin de T/T homozigot olduklar1
belirlenmistir (Sekil 4.2, b,c).

¢ oT ¢ c c 1% G G T

4 1
'pgf VA MM/\/\ AWV

Sekil 4.2. Sy geninin -158 lokasyonunda C/C homozigotlar (a), -158 C/T heterozigotlar
(b) ve -158 T/T homozigotlar (c)

Sekans analizleri sonucunda % geni promotdr bolgesinde sadece bir kisinin -309
lokalizasyonunda A/G heterozigot ve yine sadece bir kisinin G/G homozigot oldugu

saptanirken (Sekil 4.3a ve ¢), 60 kisinin A/A homozigot oldugu bulunmustur (Sekil 4.3b).

A G A A G A A G A G G oA

fuldal pnlil puli

Sekil 4.3. Sy geninde -309 lokasyonlu varyasyonlar, a)-309 A/G heterozigotlar, b)-309
A/A homozigotlari, ¢) G/G homozigotlari

Yine sadece bir kisinin -369 lokalizasyonunda C/G heterozigot oldugu ve bir
kisinin G/G homozigot oldugu (Sekil 4.4a ve c), geri kalan 60 kisinin ise -369 C/C
homozigot baz dizisine sahip oldugu, belirlenmistir (Sekil 4.4b).
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a b ¢
Sekil 4.4. Sy geninde -369 lokasyonlu varyasyonlar, a)-369 C/G heterozigotlar, b)-369
C/C homozigotlari, ¢)-369 G/G homozigotlari

Yapilan analizler sonucunda sadece bir kisi de -567 lokalizasyonunda T/G
heterozigot varyasyonuna rastlanmistir. Analiz edilen diger 61 kisinin ise T/T homozigot
oldugu saptanmuistir. -567 lokalizasyonunda G/G homozigotlarina rastlanmamuistir (Sekil

4.5).

G A T A A T

Ay ol

Sekil 4.5. Sy geninde -567 lokasyonlu T/T homozigot (a) ve T/G heterozigot (b)
varyasyonlari

Gy promotér bolgesinde incelenen mutasyonlar, lokasyonlar1 her bir grupta
degerlendirilen kisi sayisi, ortalama HbA2 ile HbF degerleri ve 6nem testi Cizelge 4.1,
4.2,4.3 ve 4.4°te verilmistir.

Cizelge 4.1 incelendiginde %y promotdr bdlgesinin -158 lokasyonunda ortalama
deger bakimindan en yiiksek HbF degerinin normal olan C/C (2,20) homozigotlarinda, en
diisiik HbF degerinin ise T/T (1.83) homozigotlarinda saptanmistir. Fakat degerler
arasinda istatistiki bakiminda 6nemli bir fark saptanamamistir. Ortalama HbA2 degerleri

arasinda da istatistiksel bakimindan anlamli bir fark goriilmemistir.
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Cizelge 4.1. %y promotériiniin -158 bdlgesinde incelenen varyasyonlar, lokasyonlari, her
bir grupta degerlendirilen kisi sayisi, ortalama HbA?2 ile HbF degerleri ve 6nem testi

Ortalama igin %95 gliven
Standart aralig
Lokasyon -158 Ortalama| sapma |Std. hata| Altsinir Ust sinir Min. | Max.
HbA2 CcC 271 2,8852(,28515 ,05488 2,7724 2,9980 2,40 3,40
CT 29| 2,8517(,29835 ,05540 2,7382 2,9652 2,00{ 3,50
TT 6] 2,9667|,31411 ,12824 2,6370 3,2963 2,50 3,40
Total 62| 2,8774(,29108 ,03697 2,8035 2,9513 2,00{ 3,50
HbF CcC 271  2,2074 1,13508(,21845 1,7584 2,6564 1,50| 7,10
CT 29| 2,0241(,50544 ,09386 1,8319 2,2164 1,50| 3,80
TT 6] 1,8333|,36697 ,14981 1,4482 2,2184 1,50| 2,50
Total 62| 2,0855(,83191 ,10565 1,8742 2,2968 1,50| 7,10
ANOVA
Kareler toplami | Serbestlik derecesi |Kareler ortalamasi| F | Sig.P
HbA2 Gruplar arasi varyans |,069 21,034 397 |,674
Grup igi varyans 5,100 59,086
Total 5,168 61
HbF Gruplar arasi varyans |,892 2|,446 ,637 1,533
Grup igi varyans 41,325 59|,700
Total 42,217 61

Gy promotdriiniin -309 bolgesinde de A/A homozigotlar normal olarak kabul

edilirken, G/G homozigotlarinda en yiiksek HbF degerine rastlanmis (7.10), en diisiik

deger ise A/A homozigotlarinda saptanmistir (1.97). Ortalama HbF degerleri arasinda

istatistiksel anlamda 6nemli bir farkin var oldugu ve G/G homozigot tip varyasyonun HbF

degerini Onemli oOl¢iide artirdigi goriilmektedir. Fakat HbA2 degerleri arasinda

istatistiksel bakimindan 6nemli bir farklilik saptanmamistir (Cizelge 4.2).
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Cizelge 4.2. %y promotdriiniin -309 bdlgesinde incelenen varyasyonlar, lokasyonlari, her
bir grupta degerlendirilen kisi sayisi, ortalama HbA?2 ile HbF degerleri ve 6nem testi

Ortalama igin %95 gliven
Standart aralig
Lokasyon -309 N Ortalama| sapma |Std. hata| Altsinir Ust sinir Min. Max.
HbA2 AG 1| 2,8000 . . . 2,80 2,80
AA 60| 2,8733|,29278 |,03780 2,7977 2,9490 2,00 3,50
GG 1| 3,2000 . . . . 3,20 3,20
Total 62| 2,8774/,29108 |,03697 2,8035 2,9513 2,00 3,50
HbF AG 1| 3,8000 . . . . 3,80 3,80
AA 60| 1,9733|,47617 |,06147 1,8503 2,0963 1,50 3,50
GG 1| 7,1000 . . . . 7,10 7,10
Total 62| 2,0855/,83191 ,10565 1,8742 2,2968 1,50 7,10
ANOVA
Kareler toplami | Serbestlik derecesi |Kareler ortalamasi| F |Sig.P
HbA2 Gruplar arasi varyans |,111 2(,056 ,648 |,527
Grup igi varyans 5,057 59,086
Total 5,168 61
HbF Gruplar arasi varyans 28,840 2 14,420] 63,59(,000
Grup igi varyans 13,377 59|,227
Total 42,217 61

Yukarida saptanan durum aynist -369 lokalizasyonunda da gozlenmistir (Cizelge
4.3). Normal genotip olan C/C homozigot genotipine sahip bireylerde en diisiik HbF
degerine rastlanirken (1.97), G/G homozigotlarda en yliksek HbF degeri Ol¢lilmiistiir
(7.10). Ortalama HbF degerleri arasinda da istatistiksel anlamda Onemli fark

bulunmustur. HbA2 degerlerin ise herhangi bir farkin var olmadig goriilmektedir.
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Cizelge 4.3. Yy promotériiniin -369 bdlgesinde incelenen varyasyonlar, lokasyonlari, her
bir grupta degerlendirilen kisi sayisi, ortalama HbA?2 ile HbF degerleri ve 6nem testi

Ortalama igin %95 gliven
Standart aralig
Lokasyon -369 N Ortalama| sapma |Std. hata| Altsinir Ust sinir Min. Max.
HbA2 CG 1| 2,8000 . 2,80 2,80
CcC 60| 2,8733(,29278 |,03780 2,7977 2,9490 2,00 3,50
GG 13,2000 . . 3,20 3,20
Total 62| 2,8774(,29108 |,03697 2,8035 2,9513 2,00 3,50
HbF  CG 13,8000 . . . 3,80 3,80
CcC 60| 1,9733(,47617 |,06147 1,8503 2,0963 1,50 3,50
GG 1  7,1000 . . . 7,10 7,10
Total 62| 2,0855(,83191 ,10565 1,8742 2,2968 1,50 7,10
ANOVA
Kareler toplami | Serbestlik derecesi |Kareler ortalamasi| F Sig.P
HbA2 Gruplar arasi varyans |,111 2],056 ,648 1,527
Grup igi varyans 5,057 59,086
Total 5,168 61
HbF Gruplar arasi varyans 28,840 2 14,420] 63,59],000
Grup igi varyans 13,377 59|,227
Total 42,217 61

Cizelge 4.4. “y promotdriiniin -567 bdlgesinde incelenen varyasyonlar, lokasyonlari, her
bir grupta degerlendirilen kisi sayisi, ortalama HbA?2 ile HbF degerleri ve 6nem testi

