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OZET

Amag: Bu ¢alismada hemoglobinopati sikliginin yiiksek oldugu Cukurova Bolgesinde gele-
neksel yontemlerle belirlenemeyen mutasyonlarin, DNA Dizi Analizi ile belirlenerek dogum
oncesi taniya katkida bulunulmasi hedeflenmistir.

Metod: Cukurova Universitesi Dogum Oncesi Tan1 Merkezine bagvuruda bulunan iki ailenin
bireylerinden alinan kan 6rneklerinin hematolojik verileri incelenmistir. Hemoglobin tiplendi-
rilmesi seliiloz asetat kagidi elektroforezi ve HPLC ile yapilmistir. Olgularn DNA’lar1 otomatik
DNA izolasyon cihazi ile elde edilmistir. Hemoglobin mutasyonlarinin belirlenmesinde Mikro-
array, RFLP, ARMS ve Gap-PCR molekiiler yontemleri kullanilmigtir. Geleneksel yontemlerle
belirlenemeyen mutasyonlarin tiplendirilmesi DNA Dizi Analizi yontemiyle belirlenmistir.
Bulgular: Rutin mutasyon analizi i¢in basvuruda bulunan bir olguda Tiirkiye’de ilk kez goz-
lenen a-globin genindeki 5nt delesyonun [02 IVS-1 134.-138. nt (TGAGG)] homozigot formu
DNA Dizi Analizi ile belirlenmistir. Olgunun ailesinin (on iki olgu) DNA’lar1 Gap-PCR ve
DNA Dizi Analizi ile incelendiginde yedi olgunun 5nt delesyonunu heterozigot olarak tasidigi,
bir olgunun a-globin geninin 20.5 kb delesyonu tasidig1 ve dort olgunun herhangi bir mutas-
yon tagimadigi goézlenmistir. Dogum Oncesi tani i¢in bagvuruda bulunan diger bir ailede ise
Tiirkiye’de ilk kez gozlenen a-globin zincirinin anormal hemoglobini olan Hb Stanleyville II'i
[a78 (EF7) Asn— Lys (AAC—AAA)] ve o globin geninde 3.7 kb’lik delesyonel mutasyonu-
nu birlikte tagidig1 belirlenmistir. Ailenin on bir ferdinin DNA 6rnekleri Mikroarray, ARMS,
RFLP, Gap-PCR ve DNA Dizi Analizi ile mutasyon tiplendirilmesi yapildiginda iki olgunun
Hb Stanleyville II mutasyonunu heterozigot olarak tagidigi, bes olgunun 3.7 kb’lik delesyo-
nu heterozigot olarak tasidigi, bir olgunun B-globin geninde IVS-1-110 (G—C) mutasyonunu
heterozigot olarak tasidig1 ve ii¢ olgunun herhangi bir mutasyonu tagimadiklari gozlenmistir.
Sonu¢: Bu ¢alismada Tiirkiye’de ilk kez gozlenen iki mutasyon tipi tanimlanmustir.

Anahtar Kelimeler: Alfa talasemi, Hb Stanleyville II, hemoglobin, 5nt delesyonu

Cikar Catismasi: Yazarlarin ¢ikar catigmasi yoktur.

ABSTRACT

Objective: In this study, we aimed to contribute prenatal diagnosis in the Cukurova region hav-
ing high prevalence of hemoglobinopathies by implementing DNA sequencing analysis for the
mutations undetectable by conventional methods.

Methods: Hematological parameters of two families applied to Cukurova University Prenatal
Diagnosis Center were analyzed. Hb variants were screened by cellulose acetate electrophoresis
and by HPLC. DNA samples of cases were isolated using automatic DNA extraction machine.
Microarray, RFLP, ARMS and Gap-PCR molecular methodologies carried out for determina-
tions of hemoglobin mutations. Unidentified mutations were resolved by means of DNA Se-
quence Analysis.