Ortalama igin %95 gliven
Standart aralig
Lokasyon -567 Ortalama| sapma |Std. hata| Altsinir Ust sinir Min. Max.
HbA2 TT 61| 2,8820/,29127 ,03729 2,8074 2,9566 2,00 3,50
TG 11 2,6000 . 2,60 2,60
Total 62| 2,8774],29108 ,03697 2,8035 2,9513 2,00 3,50
HbF TT 61| 2,0951|,83535 ,10696 1,8811 2,3090 1,50 7,10
TG 1 1,5000 . . . 1,50 1,50
Total 62| 2,0855|,83191 ,10565 1,8742 2,2968 1,50 7,10
ANOVA
Kareler toplami | Serbestlik derecesi |Kareler ortalamasi| F |Sig.P
HbA2 Gruplar arasi varyans |,078 11,078 ,9221,341
Grup ici varyans 5,090 60(,085
Total 5,168 61
HbF Gruplar arasi varyans |,348 11,348 ,4991(,483
Grup ici varyans 41,869 60(,698
Total 42,217 61
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Yy promotdriiniin -567 bdlgesinde sadece bir kisinin T/G varyasyonuna sahip
oldugu goriilmiistiir (Cizelge 4.4). Hem HbF hem de HbA2 degerleri arasinda istatistiksel
bakimindan herhangi bir fark goriillmemistir.

GenBank kayitlarina gore %y geninin promotdr bdlgesinde var olan varyasyonlar
Cizelge 4.5’te verilmistir. Genin promotor bolgesinde 10 varyasyonun saptandigi bunun
bir tanesinin (-392/-397 lokalizasyonunda) CTTTAA delesyonu oldugu diger 9
varyasyonun ise baz degisimi seklinde gerceklestigi kaydedilmistir.

Yukaridaki ¢izelgelerde belirtilen varyasyonlar (Cizelge 4.1-4.4) ile Cizelge 4.5
karsilastirildiginda bu ¢alismada Sy geninin promotdr bdlgesinde saptanan varyasyon
bolgelerinin -567 lokalizasyondaki varyasyon hari¢ digerlerinin tamaminin (-158, -309
ve -369 lokalizasyonlar1) daha once saptanarak GenBank kayitlarina girmis oldugu

gorilmektedir. Bu calismada -567 T/G varyasyonu ilk defa saptanmustir.

Cizelge 4.5. Gen Bank kayitlarina gore ®y geninin promotdr bolgesinde var olan
varyasyonlar.

Gen bankasinda kayitli | Promotdr bolgesindeki | Varyasyon tipi Frekansi
varyasyon numarast lokalizasyonu Orijinal/degismis

2029 -505 C/T 0,0169
2134/2142 -392/-397 CTTTAA del 0,0881
2156 -378 C/T 0,0056
2165 -369 C/G 0,2905
2185 -349 G/T 0,0084
2225 -309 A/G 0,3457
2227 -307 A/G 0,0085
2279 -255 G/A 0,0028
2376 -158 C/T 0,1747
2518 -16 C/G 0,0027
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Gy promotdr bdlgesinde sekanslanan bdlgede daha dnce saptanan ve bizim bu

calismada saptadigimiz varyasyonlar asagida goriilmektedir.

ctgaaactgt  tgctttatag gatttttcac tacactaatg agaacttaag agataatggc
Primer baglanma ileri -590 -580 -570
kk
ctaaaaccac agagagtata  ttcaaagata agtatagcac ttcttatttg gaaaccaatg
-560 -550 -540 -530 -520 -510
%k
cttactaaat gagactaaga  cgtgtcccat caaaaatcct ggacctatgce ctaaaacaca
-500 -490 -480 -470 -460 -450
tttcacaatc cctgaacttt tcaaaaattg gtacatgctt taactttaaa ctacaggcect
-440 -430 -420 -410 -400 -390
%k
cactggagct acagacaaga aggtgaaaaa  cggctgacaa  aagaagtcct ggtatcttct
-380 -370 -360 -350 -340 -330
* * /* * *
atggtgggag  aagaaaacta  gctaaaggga — agaataaatt agagaaaaat  tggaatgact
-320 -310 -300 -290 -280 -270
* %k
gaatcggaac  aaggcaaagg ctataaaaaa aattaagcag cagtatcctc ttggggocce
-260 -250 -240 -230 -220 -210
*
cttcececaca ctatctcaat gcaaatatct gtctgaaacg  gteectgget aaactccacc
-200 -190 -180 -170 -160 -150
*/* %k
catgggttgg ccagccttge cttgaccaat agccttgaca aggcaaactt gaccaatagt
-140 -130 -120 -110 -100 -90
skskok skskok
cttagagtat ccagtgaggc  caggggecgg cggctggeta  gggatgaaga  ataaaaggaa
-80 -70 -60 -50 -40 -30
kg kksk
geacccttca gcagttccac acactcgett  ctggaacgtc tgaggttatc aataagctcc
-20 -10 -1  +1 Transkripsiyon baslangic1 (5’-UTR) Primer

*

tagtccagac gcc ATG GGT CAT TTC ACA GAG GAG GAC AAG GCT ACT ATC ACA

baglanma
geri

M G

H F T

Ekzon 1 amino asitler

E E

D K A T I T

*Daha Once saptanan varyasyonlar (GenBank, GU324926.1)
**Bu caligmada saptanan varyasyonlar

***Promotor bolgeleri (Langdon ve Kaufman, 1998): -26/-30 TATA Kutusu, -51/-58 GC
Kutusu, -84/-88 CAAT Kutusu, -111/-115 CAAT Kutusu
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4.1.2. Ay geninin promotor bolgesinin sekans analizi

Ay geninin promotdr bdlgesinin sekans analizlerine gore ise -222/-225 lokasyonlu
delesyon tip varyasyonlar ile birlikte +25, -369, -499 ve ayrica -588 lokalizasyonlarinda
baz dizisi degisimlerine rastlanmistir.

Ay geninin promotor bolgesi sekans analizine tabi tutulan 53 kisinin 7’sinin 5’-
UTR bolgesi +25 lokalizasyonunda homozigot A/A dizisine rastlanirken (Sekil 4.6a), 19
kisinin +25A/G heterozigot (Sekil 4.6b) ve 25 kisinin de +25G/G homozigot (Sekil 4.6¢)
baz dizisine sahip oldugu saptanmistir. +25 bolgesi primer baglanma bdlgesine yakin

olmasindan dolay1 11 kisinin +25 bolgesi sekans analizleri degerlendirilememistir.

G A G AT T G A G A T T G A G G T T
0&@% 1 W
Q&@b :
a b c

Sekil 4.6. “y geninde +25 lokasyonlu varyasyonlar, a)+25 A/A homozigotlar, b)+25 A/G
heterozigotlari, ¢)+25 G/G homozigotlari

Ay geninin -369 lokalizasyonunda saptanan G/G homozigotlugun 57 kiside
bulundugu (Sekil 4.7a), 5 kisinin ise G/C heterozigot oldugu saptanmistir (Sekil 4.7b).

-369 lokalizasyonunda ise C/C homozigotlarina rastlanmamuistir.
T AGAG A T AC AG A
a b
Sekil 4.7. y geninde -369 lokasyonlu varyasyonlar, a)-369 G/G homozigotlar, b)-369
G/C heterozigotlari

Incelenen 62 kisinin 58’ -499 lokalizasyonunda T/T homozigotu iken 1 kiside
T/A ve 3 kiside de A/A varyasyonlarina rastlanmistir (Sekil 4.8).
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T A A C C A A AC

e 08V o

Sekil 4.8. Ay geninde -499 lokasyonlu varyasyonlar, a)-499 T/T hom021gotlar, b)-499
T/A heterozigotlar1 ve ¢)-499 A/A homozigotlari

Ay geni promotdr bolgesi -588 lokalizasyonunda 5 kisinin A/A homozigot (Sekil
4.9a), 23 kisinin G/A heterozigot (Sekil 4.9b) ve yine 23 kisinin de G/G homozigot (Sekil
4.9¢) olduklar1 saptanmigtir. Ayni sekilde -588 bolgesi primer baglanma bolgesine yakin

olmasindan dolay1 11 kisinin -588 bolgesi sekans analizleri degerlendirilememistir.

A C T A C A AC T G C A
a c

Sekil 4.9. Ay geninde -588 lokasyonlu varyasyonlar, a)-588 A/A homozigotlar, b)-588
A/G heterozigotlari, ¢)-588 G/G homozigotlari

Ay geninde sadece bir kiside -222 ile -225 bazlar1 arasinda homozigot AGCA
delesyonuna rastlanmistir. Bu bolgeyi i¢ine alan normal baz dizisi TTAAGCAGCAGT
seklinde iken bu kiside TTAGCAGT sekline doniismiistiir (Sekil 4.10a ve b).

I A G C A G T T A A G C A G C A G T

MM\MMM/\WM

Sekil 4.10. Ay geninde -222 ile -225 bélgelerinde AGCA delesyonu (a) ve normal baz
dizisi (b)
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Ayrica yine “y geninde aynm mutasyon (-222 ile -225 bolgelerinde AGCA
delesyonu ) toplam 6 kiside heterozigot halde olusmus ve bu noktadan sonra cergeve
kaymasit mutasyonunun varlig saptanmistir (Sekil 4.11). Normal DNA dizisi
TTAAGCAGCAGTAT seklinde iken anilan 6 kiside TTA----GCAGTAT seklinde
oldugu ACAG delesyonu sonucu ¢ergevenin kaydig goriilmektedir.

A AT T A A C A A TATOCOCTOCTTG G G G

Sekil 4.11. *y geninde -222 ile -225 bélgelerinde AGCA delesyonu sonucu gergeve
kaymasi mutasyonu (iistte), normal baz dizisi (altta)

+25 bolgesinde normal G/G genotipinde ortalama HbF degeri % 2.25 odlgiiliirken,
A/A genotipinde % 1.68 ve G/A genotipinde ise % 1.94 olarak belirlenmistir. Istatistiksel
analiz sonuglari incelendiginde saptanan tiim varyasyonlar ile hem HbF degerleri arasinda
hem de HbA2 degerleri arasinda anlamli iligkinin olmadig1 goriilmiistiir (Cizelge 4.6).

-369 bolgesinde gozlenen degisimlerde ise en fazla HbF degeri G/C
heterozigotlarinda dSlgiiliirken (% 2.26), normal genotip olan G/G homozigotlarinda ise
HbF degeri daha diisiikk oldugu (% 2.07) degerlendirilmistir. Ortalma HbF degerleri
arasinda istatistiksel bakimindan bir fark saptanamamistir (Cizelge 4.7). Ayn1 durum
HbA?2 degerleri i¢in de gecerlidir.

-499 lokalizasyonunda ise normal olan T/T genotipinde olanlarin ortalama HbF
diizeyleri % 1.97, T/A heterozigotlarin HbF diizeyleri % 3.80 iken A/A genotipinde
olanlarin HbF degerleri ise % 3.60 olarak ol¢iilmiistiir (Cizelge 4.8). Ortalama HbF
degerleri arasinda anlamli bir farkin var oldugu saptanmistir. Fakat HbA2 degerleri

arasinda istatistiksel bakimindan her hangi bir fark goriillememistir.
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Cizelge 4.6. *y promotdriiniin +25 bdlgesinde incelenen varyasyonlar, her bir grupta
degerlendirilen kisi sayis1, ortalama HbA?2 ile HbF degerleri ve 6nem testi.

Ortalama igin %95 gliven
Standart aralig
Lokasyon +25* N [Ortalama| sapma |Std. hata| Altsinir Ust sinir Min. Max.
HbA2 AA 71 2,9500(,32711 ,13354 2,6067 3,2933 2,50 3,40
GA 19| 2,8158(,33873 |[,07771 2,6525 2,9791 2,00 3,50
GG 25| 2,9280(,26851 ,05370 2,8172 3,0388 2,40 3,40
Total 51| 2,8880(,30280 (,04282 2,8019 2,9741 2,00 3,50
HbF AA 71 1,6833(,17224 |,07032 1,5026 1,8641 1,50 2,00
GA 19] 1,9421(,32714 |,07505 1,7844 2,0998 1,50 2,60
GG 25| 2,2560| 1,20142(,24028 1,7601 2,7519 1,50 7,10
Total 51| 2,0680(,88972 [,12583 1,8151 2,3209 1,50 7,10
ANOVA
Kareler toplami | Serbestlik derecesi |Kareler ortalamasi| F | Sig.P
HbA2 Gruplar arasi varyans |,162 21,081 ,880 |,422
Grup ici varyans 4,331 47),092
Total 4,493 49
HbF Gruplar arasi varyans 2,073 2 1,036| 1,327],275
Grup igi varyans 36,716 47,781
Total 38,789 49

*:Toplam 51 kisi incelenebilmistir.

Cizelge 4.7. “y promotdriiniin -369 bolgesinde incelenen varyasyonlar, lokasyonlari, her
bir grupta degerlendirilen kisi sayisi, ortalama HbA?2 ile HbF degerleri ve 6nem testi.

Ortalama igin %95 gliven
Standart aralig

Lokasyon -369 N |Ortalama| sapma [Std. hata| Altsinir Ust sinir Min. | Max.
HbA2 GG 57| 2,8807(,29727 (,03937 2,7828 2,9560 2,00 3,50

GC 5| 2,8400/,23022 [,10296 2,5541 3,1259 2,60 3,20
HbF GG 57| 2,0702(,86168 |[,11413 1,8205 2,1264 1,50 3,80

GC 5| 2,2600/,34351 [,15362 1,8335 2,6865 1,80 2,60i

ANOVA
Kareler toplami | Serbestlik derecesi |Kareler ortalamasi| F | Sig.P

HbA2 Gruplar arasi varyans [,592 9],04070 ,5141,476

Grup igi varyans 4,576 52|,04070

Total 5,168 61
HbF Gruplar arasi varyans 28,129 9 -,18982|,5281,470

Grup igi varyans 14,088 52 -,18982

Total 42,217 61
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Cizelge 4.8. *y promotdriiniin -499 bdlgesinde incelenen varyasyonlar, lokasyonlari, her
bir grupta degerlendirilen kisi sayisi, ortalama HbA?2 ile HbF degerleri ve 6nem testi.

Ortalama igin %95 gliven
Standart aralig
Lokasyon -499 Ortalama| sapma |Std. hata| Altsinir Ust sinir Min. | Max.
HbA2 TT 58| 2,8810(,29466 ,03869 2,8036 2,9585 2,00{ 3,50
TA 2,8000 . . . 2,80 2,80
AA 3| 2,8333|,32146 ,18559 2,0348 3,6319 2,60 3,20
Total 62| 2,8774(,29108 ,03697 2,8035 2,9513 2,00{ 3,50
HbF TT 58| 1,9776|,47942 ,06295 1,8515 2,1036 1,50| 3,50
TA 1 3,8000 . . . . 3,801 3,80
AA 3] 3,6000 3,05123( 1,76163 -3,9797 11,1797 1,50| 7,10
Total 62| 2,0855(,83191 ,10565 1,8742 2,2968 1,50| 7,10
ANOVA
Kareler toplami| Serbestlik derecesi |Kareler ortalamasi| F | Sig.P
HbA2 Gruplar arasi varyans |,013 2|,006 ,072 1,931
Grup igi varyans 5,156 59,087
Total 5,168 61
HbF Gruplar arasi varyans 10,496 2 5,248] 9,761],000
Grup igi varyans 31,721 59|,538
Total 42,217 61

-588 bolgesinde normal genotip olan G/G i¢in homozigot olanlar en yiiksek HbF
degerine sahiptirler (% 2.12). % 2.02 HbF degerine G/A heterozigotlarda ve % 1.70 HbF

degerine de A/A homozigotlarda rastlanmistir (Cizelge 4.9). Fakat istatistiksel anlamda

fark bulunamamistir. HbA2 degerleri arasinda da istatistiksel fark saptanamamistir.

Bu calismada “y promotdriin de yukarida belirtilen varyasyonlar disinda bir kiside

-222/-225 lokalizasyonunda homozigot AGCA delesyonuna 6 kiside ise heterozigot

AGCA varyasyonuna rastlanmistir. AGCA delesyonunun homozigot olarak tasiyan

kisinin HbF degeri 2.0 olarak dl¢iilmiistiir. Ayn1 mutasyonu heterozigot olarak tasiyan 6
kiside ortalama HbF degeri de % 1.98 olarak odlgiilmiistiir (Cizelge 4.10). Fakat fark

istatistiksel bakimindan anlamli bulunamamustir.
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Cizelge 4.9. “y promotdriiniin -588 bdlgesinde incelenen varyasyonlar, lokasyonlari, her
bir grupta degerlendirilen kisi sayisi, ortalama HbA?2 ile HbF degerleri ve 6nem testi.