Results: We identified a previously unreported homozygous 5 nt deletional mutation [02 IVS-1
134.-138. nt (TGAGG)] in Turkey by DNA Sequence Analysis. When we investigated twelve
cases of this family by Gap-PCR and DNA Sequence Analysis it is observed that seven cases
were heterozygous for Snt deletion, a case found to be heterozygous 20.5 kb deletional mutation
and four cases were found to be having no mutation. In the other family applied for prenatal diag-
nosis was observed to having Hb Stanleyville II [02 78 (EF 7) Asn— Lys (AAC—AAA)] muta-
tion which is also a novel mutaion in Turkey. Mutations of eleven members of this family were
determined by ARMS, RFLP, Gap-PCR and DNA Sequence Analysis, resulting in two cases
heterozygous Hb Stanleyville II, five cases heterozygous 3.7 kb deletion, a case with heterozy-
gous IVS-1-110 (G—C) mutation on 3 globin gene and three cases do not have any mutation.
Conclusion: In this study, two types of mutations observed for the first time in Turkey have
been identified.
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Giris

Hemoglobinopatiler, hemoglobin molekiiliiniin globin
zincirlerinin yapisal degisiklikleri veya sentez bozuk-
luklart ile ortaya ¢ikan otozomal resesif gecis gosteren
kan hastaliklaridir. Anormal hemoglobinler, hemoglobin
molekiiliiniin globin zincirindeki amino asitlerin yer degi-
sikligi, cesitli flizyon ve mutasyonlardan kaynaklanirken,
talasemiler ise hemoglobin molekiiliiniin yapisindaki glo-
bin zincirlerinin mutasyonlar sonucu sentezlenememesi
ya da yetersiz sentezlenmesi ile karakterize edilmektedir.
Alfa globin geninin sentezinin azlig1 ya da yoklugu alfa
talasemiye (a-talasemi), beta globin geninin sentezinin
azlig1 ya da yoklugu beta talasemiye (B-talasemi) neden
olmaktadir [1].

Alfa talasemi agisindan degerlendirildiginde saglikli ye-
tiskin bir bireyin alfa globin genleri ao/ao olarak karak-
terize edilmektedir. Siklikla kii¢iik delesyonlar nedeniyle
alfa globin genlerinden bir genin yoklugu sessiz tasiyici
[a"—(-o/aa)] olarak ifade edilirken bu olgularm klinigi
ve hematolojik bulgulari normaldir. Bu genotipe sahip
olan olgular 1limli mikrositer ve hipokromik eritrosi-
te ayrica normal Hb A, ve Hb F diizeylerine sahiptirler.
Alfa globin genlerinin ikisinin yoklugu Alfa “trait” [(a*/
a"—-a/-a)) , (a®—--/aa)] olarak bilinen tasiyict olgularin
mikrositer, hipokromik ve ilimli anemiye neden oldugu
ve o/f} globin genlerinin oranlar1 0.7-0.8 arasinda degis-
mektedir. Ug genin yoklugu Hb H (B4) [o/0’—-a/--]
olarak ifade edilirken bu hastalarin kliniklerinde siddetli
mikrositer, hipokromik, hemolitik anemi ile orta diizeyde
sarilik ve hepatosplenomegali gézlenmektedir. Dort alfa
geninin yoklugu Hb Bart hidrops fetalis (y4) [a%/0’—--
/--] olarak karakterizedir. Bu olgularda alfa globin geni
tiretilmediginden Hb A2 ve Hb F de sentezlenememek-
tedir. Hemoglobin diizeyleri 3-8 g/dL olan bu olgularda
onemli derecede hepatosplenomegali, iskelet ve kardiak
bozukluklar, siddetli anemi, 6dem ve karm iltihab1 gibi
ciddi klinik bulgular gézlenmektedir. Bu hastalar dogum-
dan 6nce ya da dogum sonrasinda kaybedilmektedir [1-3].

Diinyada bilinen anormal hemoglobin sayis1 1189°dur
[4]. Altay ve Akar Tiirkiye’de gozlemlenen anormal he-
moglobin tiplerinin listesini yaymnlamiglardir. Buna gore
iilkemizde yapilan mutasyon taramalarinda en yaygin ola-
rak gézlemlenen anormal hemoglobinler Hb S, Hb D, Hb
E ve Hb O Arap’tir [5-7].

Diinya Saglik Orgiitii’niin arasgtirmalarina gére hemoglo-
binopatinin goriilme siklig1 %5 tir ve yaklasik 266 milyon
tastyict vardir. Hemoglobinopati tedavisinde kullanilan
yontemler semptomlarin kismen azaltilmasini saglamakta
olup radikal bir tedavi tipi heniiz gelistirilememistir. Do-
gum Oncesi tan1 hasta dogumunun Oniine gegilmesinde en
onemli yoldur. Tiirkiye’de yapilan mutasyon taramalari
ve kayith hasta g6z Oniinde bulundurularak 30.12.1993
tarih ve 21804 sayili Resmi Gazete’de 3960 sayili Kalit-
sal Kan Hastaliklar ile Miicadele Kanunu ¢ikartilmigtir.

Turk J Biochem 2014; 39(4):523-528

Evlilik 6ncesi mutasyon taramasi testleriyle hasta cocuk
dogumunun 6nlenmesi amaciyla Hemoglobinopati Kont-
rol Programi baglatilmistir. Hemoglobinopatilerin 6niine
gecilmesinin en etkili yolu tastyici bireylerin belirlenme-
sidir [8]. Bu ¢ergevede tastyici insidansinin yiiksek ol-
dugu Adana, Gaziantep, Hatay ve Igel gibi riskli 33 ilde
hemoglobinopati tarama merkezleri kurulmustur.

Ulkemizde sik¢a gdzlenen o ve P talasemi mutasyon
tiplendirilmesi gibi anormal hemoglobinlerin de dogru
tanimlanmalar1 6nemlidir. Rutin klinik laboratuvarlarda
RBC, Hb, Het, MCV, MCH, MCHC, Hb A, ve Hb F dii-
zeylerinin kantitatif tayini ve hemoglobin elektroforezi
gibi birkac analizle baz1 hemoglobinlerin tiplendirmesi
miimkiindiir. Toplum taramalarinda MCV< 80fl ya da
MCH<27 pg oldugunda mutasyon analizi i¢in yol gos-
terici olmaktadir. Hemoglobin elektroforezi ve kantitatif
Hb A2 diizeylerinin yiiksek oldugu [ talasemi tastyicilar
acisindan dikkate alinmaktadir. Cogunlukla elektroforez-
leri ve Hb A, diizeyleri normal olan o talasemi mutasyon
tiplendirilmesinde farkli molekiiler yontemlere ihtiyag
duyulmaktadir [9].

Bu ¢aligmada o globin genindeki mutasyonlari belirlemek
icin Gap-PCR ve DNA Dizi Analizi, B talasemi mutas-
yon analizi icin ARMS yéntemi kullaniimistir. Ulkemizde
onemli bir halk sagligi sorunu olan hemoglobinopatilerin
engellenmesine katk:i saglamak amaciyla ender goriilen
mutasyon tipleri saptanmaya c¢alisilmistir.

Gerec ve Yontemler

Calisma i¢in Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi etik ku-
rulundan 30.06.2009 tarihinde onay alinmistir. Bu ¢aligma-
da Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyokimya
Anabilim Dal’na dogum &ncesi tant ve mutasyon tiplen-
dirilmesi i¢in bagvuruda bulunan iki ailenin ve fertlerinden
toplamda yirmi bes olgudan alinan kan 6rnekleriyle yapil-
mustir. Her bir olgudan EDTA’ tiiplerde 5 mL alinan kan
orneklerinin tam kan sayimi Coulter Electronics Cell Co-
unter (model T890) ile yapilmistir. Hemoglobin tiplendir-
mesinde seliiloz asetat elektroforezi ve yiiksek yogunluklu
stv1 kromatografisi (HPLC) kullanilmistir [10,11]. Olgula-
rin mikrokolon kromatografisi ile HbA2 diizeyi ve alkali
denatiirasyonla Hb F diizeyleri belirlenmistir [12,13]. Ca-
lismada olgularin 16kosit DNA’s1 Magna Pure LC Otoma-
tik DNA izolasyon Cihaz1 (Roche Diagnostics Nederland
BV) ile izole edilip +4 derecede saklanmustir [14]. Bol-
gemizde yaygin goriilen o talasemi mutasyon tipleri Gap-
PCR yontemiyle karakterize edilmistir [15]. Geleneksel
yontemlerden ARMS ve RFLP metodlan B talasemilerin
tanist i¢in kullanilmustir [16,17]. Ayrica mikroarray yonte-
mi ile Hb Stanleyville II iceren ailenin mutasyon taramasi
yapilmustir. Bu yontemlerle tanisi konulamayan olgularin
mutasyonlart DNA Dizi Analizi yontemiyle calistimistir.
DNA Dizi Analizi ile belirledigimiz 5nt delesyonel mutas-
yonu [a, IVS-1 134.-138. nt (TGAGG)] Gap-PCR yonte-
mine standardize edilerek olgularin taramalar1 yapilmistir.
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Tablo 1. Alfa globin geninde 5nt delesyona sahip olan ailenin hematolojik verileri ve mutasyon tipleri