Ortalama igin %95 gliven
Standart araligi
Lokasyon -588 Ortalama| sapma |[Std. hata| Alt sinir Ust sinir Min. | Max.
HbA2 AA 5] 3,0000{,33912 |,15166 2,5789 3,421 2,50 3,40
GA 23] 2,8609(,26924 |,05614 2,7444 29773 2,40 3,50
GG 23]  2,9174|,27741 ,05784 2,7974 3,0374 2,40 3,40
Total 51 2,9000],27713 (,03881 2,8221 2,9779 2,40 3,50
HbF AA 5] 1,7000{,18708 |,08367 1,4677 1,9323 1,50| 2,00
GA 23] 2,0696(,50492 |,10528 1,8512 2,2879 1,50| 3,80
GG 23] 2,1261| 1,17598|,24521 1,6176 2,6346 1,50| 7,10
Total 51| 2,0588),85934 (,12033 1,8171 2,3005 1,50| 7,10
ANOVA
Kareler toplami | Serbestlik derecesi |Kareler ortalamasi| F | Sig.P
HbA2 Gruplar arasi varyans [,092 2],046 ,5901(,558
Grup ici varyans 3,748 48|,078
Total 3,840 50
HbF Gruplar arasi varyans |,750 21,375 ,498(,611
Grup ici varyans 36,173 48|,754
Total 36,924 50

Cizelge 4.10.%y genini promotdriiiin -222/-225 bdlgesinde incelenen varyasyonlar,
lokasyonlari, degerlendirilen kisi sayisi, ortalama HbA?2 ile HbF degerleri ve 6nem testi

Lokasyon -222/-225 Ortalama igin %95
AGCA delesyonu guven aralig
N |Ortalama|Std. sapma| Std. hata| Alt sinir Ust sinir | Min. | Max.
HbA2 Normal 55| 2,8727|,28897 ,03896 2,7946 2,9508| 2,00] 3,50
del homozigot 1 3,4000 . .| 3,40] 3,40
del heterozigot 6] 2,8333|,27325 ,11155 2,5466 3,1201 2,40| 3,20
Total 62| 2,8774|,29108 ,03697 2,8035 2,9513] 2,00 3,50
HbF  Normal 55| 2,0982|,86634 ,11682 1,8640 2,3324] 1,50| 7,10
del homozigot 2,0000 . . .| 2,001 2,00
del heterozigot 6] 1,9833|,56716 ,23154 1,3881 2,5785] 1,50 2,80
Total 62| 2,0855/,83191 ,10565 1,8742 2,2968| 1,50| 7,10
ANOVA
Kareler toplami | Serbestlik derecesi |Kareler ortalamasi| F | Sig.P
HbA2  Gruplar arasi varyans |,286 21,143 1,728|,187
Grup ici varyans 4,882 59(,083
Total 5,168 61
HbF Gruplar arasi varyans |,079 21,039 ,055 |,946
Grup ici varyans 42,138 59(,714
Total 42,217 61
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Bu ¢alismada *y geninin sekanslanan bolgesi gen bankas1 kayit numarasina gore
1381 ile 2040 bolgeleri arasindadir. *y geninin promotdr bolgesinde var olan ve gen
bankasinda kayithi olan, bu c¢alismada sekanslanan bolgeyi de kapsayan varyasyonlar
cizelge 4.11°de goriilmektedir. Ilk kodon olan AUG’ nin A bazi +1 olarak kabul edildigine
gore bu bolge -674 ile +25 bazlar1 arasindadir. Daha 6nceki ¢aligsmalarda 13 varyasyon
saptanmig ve bunlarin tamaminin baz siibstitiisyonu seklinde oldugu bildirilmistir.

Ay geni promotdriinde yukarida tanimlanan varyasyonlar ile (Cizelge 4.6-4.10)
GenBank kayitlarinda (Cizelge 4.11) var olan varyasyonlar karsilastirildiginda bu
caligmada saptanan +25 G/A, -369 G/C, -499 T/A ve -588 G/A tipi varyasyonlarin daha
once saptanarak GenBank kayitlarina girmis oldugu goriilmektedir. GenBank kayitlari
disinda yapilan taramalarda -222/-225 AGCA delesyonunun sadece 1 kiside goriildiigi
bildirilmistir (Cui ve vd. 2012). Bizim bu ¢alismada toplam 7 kiside goriillen AGCA

varyasyonu saptanmistir.

Cizelge 4.11. GenBank kayitlarina gore “y geninin promotdr bolgesinde var olan
varyasyonlar

Gen bankasinda kayithi | Promotor bolgesindeki | Varyasyon tipi | Frekansi
varyasyon numarasit lokalizasyonu Orijinal/degismi

1418 -588 E}/A 0,1818
1507 -499 T/A 0,2527
1522 -484 A/G 0,0027
1608 -398 G/A 0,0211
1637 -369 G/C 0,0395
1650 -356 A/G 0,0211
1682 -324 C/T 0,0211
1689 -317 A/G 0,0211
1697 -309 A/G 0,0211
1699 -307 G/A 0,0211
1735 =271 C/T 0,0816
1990 -16 C/G 0,0027
2030 +25 G/A 0,1657
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Ay promotdr bolgesinde sekanslanan bdlgede daha &nce saptanan ve bizim bu

calismada saptadigimiz varyasyonlar asagida goriilmektedir.

attaggtctt

aattgttttc
-601

attcaaaaag
-541

atttgtcccg
-481

ttcaaaaatt
421

aaggtaaaaa
-361

*

agctaaaggg
301

gctataaaaa
-241

tgcaaatatc
-181

ccttgaccaa

-121

*kokok

atattatgta

actgcactat
-591

* / k3
aagtatagca
-531

tcaaaaatcc
471

ggtacatgcet
411

acggctgaca
-351

aagaataaat
-291

aaattaagca
-231

%k /* %k
tgtctgaaac
-171

tagccttgac
-111

ccaggggeeg  geggetgget

-61

kosk sk

-51

¢ acactcget tctggaacgt
-1 +1 Transkripsiyon baslangici */**

acactaatct

tgagaaatta
-581

ctttttcett
-521

tggacctatg
-461

ttagctttaa
-401

*

aaagaagtcc
-341

tagagaaaaa
-281

gcagtatcct
-221

ggtceetgge
-161

aaggcaaact
-101

agggatgaag
41

ctgaggttat

attactgcgc tgaaactgtg  gctttataga
Primer baglanma ileri

agagataatg gcaaaagtca  caaagagtat
-571 -561 -551
agaaaccact  gctaactgaa  agagactaag
-511 -501 -491
*/* * *
cctaaaacac atttcacaat ccctgaactt
-451 -541 -431
actacaggcc  tcactggagc — tagagacaag
-391 -381 -371
*/* *

tggtatcetc tatgatggga gaaggaaact
-331 -321 -311

* * * %k
ctggaatgac  tgaatcggaa — caaggcaaag
-271 -261 -251
%
cttggggacc  ccttceecac actatctcaa
211 -201 -191
taaactccac ccatgggttg gccagccttg
-151 -141 -131
tgaccaatag  tcttagagta tccagtgagg
91 -81 -71

ks
aataaaagga agcacccttc agcagttcca
-31 -21 -11
kook sk ES

caataagcte ctagtccaga cgee

Primer baglanma geri

ATG GGT CAT TTC ACA GAG GAG GAC AAG GCT ACT ATC ACA AGC CTG

M G H

F T

Ekzon-1 amino asitler

E E

D

K A

T I

S L

*Daha Once saptanan varyasyonlar (GenBank, GU324925.1)
**Bu caligmada saptanan varyasyonlar

***Promotor bolgeleri (Langdon ve Kaufman, 1998): -26/-30 TATA Kutusu, -51/-58 GC

Kutusu, -84/-88 CAAT Kutusu, -111/-115 CAAT
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4.1.3. Hem ¢y hem de *y gen veryasyonlar i¢in dominant genetik modele gore

istatistiksel analizler

Normal genotip disinda varyasyon gosteren diger homozigot ve heterozigot
genotipler birlestirilerek yapilan ve dominant genetik model olarak tanimlanan
istatistiksel analiz sonuglari, hem % hem de *y genlerindeki saptanmis olan varyasyonlar
i¢cin asagida verilen tablolarda goriilmektedir.

Dominat modele gore Yy promotdriinde -158 lokalizasyonlu varyasyon harig diger
saptanan tiim varyasyonlarda HbF degerlerinin istatistiksel bakimindan anlamli derecede
artmig oldugu goriilmektedir (Cizelge 4.12, 4.13 ve 4.14). -158 lokalizasyonda HbF
degeri normal homozigotlar ile karsilastirildiginda diismiistiir. -567 lokalizasyonunda
sadece bir kisi T/G varyasyonuna sahip olmasindan dolayr HbF degeri artmis olsa da
istatistiki analiz yapilamamistir (Cizelge 4.15). Tiim varyasyonlarin HbA2 degerlerinde

istatistiksel bakimdan her hangi bir degisim saptanamamamustir.

Cizelge 4.12. Dominant genetik modele gore %y promotdriiniin -158 bélgesinde saptanan
varyasyonlarda istatistiksel analiz

Lokasyon -158 Varyanslarin esitligi icin Levene's Testi
Ortalama Stscila;)r:g:rt St?;]?aart F Onem dereces
HbA2 CcC 27| 2,8852(,28515 [,05488 ,074 787
CT+TT 35| 2,8714[,29958 |,05064
HbF CcC 271 2,2074| 1,13508 (,21845 4,654 ,035
CT+TT 35| 1,9914|,48530 |,08203

Cizelge 4.13. Dominant genetik modele gore Sy promotdriiniin -309 bolgesinde saptanan
varyasyonlarda istatistiksel analiz

Lokasyon -309 Varyanslarin esitligi icin Levene's Testi
Ortalama Sts(iiapr:g:rt Stﬁg’?aart F Onem derecesi
HbA2 AA 60| 2,8733(,29278 |(,03780 ,837
AG+GG 2| 3,0000/,28284 |,20000 ,043
HbF AA 60| 1,9733|,47617 (06147 ,000
AG+GG 2| 15,4500 2,33345]1,65000 37,439
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Cizelge 4.14. Dominant genetik modele gére %y promotdriiniin -369 bdlgesinde saptanan
varyasyonlarda istatistiksel analiz

Lokasyon -369 Varyanslarin esitligi icin Levene's Testi
N Ortalama Sgiiapr:rc::rt Stﬁg’?aart F Onem derecesi
HbA2 CcC 60 2,8733|,29278 |,03780 ,043 ,837
CG+GG 2| 3,0000/,28284 |,20000
HbF CcC 60 1,9733|,47617 |,06147 37,439 ,000
CG+GG 2| 15,4500 2,33345 1,65000

Cizelge 4.15. Dominant genetik modele gére %y promotdriiniin -567 bdlgesinde saptanan
varyasyonlarda istatistiksel analiz

Lokasyon -567 Varyanslarin esitligi i¢in Levene's Testi
N Ortalama Stsdaapr:g:rt Stﬁgfaart F Onem derecesi
HbA2 TT 61| 2,8820(,29127 |(,03729
TG 1] 2,6000
HbF TT 61| 2,0951(,83535 [,10696
TG 1 1,5000

Dominant genetik modele gore yapilan anlizlerde *y promotériiniin +25 ve -499
lokasyonlardaki varyasyonlarda HbF degerinin istatistiki anlamda arttig1 (Cizelge 4.16 ve
4.18) fakat diger iki varyasyonda (-369 ve -588) HbF degerinin istatistiki anlamda 6nemli
derecede yilikselmedigi saptanmistir (Cizelge 4.17 ve 4.19). Halbuki bu iki varyasyonda
da homozigot dominant olanlar ile karsilastirildiginda HbF degerinin artmis oldugu
gorilmektedir. -222/-225 bolgesinde saptanan AGCA delesyonunu homozigot ve
heterozigot taityan bireylerdeki HbF degeri ile bu varyasyon i¢in normal olan bireylerin

HbF degerleri arasinda anlamli bir fark bulunamamustir.

Cizelge 4.16. Dominant genetik modele gore *y promotdriiniin +25 bdlgesinde saptanan
varyasyonlarda istatistiksel analiz

Lokasyon +25

Varyanslarin esitligi icin Levene's Testi

Stdandart

Standart

Ortalama| sapma hata F Onem derecesi
HbA2  AA+GA 26| 2,8480(,33432 |,06686 465 1499
GG 25| 2,9280[,26851 |,05370
HbF AA+GA 26| 1,8800(,31491 |,06298 7,809 ,007
GG 25| 2,2560| 1,20142(,24028
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Cizelge 4.17. Dominant genetik modele gére “y promotdriiniin -369 bdlgesinde saptanan
varyasyonlarda istatistiksel analiz

Lokasyon -369 Varyanslarin esitligi icin Levene's Testi
N Ortalama Sgiiapr:g:rt Stﬁg’?aart F Onem derecesi
HbA2 GG 57| 2,8807|,29727 |,03937 ,514 476
GC 5| 2,8400|,23022 |,10296
HbF GG 57| 2,0702|,86168 |,11413 ,528 470
GC 5] 2,2600(,34351 [,15362

Cizelge 4.18. Dominant genetik modele gdre “y promotdriiniin -499 bdlgesinde saptanan
varyasyonlarda istatistiksel analiz

Lokasyon -499 Varyanslarin esitligi icin Levene's Testi
N Ortalama Stsdaapr:g:rt Stﬁgfaart F Onem dereces
HbA2 TT 58| 2,8810|,29466 |,03869 ,159 ,692
TA+AA 4 2,8250/,26300 |,13150
HbF TT 58| 1,9776(,47942 |,06295 42,724 ,000
TA+AA 4] 3,6500( 2,49332 1,24666

Cizelge 4.19. Dominant genetik modele gére “y promotdriiniin -588 bdlgesinde saptanan
varyasyonlarda istatistiksel analiz

Lokasyon -588 Varyanslarin esitligi i¢in Levene's Testi
N Ortalama Stsdaeg:rcli:rt Stﬁgtdaart F Onem dereces
HbA2 AA+GA 28| 2,8857|,28115 |,05313 ,001 ,978
GG 23| 2,9174|27741 |,05784
HbF AA+GA 28| 2,0036/,48342 |,09136 2,366 ,130
GG 23| 2,1261| 1,17598],24521

Cizelge 4.20. Dominant genetik modele gdre “y promotdriiniin -222/-225 bdlgesinde
saptanan AGCA delesyonu istatistiksel analizi

Lokasyon -222/-225 Varyanslarin esitligi icin Levene's Testi
posh s N [Ortalama Stscila;)r:g:rt St?QSaart F Onem derecesi
HbA2 Normal 55| 2,8727(,28897 (,03896 ,086 770

Delesyonlu 7| 2,9143|,32878 |,12427
HbF Normal 55| 2,0982(,86634 [,11682 ,146 , 704

Delesyonlu 7| 1,9857|,51778 |,19570

Bu ¢alismada sadece bir kiside HbF degeri % 7.1 ve A2 degeri de % 3.2 olarak
dl¢iilmiistiir (62 nolu kisi, Cizelge 4.21). Bu kisinin %y geni promotdr bolgesinde saptanan

4 mutasyon lokalizasyonunun ikisinde ayn1 sekilde *y geninde de saptanan 4 mutasyon
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lokalizasyonunun {iciinde homozigot mutant oldugu saptanmistir (%y: -309 G/G, -369
G/G; y: +25 G/G, -588 G/G, -499 A/A). Diger yandan bu calismada 6lgiilebilen ikinci
yiiksek HbF degeri % 3.8’dir ve yine sadece bir kiside saptanmistir (7 nolu kisi, Cizelge
4.20). Bu kisinin A2 degeri de % 2.8 olarak saptanmistir. Bu kisinin %y geni promotdr
bolgesinde saptanan 4 mutasyon lokalizasyonunun iigiinde, aymi sekilde Ay geninde de
saptanan 4 mutasyon lokalizasyonunun iiclinde homozigot veya heterozigot varyasyon
gosterdigi saptanmistir (Sy: -158 C/T, -309 A/G, -369 C/G; “y: +25 G/G, -588 G/A, -499
T/A). Bu durum HbF degerinin artisinda bazi varyasyonlar arasinda haplotipik etkinin
var oldugunun gostergesi olarak kabul edilebilir.

Cizelge 4.21°de ayrica ¢alisilan bireylerin sahip olduklar1 varyasyon tipleri
dekarsilastirmali olarak verilmistir. Cizelge incelendiginde en yiiksek HbF degerine sahip
7 ve 62 nolu dondrlerde Sy -309 ve -369 lokasyonlu varyasyonlar ile 4y -499 lokasyonlu
varyasyonlara sahip olduklar1 goriilmektedir. Bu varyasyonlar tek baglarina HbF degerini
artirrken beraber ayni bireylerde bulunduklarinda haplotipik etki gostererek HbF
degerini daha fazla indiiklemis olduklar1 goriilmektedir. Aslinda “y -499 lokasyonunda
AA homozigot tip varyasyona sahip 55 ve 56 nolu dondrlerde diger lokasyonlarda

homozigot normal olduklarindan dolay1 HbF ¢ok yiiksek seviyelere ¢ikmamistir.
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Cizelge 4.21. Goniilliilerin sahip olduklar1 varyasyon tipleri, hematolojik verileri ile HbA2 ve HbF degerlerinin karsilagtirilmasi.