No a-Genotipi Cinsiyet/Yas RBC Hb Hct MCV MCH MCHC HbF HbA Hb
(10"%/L)  (g/dL) (%) (f) (p9) (g/dL) (%) (%) Tipi
1 a*"a/a*"a K/4 6.23 11.20 37.20 59.70 18.00 30.10 0.5 1.3 AH
2 a*"a /aa E/44 6.01 14.50 47.40 78.80 24.10 30.60 0.8 23 AA
3 a*"a /aa E/33 6.32 14.50 48.30 76.50 23.00 30.10 0.4 24 AA
4 a*"a /aa K/30 542 13.20 42.80 78.90 24.40 30.90 0.8 24 AA
5 ao*"a /aa K/17 4.71 11.00 36.50 77.50 23.30 30.00 0.8 2.2 AA
6 a*"a /aa K/15 4.82 11.20 36.70 76.20 23.20 30.50 0.7 1.3 AA
7 a*"a /aa E/10 5.04 11.50 37.50 74.40 22.80 30.60 1.0 2,7 AA
8 a*"a /aa K/9 4.50 10.50 34.40 76.60 23.40 30.60 0.7 1.5 AA
9 --205/aa E/4 4.99 9.60 32.00 64.20 19.20 29.80 0.9 24 AA
10 aa/aa E/41 4.85 13.70 43.10 88.70 28.10 31.70 1.0 1.7 AA
1 aa/aa E/30 4.72 13.30 42.50 89.90 28.20 31.40 0.6 26 AA
12 aa/aa E/21 4.85 12.50 42.20 86.90 25.80 29.70 0.9 1.7 AA
13 aa/aa E/9 4.20 11.40 36.00 85.80 27.30 31.80 0.4 24 AA
Bulgu]ar olgularin Hb S, Hb D Los Angeles, Hb O Arap, Hb G
Cukurova Universitesi Tibbi Biyokimya Anabi- Coushatta ve Hb D Iran tipleri olmadiklar gdsterilmistir.

lim Dali’nda 1992’den giinlimiize kadar olan siirecte
4000°den fazla aileye tani konulmustur. Dogum Oncesi
Tan1 Merkezi’ne mutasyon analizi i¢in basvuran bir ol-
gunun DNA Dizi Analizi’'nde Tiirkiye’de ilk kez gozle-
nen homozigot 5nt delesyonel mutasyonu saptanmustir.
Ailenin diger bireylerinden alinan drnekler Gap-PCR ve
DNA Dizi Analizi ile ¢aligilarak yedi olgunun o™ mutas-
yonu tagidigy, bir olgunun 20.5 kb’lik (--/aar) delesyonunu
tasidigr belirlenmistir. Ailenin dort {iyesinin ise hemog-
lobinopati ac¢isindan herhangi bir mutasyon tasimadigi
gozlenmistir. Olgularin hematolojik ve mutasyon tipleri
Tablo 1’de ve DNA Dizi Analizi sonucu Sekil 1°de gos-
terilmistir.

Dogum o6ncesi tani i¢in basvuruda bulunan diger bir ai-
lenin fertlerinden toplam on bir olgunun kan &rnegi ali-
narak mutasyon tipleri ¢alisilmistir. Seliiloz asetat kagi-
d1 elektroforezine gore ii¢ olguda heterozigot olarak Hb
S/D’nin bulundugu boélgede bir bandin oldugu gozlen-
mistir. HPLC analizinde Hb D ile aynm1 bolgede %23-26
oraninda bir pike rastlanmigtir. Mikroarray yontemi ile bu