Donér Sy Ay RBC | HGB | HCT | MCV | MCH | MCHC | A2 | F
no -158 -309 | -369 567 | +25 | -369 | -499 | -588 -222/-225
c/T AIG__| CIG TG | G/A | GIC T/A | G/A AGCA del

01 cC AA | CC T * GG TT * Normal 473 | 146 |384 | 81,1 [309 |382 |26 |31
02 cC AA | CC T GG | GG TT GG Normal 450 | 12,6 |335 | 744 280 |377 |3,1 |16
03 cC AA | CC T GG | GG TT GG Normal 451 13,7 |37,0 |89 |304 |37l 34 11,7
04 CT AA | CC T * GC TT GA Normal 420 | 11,7 |323 768 |278 |362 |26 |25
05 TT AA | CC T AA | GG T AA Normal 422 | 134 |36, |855 |31,7 |370 |[32]|17
06 CT AA | CC T GA | GG T GA Normal 4,57 | 13,1 |352 | 77,1 286 |372 |27 |20
07 CT AG CG T GG | GG TA | GA Normal 435 | 13,1 |359 |86 |30,1 |365 |28 |38
08 CT AA | CC T * GG T * Normal 4,11 | 122 |33,7 |81 298 |362 |3,0]|16
09 CT AA | CC T GA | GG T GA Normal 4,66 | 146 |419 90,0 |313 |348 |29 |16
10 CT AA | CC T * GC TT GA Normal 493 149 |418 | 847 [302 |356 |32 |24
11 cC AA | CC T GG | GG TT GG Normal 4,08 | 123 |344 |843 |302 |358 |30]|15
12 TT AA | CC TT AA | GG TT AA Normal 529 | 148 |404 |764 |28,0 [367 |34]|15
13 TT AA | CC T AA | GG TT AA Normal 491 149 [389 | 792 |304 |384 |3,0]|17
14 CT AA | CC T GG | GG T GA Normal 520 | 133 |373 | 71,7 [257 |358 3,021
15 CT AA | CC T GA | GG TT * Normal 449 129 |358 | 797 287 360 |20 |17
16 cC AA | CC T GG | GG TT GG Normal 456 | 139 |372 |81,6 |305 |373 |29 |28
17 CT AA | CC T GA | GC T GA Normal 470 13,9 |37,1 | 788 296 |376 |27 |20
18 CT AA | CC T GA | GG T GA Normal 428 | 12,8 1339 793 299 |376 |28 |15
19 cC AA | CC T GG | GG T GG Normal 428 | 122 |335 |783 |285 |364 |3,0]|17
20 CT AA | CC T GA | GG T GA Normal 481 | 152 1425 |882 |31,5 |357 |24 |22
21 CT AA | CC T GA | GG TT GA Normal 445 | 114 |345 776 |256 |33,0 |35 |24
22 CT AA | CC T AA | GG TT * Del heter. | 4,43 | 13,5 |37,6 | 849 (30,5 [359 |32 |15
23 CT AA | CC T AA | GG TT GA Normal 435 | 140 |364 |836 [322 |385 |27 |16
24 cC AA | CC T GG | GG TT GG Normal 444 | 135 |36,0 |81,0 [305 |377 |30]|15
25 cC AA | CC T GG | GG T GG Normal 4,57 | 124 |338 | 739 272 |36,7 |27 |20
26 CT AA | CC T GA | GG T GA Normal 450 13,9 356 792 309 |390 |29 |18
27 CT AA | CC T * GG TT * Del heter. | 5,32 | 158 |45,1 | 849 (296 [349 |30 |18
28 cC AA | CC T GG T GG Normal 493 | 13,1 |365 | 741 266 |359 |28 |19
29 CT AA | CC TT GA | GG T GA Normal 495 | 150 |41,3 835 303 |363 |29 |18
30 CT AA | CC T GA | GG T GA Normal 427 | 124 [332 |778 292 |375 |27 20

70




31 CT AA | CC TT * GG TT * Del heter. | 520 | 163 | 418 | 804 |313 |389 |28 26
32 CC AA | CC TT GG | GG TT |GG Normal 458 | 134 [353 77,0 | 292 [380 |29]|109
33 CT AA | CC TT GA | GC TT |GA Normal 425 [ 13,0 |387 |91,0 |30,7 |338 |29]26
34 CC AA | CC TT GG | GG TT |GG Del homoz. | 4,50 | 13,0 | 352 | 783 | 29,0 |37,1 |34 |20
35 CT AA | CC TT GA | GG TT | GA Normal 493 | 153 | 412 | 834 |31,0 |372 |3,0]1,7
36 CT AA | CC TT GA | GG TT |GA Normal 456 | 13,6 |37,0 | 81,1 |299 |369 |24 |21
37 CT AA | CC TT * GG TT * Del heter. | 4,06 | 12,5 |33,0 | 81,2 |308 |379 |27 |16
38 CT AA | CC TT GA | GG TT | GA Normal 494 | 142 [450 | 912 |287 |315 |3,0] 1,8
39 CC AA | CC TT GG | GG TT |GG Normal 497 [148 [485 [975 [298 [30,5 |3,0 21
40 CC AA | CC TT GG | GG TT | GG Normal 500 | 142 [398 920 [286 [341 |31 |17
41 CC AA | CC TT GG | GG TT |GG Normal 562 | 153 |488 | 868 |273 |315 |26 29
42 CC AA | CC TT GG | GG TT |GG Normal 558 | 162 |505 | 903 |289 |320 [30]L5
43 CC AA | CC TT GG | GG TT |GG Normal 483 [ 139 [373 773 | 287 |372 |24 |16
44 CC AA | CC TT GG | GG TT |GG Normal 471 [ 133 [36,1 | 765 | 282 |368 |25 |16
45 CC AA | CC TT * GG TT * Del heter. | 4,34 | 12,5 | 31,9 | 73,7 | 28,8 | 39,1 |24 |16
46 TT AA | CC TT AA | GG TT | AA Normal 492 148 [377 76,6 |30,1 |393 |25]20
47 CC AA | CC TT GG | GG TT |GG Normal 489 [ 13,7 |368 |753 |28,1 |373 |33 21
43 CC AA | CC TT GG | GG TT |GG Normal 488 | 11,9 [322 1659 |244 |371 |25 15
49 TT AA | CC TT * GG TT * Normal 442 [ 134 [357 808 |303 |375 |28 25
50 CT AA | CC TT * GG TT * Del heter. | 4,02 | 12,7 | 343 | 852 |315 |370 |29 |28
51 CC AA | CC TT GG | GC TT Normal 458 | 132 |368 | 803 |288 |359 |3,0]35
52 TT AA | CC TT AA | GG TT | AA Normal 436 | 11,8 |31,8 | 729 270 |371 |29 |16
53 CT AA | CC TT GA | GG TT | GA Normal 425 | 11,7 [33,6 | 789 |27,5 | 348 |28 |19
54 CC AA | CC TT GG | GG TT | GG Normal 529 | 16,17 | 50,4 | 952 |31 32,1 | 2,818
55 CT AA | CC TT GA | GG AA | GA Normal 477 | 14,94 | 471 | 98,5 |31 31,7 |27 |22
56 CC AA | CC TG GG | GG AA | GG Normal 464 1232 39,0 | 840 |27 31,6 | 2,6 | 1,5
57 CC AA | CC TT GA | GG TT | GA Normal 6,10 | 1747 | 52,6 | 86,3 | 29 332 |27 |25
58 CT AA | CC TT GA | GG TT | GA Normal 581 | 17,53 | 54,8 | 942 |30 320 |3,1]15
59 CT AA | CC TT GA | GG TT | GA Normal 543 | 1490 | 474 | 874 |27 314 |34 1,6
60 CC AA | CC TT GG | GG TT | GG Normal 510 | 14,83 | 443 | 86,8 |29 33,6 |29 1,8
61 CC AA | CC TT GG | GG TT | GG Normal 528 | 15,80 | 44,6 | 84,6 | 30 354 | 3,0 3,1
62 CC GG | GG TT GG | GG AA | GG Normal 332 | 10,70 | 30,0 | 90,3 | 32 359 |32 7.1

*Degerlendirilememistir.
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4.2. Delesyonel Mutasyonlarin Taranmasi

Chinese %y(*y p) tip delesyonel HPFH igin tiim bireyler tarandiginda tamaminin
delesyon tipi mutasyon icermedikleri saptanmstir (Sekil 4.12). Calisma sonucunda Glve
G2 primerlerinin amplifikasyon gerceklestirdigi ve yaklasik 682 b¢ bir amplifikasyon
tiriinii olusturdugu goriilmektedir. G1 ve G3 primerlerinin kullanildigi durumlarda hicbir
amplifikasyona rastlanmamuistir. Bu da bireylerin delesyonel tip mutasyon tasimadiklarini
gostermektedir. Sayet homozigot delesyon durumu olsaydi sadece 2 nolu siitunda 508 bg
boyutunda bandin olmasi, heterozigot durumda da 1 nolu siitunda 682 bg¢ ve 2 nolu

stitunda 508 bg¢ boyutlarinda iki bandin gézlenmesi gerekirdi.