RFLP yontemi ile Hb D mutasyonu olmadigi belirlenince
DNA Dizi Analizi ile bu mutasyonun Tiirkiye’de ilk kez
gozlenen o globin geninde olusan anormal hemoglobin
olan Hb Stanleyville II mutasyonu [o, 78 (EF 7) Asn—
Lys (AAC—AAA)] oldugu gozlenmistir. Gap-PCR yon-
temine gore bu olgulardan birisinin Hb Stanleyville II ile
birlikte 3.7 kb’lik delesyonu da tasidigi, bes olgunun 3.7
kb’lik (-o/aa) delesyonu tasidigr saptanmustir (Sekil 2a
ve 2b). Hb A, diizeyinin (%4.5) ytiksek olan bir olgunun
ARMS yontemi ile IVS-1-110 (G—A) mutasyonunu he-
terozigot olarak tasidigi bulunmustur. Yapilan analizlerin
sonuglarina gore ailenin {i¢ bireyinde hemoglobin anoma-
liligine rastlanmamis olup ailenin hematolojik verileri ve
mutasyon tipleri Tablo 2’de verilmistir.

Tartisma

Hemoglobinopatiler ¢ogunlukla a ve B globin zincirin-
deki bozukluklar nedeniyle meydana gelmektedir [1].
a-Talasemiler diinyada en yaygin olarak gozlenen gen
hastaligidir. Kiling ve arkadaslar1 1986 yilinda yaptikla-

(a)
85 - ~|97 109

«, globin zinciri TGAGG 5nt del

(b)

W ———
G GCG GGG GG G i 4 > G [ 3 .. L4

3 85 7 109

|

., globin chain TGAGG 5nt deletion

Sekil 1. Alfa globin geninde meydana gelen 5nt delesyonel mutasyonunun DNA Dizi Analizi goriintiisii. (a) Homozigot 5nt delesyonel
mutasyona sahip olgunun DNA Dizi Analizi goriintiisii (Olgu 1). (b) Heterozigot 5nt delesyonel mutasyona sahip olgunun DNA Dizi

Analizi goriintiisii (Olgu 2).
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Tablo 2. Hb Stanleyville II mutasyonuna sahip olan bir ailenin hematolojik verileri ve mutasyon tipleri

No a-Genotipi  Cinsiyet/Yas RBC Hb Hct MCv MCH MCHC HbF HbA, Hb
(10”/0)  (g/dL) (%) () (P9) (g/dL) (%) (%) Tipi
14 -HbStlig/-37q K/35 4.50 11.80 36.50 81.20 26.30 32.30 0.9 2.7 AS/D
15 -Hbstllg/aal E/63 4.69 12.90 42.60 90.80 27.60 30.40 1.2 1.9 AS/D
16 -Hbstllg/aal K/0 4.32 9.20 27.60 64.10 21.20 33.10 1.1 2.0 AS/D
17 S7a/aa K/54 5.23 11.80 40.70 77.90 22.50 28.90 1.2 19 AA
18 -S7a/aa K/40 497 12.30 40.50 81.40 24.70 30.30 1.1 1.9 AA
19 S7a/aa K/37 4.20 9.70 32.90 78.40 23.00 29.40 0.9 1.8 AA
20 S7a/aa E/25 9.58 14.00 46.70 83.70 25.10 30.00 1.1 1.8 AA
21 S7a/aa E/8 418 10.20 33.10 79.30 24.40 30.80 1.1 2.5 AA
22 aa/aa E/32 6.77 13.60 45.00 66.40 20.10 30.30 25 4.5 A/IVS-1-110
23 aa/aa K/47 5.17 15.10 48.30 93.30 29.10 31.30 1.0 19 AA
24 aa/aa K/16 4.58 12.50 41.50 90.50 27.20 30.10 0.7 2.2 AA
25 aa/aa E/16 5.50 13.90 46.40 84.30 25.40 30.10 0.8 23 AA

1 bir calismada Adana ve bdlgesinde talasemi tagtyici
sikligin1 %3.3 olarak rapor etmislerdir [18]. Tiirkiye’de
en ¢ok gozlenen a-talasemi mutasyonlart 3.7 kb, 4.2 kb,
17.4 kb, 20.5 kb ve 26.5 kb delesyonel mutasyonlar ile
Poli A kuyrugundaki (PA1 ve PA2) nokta mutasyonlari-
dir [19].

Cukurova Universitesi Tibbi Biyokimya Anabilim
Dali’nda 1992 yilindan beri Dogum &ncesi tani yapil-
maktadir. Simdiye kadar 4000’den fazla aileye tan1 ko-
nulmus olup 750°den fazla hasta cocuk dogumu engellen-
mistir. Bu ¢alisgmada mutasyon taramasi yapilan ailedeki
bir olgunun a-globin geninde 5nt delesyonel mutasyonu
Tiirkiye’de ilk kez homozigot formunda tasidigt DNA
Dizi Analizi yontemi ile gosterilmistir (Tablo 1 ve Sekil
1a). Ayrica yedi olgunun bu mutasyonu heterozigot olarak
tasidig1 belirlenmistir (Tablo 1 ve Sekil 1b) Ayni olgular
Snt delesyonel mutasyonunu Gap-PCR yodntemine gore
standardize edilerek tekrar caligilmistir. Nondelesyonel
mutasyon grubuna giren 5 nt’lik delesyonel mutasyonlar
RNA ‘splicing’ mekanizmasini etkilediklerinden bu tala-
semilerin heterozigotlar1 a-talaseminin “trait” fenotipine,
homozigotlar ise o talasemilerin daha ciddi formlarina
neden olurlar [20]. Heterozigot olgularin hematolojik
verilerinin normale yakin olduklari gézlenmistir. Hete-
rozigot olgularda frameshift (¢ergeve kaymasi) meydana

gelirken; homozigot olgularda frameshift meydana gel-
mez [1]. Gap-PCR analizine gore ailedeki bir olgunun
a-talaseminin “trait” fenotipine neden olan 20.5 kb’lik
delesyona sahip oldugu goézlenmistir. Ailenin mutasyon
taramasi sonucuna gore dort olguda hemoglobin bozuk-
lugu gozlenmemistir (Tablo 1).

Kliniginin agir olmamasi sebebiyle o globin zinciri mu-
tasyonlarint belirlemek olduk¢a zor ve smnirlt sayidadir.
Altay ve Akar 2000’li yillarda yaptiklari bir calismada o
globin zincirinden kaynakli anormal hemoglobin tipleri-
ni rapor etmislerdir [5-7]. Bu ¢alismada o globin zinci-
rinin 78. kodonunda Asparajinin—Lizin’e doniismesiyle
olusan ve Tiirkiye’de ilk kez gozlenen anormal hemog-
lobin tipi olan Hb Stanleyville II belirlenmistir. Yapi-
lan molekiiler ¢aligmalar sonucunda ailenin {i¢ ferdinde
Tiirkiye’de ilk kez gozlenen o globin geni anomalisi olan
Hb Stanleyville II mutasyonu tasidiklart DNA Dizi Ana-
lizi ile belirlenmistir (Tablo 2 ve Sekil 2b). Olgulardan
birinin Hb Stanleyville IT ve 3.7 kb’lik delesyonel mu-
tasyonunu birlikte tasidigi, iki olgunun Hb Stanleyville 11
mutasyonunu tasidigi ve ailenin bes olgusunun 3.7 kb’lik
delesyonel mutasyonu heterozigot olarak tasidigi goste-
rilmigtir (Tablo 2 ve Sekil 2a). Ayrica ailedeki bir olgu-
nun ARMS mutasyon analizi yontemi ile RNA “splicing”
mekanizmasin etkileyen diinyada ve iilkemizde en yay-

351 361

a, globin zinciri 78. kodon C-->A (Asn-->Lys)

Sekil 2. Hb Stanleyville II mutasyonu olan ailenin molekiiler yontemlerle mutasyon analizi. (a) Gap-PCR yoéntemi ile 3.7kb delesyonu
olan olgu 6rneklerinin agaroz jel elektroforez goriintiisii. (b) Hb Stanleyville II igeren bir olgunun DNA Dizi Analizi gorintiisii (Olgu 14).
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gin goriilen B talasemi IVS-1-110 (G—A) mutasyonunu
tasidig1 gozlenmistir. f globin zincirinde yeni RNA “spli-
cing’ bdlgesini olusturan bu mutasyon 110. Pozisyondaki
G—A degisikligi B+ talasemi fenotipine neden olmakta-
dir [1]. Bu ailenin ii¢ bireyinde herhangi bir hemoglobin
mutasyonu gozlenmemistir (Tablo 2).