Sekil.4.12. Chinese “y(*y 5pB) tip delesyonel HPFH. 1: G1 ve G2 primerleri, 2: G1 ve G3
primerleri kullanilmig. M: Marker (100 bg). 1 nolu siitiinlarda 682 bg¢ amplifikasyon
goriilmesi delesyonun olmadigini gosterir, 2 nolu siitiinlarda amplifikasyon olmamasi da
delesyonun olmadigin teyid eder.
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5.TARTISMA

Bu caligmada HbF diizeyi % 1.5 ve daha yiiksek olan toplam 62 kisinin hem Sy
ve hem de “y genlerinde delesyonel ve non delesyonel mutasyonlar taranmis ve bu
genlerin yiiksek HbF diizeylerinin kalitsal kalicilig1 ile iliskileri incelenmistir. Hem Yy ve
hem de “y genlerinin promotdr dizileri sekanslanmistir. Ayrica Chinese Sy(*y 8B) tip
delesyonel mutasyon i¢in tiim bireyler taranmistir. incelemeler sonucunda Sy geninin
promotor bolgesinde -158C-T, -309A-G, -369C-G ve -567T-G lokalizasyonlarinda baz
degisimi tip varyasyonlar saptanmistir. Aym sekilde “y geninin 5°-UTR (untranslated
region, translasyona ugramayan bolge) ve promotor bolgelerinde de +25G-A, -369G-C, -
499T-A ve -588G-A lokasyonlu baz degisimi tip varyasyonlar saptanirken, bir kiside -
222/-225 homozigot AGCA delesyonu ve 6 kiside heterozigot -222/-225 bdlgelerinde
AGCA delesyonu varyasyonlarmma da rastlanmistir. Fakat Chinese Sy(*y &B) tip
delesyonel mutasyonlara rastlanmamastir.

Gy geninin promotdr dizilerinde saptanan -309A/T ve -369C/G tip varyasyona
sahip kisilerde HbF degerlerinin istatistiksel anlamda yiiksek oldugu, dominant
modelinde de bu iki varyasyonda HbF degerinin yine aymi sekilde yiiksek oldugu
saptanmistir.

Ayrica y geninin promotdr dizilerinde saptanan -499T/A varyasyonunda HbF
diizeyinde 6nemli bir artisin var oldugu, dominant modelinde de hem +25G/A hem de
-499T/A varyasyonlarinda da HbF miktarinin arttig1 saptanmustir.

Dolayisiyla bu calismada %y geni promotdriinde iki ve “y geni promotériinde de
iki varyasyon ile yliksek HbF diizeyleri arasinda iliski saptanmigtir.

Gy globin (HBG2) ve “y globin (HBG1) genleri fetal dsnemde fetal hemoglobini
olusturmak amaciyla gama globin zinciri sentezlemektedirler. ikisinin arasindaki tek
farkin 136. kodonda Sy geni gly amino asidini icerirken “y geninin ise ala amino asidini
icermesi olarak saptanmistir (Schroeder vd. 1968).

Yapilan sekanslama ¢alismalar1 sonucunda hem “y hem de “y genlerinin 5
promotor bolgelerinde bu genlerin transkripsiyonlarinin baglatilmasinda etkin olan
bolgeler tanimlanmis ve bu bolgelerde olusan mutasyonlarin genlerin transkripsiyonunu
etkiledikleri rapor edilmistir (Stoming vd. 1989, Rochette vd. 1994). Her iki gen igin
saptanan olas1 promotdr varyasyonlar1 -202 (%y ve %y), -198 (%), -196 (*y),-175 (Sy ve
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Ay), -161(%y), -158(%y), -117 (*y) ve -114 (Sy ve “y) pozisyonlarinda yer almaktadir.
Bizim bu ¢aligmada her iki genin promotdr dizileri i¢in saptadigimiz varyasyon
bolgelerinin -158(%y) tipi disinda daha dnce saptanan ve yukarida belirtilen varyasyon
bolgelerinden farklt oldugu goriilmektedir. Forget (1998) de yaymladigi derleme

Gy globin genlerinin promotdr dizilerinde genlerin  agiri

calismasinda Ay ve
ekspresyonlarina neden olan varyasyonlari agiklamistir (Cizelge 2.2). Cizelge
incelendiginde arastiric1, %y promotdr varyasyonlarmi -114 ile -202 bélgeleri arasinda 5
bolge olarak belirlemistir. Ayni sekilde “y promotér dizisinde de 6 bdlge saptamustir.

Langdon ve Kaufman (1998) yaymladiklar1 makalelerinde hem “y hem de “y
globin genlerinin promotdr bolgelerindeki cis etkili diziler tarafindan diizenlendiklerini
bildirmis ve bu dizilerin “y globin geni i¢in -30 ATAAA, -50 GGGGCCGG, -85 ve -112
CCAAT, -145 CACCC, -170 ve -190 GATA, -180 ATGCAAAT ve -200 CCCGGG
seklinde oldugunu saptamigtir. Ayni arastiricilar, transkripsiyon faktorlerinin bu 9 bdlge
ile ekileserek genin transkripsiyon hizini etkilediklerini fakat -30 TATA ve -85 ile -112
lokalizasyonunda iki CAAT kutusunun temel promotorler oldugunu belirtmislerdir. Biz
bu caligmada G gama geninin cis etkili promotor dizilerini -26/-30 TATA kutusu, -51/-
58 GC kutusu, -84/-88 ile -111/-115 bolgelerinde iki CAAT kutusu seklinde oldugunu
belirledik. “y geni i¢in de promotér dizilerin -26/-30 TATA kutusu, -51/-58 GC kutusu, -
84/-88 ile -111/-115 iki CAAT kutusu seklinde oldugu saptanmistir. Yapti§imiz bu
caligmada bu bolgelerde herhangi bir varyasyona rastlanmamis olmasi da elde ettigimiz
sonucu desteklemektedir. Zira bizim ¢alismamizda HbF diizeyleri yiiksek bireyler dikkate
alimmustir. Temel promotor bolgelerinde olasi varyasyon ¢ogunlukla genin ekspresyon
diizeyini diisiirmektedir.

Cui ve vd. (2012) yaptiklar1 calismada bir kiside “y geninde -225/-222 AGCA
delesyonuna rastladiklarini bildirmislerdir. Bu calismada da -222/-225 bolgesinde
homozigot AGCA delesyonuna sahip bir genotip saptanmistir. Bu kisinin HbF diizeyi
ise % 2.0 olarak Ol¢iilmiistiir. Bu ¢alismada ayrica aynit mutasyonu heterozigot halde
tasityan 6 kisiye de rastlanilmistir. Bunlarin ortalama HbF diizeyleri de % 1.98 olarak
Olclilmiistiir. Bu degerler eriskin bireyler icin yiiksek degerler olarak kabul edilmektedir
fakat normal kisilerin HbF diizeyleri arasinda istatistiksel anlamda bie fark
bulunamamustir. Bouva ve vd. (2006) “y-globin genindeki 4 b¢’lik delesyonlarin (“y -
225’ den -222’ye kadar olan AGCA delesyonu) genin siirekli ekspresyonundan sorumlu
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olduklarini belirtmislerdir. Bu durum bizim bu ¢alismada saptadigimiz ve delesyon tipi
varyasyona sahip 7 kisinin yiiksek HbF degerleri ile uygun oldugunun gostergesidir. Buna
ragmen Manca ve Masala (2008) bu tip mutasyonun “yT globin zincir varyantinin
sentezine sebep oldugu ve bu mutasyonun ekspresyon diizeyini %20 azalttigim
saptamiglardir. Bu durum HbF miktarinin diismesine neden olmaktadir. Goriildiigii gibi
ayni tip varyasyonun yiiksek HbF diizeyleri ile ilgili farkli arastiricilarin sonuglar
arasinda bile farkli sonuglar elde edilebilmektedir. Bu farkli sonuglarin aslinda ayni
bireylerde diger varyasyonlarin olup olmamasina bagli olarak agiklanabilecegi yani
aslinda diger varyasyonlarin haplotipik etkili olmasindan kaynakli olabilecegi
sOylenebilir (Motum ve vd. 1993; Tasiopoulou ve vd. 2007).