[k kez Dherte ve arkadaslari tarafindan yapilan calismada
Sudanli iki ailede belirlenen Hb Stanleyville II’nin hem
plaklar1 ya da hemoglobin polipeptid zincirleriyle etkile-
sime girmedigi ve bu yiizden tek basina bir patolojisinin
bulunmadigi rapor edilmistir [21,22]. Burchall ve arka-
daslar tarafindan Hb S ile Hb Stanleyville II birlikteligi
gosterilmistir. Hb SS’li olgularla Hb S/ Hb Stanleyville 1T
birlikteligi olan olgular kiyaslandiginda Hb Stanleyville
II’nin bulundugu olgularin eritrositlerinin fibrillegsmeleri-
nin azaldig: bildirilmistir. Hb Stanleyville II’nin hemog-
lobinlerin fibrillesmelerine karsi inhibitor rol oynadiklar
rapor edilmigtir [23]. Hb Stanleyville II mutasyonu ile
3.7 kb’lik delesyon birlikteligi sonucunda olgularda ha-
fif mikrositer ve hipokromik anemi oldugu bildirilmistir.
[24]. Bu caligmada Hb Stanleyville II tastyan bireyler
Adana dogumlu olup ge¢cmiste Afrika’dan gelip, Adana
bolgesine yerlesmis olabilecegi belki de bu bolgeden ko-
ken alanlarda da goriilmesinin sasirtici olmayacagi soy-
lenebilir.

Klinigi agir seyreden hemoglobinopatili hastalarin te-
davileri olduk¢a masraflidir. Talasemi hastalarinin yillik
tedavi masraflar1 10-12000 $’1 bulabilmektedir. Yasam
stireleri boyunca bu maliyet gittik¢e artmaktadir. Hemog-
lobinopati tanisinin maliyeti yaklasik 5 $’dir [25]. Hasta
cocuk dogumunun engellenmesi iilke ekonomisine katki
saglamaktadir. Bu ¢aligma ile Tiirkiye’de ilk kez goriilen
anormal hemoglobin olan Hemoglobin Stanleyville II ve
o talasemiye neden olan 5nt delesyonun ilk kez homozi-
got formunun molekiiler diizeydeki tanimlamalar1 yapil-
mis ve boylece bu bulgularin dogum oncesi tantya katki
saglayacagi diistiniilmiistiir.

Bilgi ve tesekkiir

Bu makalede Cukurova Universitesi Arastirma Fonu ta-
rafindan TF2009YL17 nolu proje ile desteklenmis olan
“Alfa Talasemi Mutasyonlarinin DNA Dizi Analizi ile
Belirlenmesi” adli ¢aligmanmn bulgular1 kullanilmustir.
Bu galismanin sonuglan1 21., 22., 23., Ulusal Biyokim-
ya Kongresi’nde ve 37. Ulusal Hematoloji Kongresi’nde
poster bildirisi olarak, 7. Ulusal Klinik Biyokimya Uz-
manlar1 Dernegi Kongresi’nde sozlii bildiri olarak sunul-
mustur.

Cikar catismasi

Yazarlarin ¢ikar ¢atismasi yoktur.

Kaynaklar

[1] Steinberg MH, Forget BG, Higgs DR, Weatherall DJ. Disorders
of Hemoglobin 2009; pp. 138-381 2nd Ed, Cambridge University-
Press, New York.

Turk J Biochem 2014; 39(4):523-528

[2] Higgs DR, Vickers MA, Wilkie AO, Pretorius IM, Jarman AP, et al.
A review of the molecular genetics of the human alpha-globin gene
cluster. Blood 1989; 73(5):1081-104.

[3] Galanello R, Cao A. Gene test review. Alpha-thalassemia. Genet
Med 2011; 13(2):83-8.

[4] Globin Gene Server. HbVar: A Database of human hemoglobin
variants and thalassemias. http://globin.bx.psu.edu/cgi-bin/hbvar/
counter (Last accessed: August 2014).

[5] Altay C. Abnormal hemoglobins in Turkey. Turk J Haematol 2002;
19:63-74.

[6] AkarE, Akar N. A review of abnormal hemoglobin in Turkey. Turk
J Haematol 2007; 24:143-5.

[7] Akar N. An updated review of abnormal hemoglobins in the Turk-
ish population. Turk J Haematol 2014; 31(1):97-8.