Bouva ve vd. (2006) HbF degeri % 2.3 Hollandali bir hastada % globin geni
promotdriinde baz degisimi varligim saptamuslar (°y —37A—T) ve bu degisimin 1liml1 da
olsa HbF diizeyinin artisinda etkili olabilecegini rapor etmislerdir. Ayn1 arastiricilar Sy-
globin geninin -202, -175, -161, -158 niikleotidlerindeki belirgin nokta mutasyonlari, *y-
globin genindeki -202, -198, -196, -195, -175, -117’deki nokta mutasyonlari ile 4 bg’lik
delesyonlar (y -225° den -222’ye kadar olan AGCA delesyonu) genin siirekli
ekspresyonundan sorumlu olduklarini belirtmislerdir. Ayni arastiricilar dzellikle Sy-
globin geninin -158. pozisyonundaki C—T yer degisimi, tiim populasyonlarda sik olarak
gozlenen polimorfik bir varyant oldugunu ve homozigot B-talasemi ile orak hiicre anemisi
gibi eritropoietik stres durumlari altinda y-globin gen ekspresyonunu arttirdigini rapor
etmiglerdir. Bagka arastiricilar da -158. pozisyonundaki C—T yer degisimi tipi
varyasyonu yliksek HbF ile iliskilendirmislerdir (Coleman ve vd. 1993; Stoming ve vd.
2014; Pereira ve vd. 2015). Halbuki Motum ve vd. (1993) Sy -158C/T tip varyasyonu
diger tip varyasyonlarla beraber (-198T/C ve -175T/C) in vitro kombine deneylerde
gerceklestirdikleri ¢alismalar sonucunda -158C/T varyasyonunun HbF ile herhangi bir
iligkisinin olmadigini1 saptamislardir. Ayn1 sonug¢ Tasiopoulou ve vd. (2007) tarafindan
da bildirilmistir. Bu arastiricilar HbF diizeyi yliksek iki kiside -158C/T tipi varyasyona
rastladiklarini fakat detayli analizlerde ayn kisilerde -196C/T ve -201C/T tipi diger iki
varyasyona daha rastladiklarini bildirmislerdir. Dolayisiyla HbF diizeyinin yiiksek
olmasinin bu tip varyasyonlarla iligkisinin oldugu sonucuna varmislardir.

Bu ¢aligmada “y -158 tipi varyasyonun HbF diizeyine bir etkisinin olmadig

sonucuna varilmistir. Bu durum Yy -158 tipi varyasyona sahip bireylerde yukarida
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belirtilen diger tip varyasyonlara rastlanmamis olmasi ile agiklanabilir. Motum ve vd.
(1993) ile Tasiopoulou ve vd. (2007) tarafindan yapilan calismalar bu sonucu
desteklemektedir.

Su ana kadar yapilan ¢aligmalardan her iki genin promotor bolgelerinde bir dizi
varyasyonun var oldugu ve bunlarin bir kismmin insan gen bankasina kaydedilidigi
goriilmektedir. Yine ayni caligmalardan bazi varyasyonlarin HbF diizeyini artirdig
anlagilirken baz1 varyasyonlarin HbF diizeyi ile iliskilendirilemedigi sonucu ¢ikmaktadir.
Bu c¢alismada da aymi sekilde her iki genin promotor dizilerinde birgok varyasyona
rastlanmustir.

GenBank kayitlarina gore daha Once saptanmamig bazi varyasyonlarin bu
calismada hem Yy hem de “y gen promotérleri igin saptandigi ve bu ¢alismada ortaya
cikan varyasyonlar oldugu goriilmektedir. Bu ¢alismada -567T/G varyasyonu ilk defa
saptanmistir.

Ayrica bu ¢alismada saptanan ve daha dnce saptanmis olan Sy geninin -309A/T
ve -369C/G tip varyasyonlar1 ile *y geninin +25G/A ve -499T/A varyasyonlarmin HbF
ile iliskileri ilk defa bu caligmada arastirilmis ve bu varyasyonlarin yiiksek HbF ile
iligkilerinin oldugu belirlenmistir.

Bu ¢alismaya dahil edilen ve en yiiksek HbF degerlerine sahip iki kiside birden
fazla lokasyonlarda varyasyonlara sahip olduklar1 saptanmstir (Sy: -309G/G, -369G/G;
Av: +25G/G, -588G/G, -499A/A). Bu durum varyasyonlarin bir birleri iizerine haplotipik
etki olusturduklar1 sonucunu dogurmaktadir. Zira bu varyasyonlardan bazilarinin tek
basina bulunmasi durumunda HbF seviyesini artirmazken ayni bireyde beraber
bulunmalar1 sebebiyle HbF seviyesini artirdiklari goriilmektedir. Ozellikle bu calismada
nadir goriilen Sy -309 ve -369 lokasyonlu varyasyonlar ile “y -499 lokasyonlu
varyasyonlara sahip iki dondriin en yiiksek HbF degerini gdstermesi haplotipik etkiyi
dogrulamaktadir. Bu yiiksek HbF degerine Sy -309 ve -369 lokasyonlu varyasyonlarin
etkin bir sekilde katki sagladigi diisiiniilmektedir. Bilhassa bu lokasyonlarin ikisinde GG
tipi homozigot varyasyonu tasityanlarda HbF degeri maksimum diizeye ulasmustir. Ay
-499 lokasyonlu varyasyonun TA veya AA homozigot tip olmasi “y genindeki bu iki
varyasyonun HbF {izerindeki etkisini sadece artirmaktadir. Ciinkii Ay -499 lokasyonunda
AA homozigot olan iki dondrde % -309 ve -369 lokasyonlarinda varyasyon icermemeleri

dolayisiyla HbF degeri ¢ok yiiksek seviyelerde artmamustir.
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6.SONUC

Bu c¢alismada hem Yy hem de “y genlerinin promotdr dizileri sekanslanarak
yiiksek HbF degeri ile varyasyonlar arasindaki iliski saptanmaya ¢alisiimistir. “y geninin
promotor bolgesinde -158C/T, -309A/G, -369C/G ve -567T/G lokalizasyonlarinda baz
degisimi tip varyasyonlar saptanmistir. Aym sekilde “y geninin 5°-UTR (untranslated
region, translasyona ugramayan bolge) ve promotor bolgelerinde de +25G/A, -369G/C, -
499T/A ve -588G/A lokasyonlu baz degisimi tip varyasyonlar saptanirken, bir kiside -
2228/-225 hoomozigot AGCA delesyonu ve 6 kiside heterozigot -222/-225 bdlgelerinde
AGCA delesyonu varyasyonlarina da rastlanmistir.

Gy geninin promotdr dizilerinde saptanan -309A/T ve -369C/G tip varyasyona
sahip kisilerde HbF degerlerinin istatistiksel anlamda yiiksek oldugu, dominant genetik
modelinde de bu iki varyasyonda HbF degerinin yine aymi sekilde yiiksek oldugu
saptanmigtir. Ayrica *y geninin promotdr dizilerinde saptanan -499T/A varyasyonunda
HbF diizeyinde 6nemli bir artigin var oldugu, dominant modelinde de hem +25G/A hem
de -499T/A varyasyonlarinda HbF miktarmin arttign saptanmistir. Dolayisiyla bu
calismada Sy geni promotériinde iki ve y geni promotériinde de iki varyasyon ile yiiksek
HbF diizeyleri arasinda iligki saptanmustir.

Bu ¢alismada %y geninin promotdr blgesinde saptanan -567T/G varyasyonuna ilk
defa rastlanmistir. Bu kisinin HbF degeri ise % 1.5 olarak degerlendirilmistir. Bununla
birlikte bu ¢alismada saptanan ve daha &nce saptanmis olan “y geninin -309A/T ve -
369C/G tip varyasyonlari ile *y geninin +25G/A ve -499T/A varyasyonlarmin HbF ile
iligkileri ilk defa bu calismada arastirilmis ve bu varyasyonlarin yiiksek HDbF ile
iliskilerinin oldugu belirlenmistir.

Bununla birlikte yiiksek HbF degerlerine sahip kisilerde birden fazla
lokasyonlarda varyasyonlarm varligi (%y: -309G/G, -369G/G; “y: +25G/G, -588G/G, -
499A/A) bu varyasyonlarin haplotipik etki sonucu HbF diizeyini artirdiklar1 sonucunu
dogurdugu sdylenebilir.

Sonug olarak genlerin ekspresyonlarinin diizenlenmesinde bir¢ok mekanizmanin
var oldugu sOylenebilir. Bu mekanizmalar arasinda promotdr veya daha yukari kisimda

yerlesmis olan ve kuvvetlendirici (enhancer) olarak tanimlanan dizilerde yer alan modiiler
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bazlar sayilirken bu dizilere baglanan transkripsiyon faktorleri gibi regiilator proteinlerin

de etkin olabilecegi sdylenebilir.
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