[8] Dénbak L. Insan hemoglobin varyantlari. KSU Fen ve Miih Der
2005; 8:13-22.

[9] Vichinsky E. Complexity of alpha thalassemia: growing health
problem with new approaches to screening, diagnosis, and therapy.
Ann N'Y Acad Sci 2010; 1202:180-7.

[10] Kohn J. Separation of hemoglobin on cellulose acetate. J Clin
Pathol 1969; 22(1):109-10.

[11] Huisman TH. High-performance liquid chromatography as a meth-
od to identify haemoglobin abnormalities. Acta Haematol 1987;
78(2-3):123-6.

[12] Huisman TH, Schroeder WA, Brodie AN, Mayson SM, Jakway J.
Microchromatography of hemoglobins. II. A simplified procedure
for the determination of hemoglobin A2. J Lab Clin Med 1975;
86(4):700-2.

[13] Singer K, Chernoff AA, Singer L. Studies on abnormal hemoglob-
ins. I. Their demonstration in sickle cell anemia and other hema-
tologic disorders by means of alkali denaturation. Blood 1951;
6(5):413-28.

[14] Kessler HH, Miihlbauer G, Stelzl E, Daghofer E, Santner BI, et al.
Fully automated nucleic acid extraction: MagNA Pure LC. Clin
Chem 2001; 47(6):1124-6.

[15] Chong SS, Boehm CD, Higgs DR, Cutting GR. Single-tube mul-
tiplex-PCR screen for common deletional determinants of alpha-
thalassemia. Blood 2000; 95(1):360-2.

[16] Newton CR, Graham A, Heptinstall LE, Powell SJ, Summers C,
et al. Analysis of any point mutation in DNA. The amplification
refractory mutation system (ARMS). Nucleic Acids Res 1989;
17(7):2503-16.

[17] Saiki RK, Scharf S, Faloona F, Mullis KB, Horn GT, et al. Enzy-
matic amplification of beta-globin genomic sequences and restric-
tion site analysis for diagnosis of sickle cell anemia. Science 1985;
230(4732):1350-4.

[18] Kiling Y, Kumi M, Gurgey A, Altay C. Adana bélgesinde dogan
bebeklerde kordon kani ¢alismasi ile alfa talasemi, glukoz 6-fos-
fat dehidrogenaz enzim eksikligi ve hemoglobin S sikliginin
arastirtlmasi. Doga Tu Tip Ecz Der 1986; 10:162-7.

[19] Ciirik MA, Genc A, Hiiseynova P, Zeren F, Aksoy K. Cukurova’da
alfa talasemi genotipleri ve Hb H hastalig1. Tiirk Klin J Pediatr Sci
2007; 3(10):17-23.

[20] Smetanina NS, Oner C, Baysal E, Oner R, Bozkurt G, et al. The
relative levels of alpha 2-, alpha 1-, and zeta-mRNA in HB H pa-
tients with different deletional and nondeletional alpha-thalassem-
ia determinants. Biochim Biophys Acta 1996; 1316(3):176-82.

[21] Dherte P, Vanderpitte J, Ager JA, Lehmann H. Stanleyville I
and II: two new variants of adult haemoglobin. Br Med J 1959;
2(5147):282-4.

[22] Van Ros G, Beale D, Lehmann H. Haemoglobin Stanleyville II (al-
pha asparagine replaced by lysine). Br Med J 1968; 4(5623):92-3.

[23] Burchall G, Maxwell E. Haemoglobin Stanleyville II modifies

Gizelgiil ve ark.



sickle disease phenotype. Pathology 2010; 42(3):310-2. [25] Giiler E, Celik M, Davutoglu M, Ekerbicer HC, Karabiber H.

[24] Costa FF, Sonati MF, Zago MA. Hemoglobin Stanleyville II (alpha Kahramanmaras linde E.vl.ilik anesi Hemoglobinopati Taramasi
78 Asn-—-Lys) is associated with a 3.7-kb alpha-globin gene dele- Sonuglarmin Degerlendirilmesi. TAF Prev. Med Bull 2008;

tion. Hum Genet 1991; 86(3):319-20. 7(3):243-4.

Turk J Biochem 2014; 39(4):523-528 528 Giizelgiil ve ark.



