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OZET

Hb S'den sonra iilkemizde en sik rastlanan anormal
hemoglobinler Hb D Los Angeles ve Hb O Arab'dir. Bu
anormal hemoglobin varyantlari p-globin geninin Ill, exo-
nundaki 121. kodonda meydana gelen tek baz degisimleri
sonucunda ortaya ¢ikmaktadirlar.

Seliiloz Asetat Elektroforezi sonrasi Hb D benzeri
veya Hb E benzeri olarak belirlenen &érnekler, mutasyon
tespiti icin molekiiler diizeyde incelenmistir. Periferik kan-
dan ayrilan mononlikleer hiicrelerden DNA elde edilmis
ve DNA p-globin geninin Ill. exonundaki 121. kodonu
icine alacak sekilde polimeraz zincir reaksiyonu ile ampli-
fiye edilmistir. Amplifiye DNA, EcoR | restriksiyon enzimi
ile kesilerek mutasyon analizi yapilmistir.

Sonugta, incelenen 21 &rnekten 11 tanesi Hb O
Arab; 10 tanesi Hb D Los Angeles veya Hb Beograd
olarak  belirlenmisgtir.

Anahtar Kelime: Hemoglobin

TKIlin Pediatri 1993, 2:1-4

Anormal Hemoglobinler hematolojik hastaliklar ice-
risinde dnemli bir grubu olustururlar. Halen tespit edil-
mis anormal hemoglobin sayisi 500'Un Uzerinde olup,
bu sayr glin gectikce artmaktadir. Turkiye'de anormal
hemoglobinler icinde Hb S (orak hucreli anemi) 6zellik-
le Akdeniz bdlgesinde 6nemli bir saglik sorunu olustur-
maktadir. Diger anormal hemoglobinler ise seyrek go-
rilmekle birlikte; bazi durumlarda teshis zorluklan ile
karsilasilmaktadir (1).
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SUMMARY

Hb S, Hb D Los Angeles and Hb O Arab are the
most common abnormal hemoglobins in Turkey.

Hb D Los Angeles and Hb O Arab aro formed by a
single base substutition at the 121st codon of the third
exon of the Beta globin gene.

The samples which were identified as Hb D Like or
Hb E Like following cellulose acetate electrophoresis,
were further examined at the molecular level.

The DNA was extracted from peripheral blood mono-
nuclear cells and the third exon of p-globin gene was
amplified by polymerase chain reaction (PCR) so as to
include the CD 121 for mutation analysis, and PCR pro-
duct was digested with EcoR |.

Of the 21 samples; 11 samples were defined as Hb
O Arab and 10 samples were defined as either Hb D Los
Angeles or Hb Beograd. Further refinement of the latter is
needed.
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Anormal hemoglobinler; degisik pH ve vasatlarda
yatay ya da dikey elektroforez, degisik kromatografi
teknikleri (kolon kromatografisi, high performance liquid
chromatography), amino asit fingerprinting, isoelectric
focusing ve rekombinant DNA teknikleri kullanilarak
tespit edilebilirler (2).

Bazi basit laboratuvar yontemleri (sickling ve solu-
bilité) ile teshis konulabilen Hb S'in disindaki anormal
hemoglobinlerin karakterizasyonu icin mutlaka ileri tek-
niklerden birisinin kullaniimasi gerekmektedir.

Bu calismamizda seliiloz asetat elektroforezindo
Hb D benzeri ve Hb E benzeri olarak tanimlanan anor-
mal hemoglobinlerdeki mutasyonlarin; rekombinant
DNA teknolojisi yéntemlerinden olan polimeraz zincir
reaksiyonu (PCR) ve Restriksiyon Endonukleaz harita-
lamasi ile tespit edilmesi amaglanmistir.
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MATERYEL VE METOD

Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Pediatrik Hema-
toloji ve Molekiiler Patoloji Bilim Dallari ile Trakya Uni-
versitesi Edirne Tip Fakultesince takip edilmekte olan
ve Sellloz Asetat Hemoglobin Elektroforezinden sonra
Hb D benzeri veya Hb E benzeri olarak tanimlanan 21
birey caligma kapsamina alinmistir.

Calisma Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Gocuk
Klinigi Hematoloji ve Molekiler Patoloji Bilim Dali Labo-
ratuvarlarinda gergeklestirilmistir.

Selililoz asetat elektroforezi, sickling ve solubilite
testleri yapilarak Hb S ayrimi gergeklestirilmistir (2,3).
Hicre ayrimi, DNA ekstraksiyonu, agaroz jel elektro-
forezi daha 6nce tanimlandigi gibi yapilmistir (4).

Elde edilen DNA, 11. kromozomdaki B globin ge-
ninin lll. exonunu igine alacak sekilde, forward ve re-
verse primerlerl (Primer A: 5' - CAATGTATCATGCC
TCTTTGCACC - 3'; Primer B: 5 - TCCTGCATCTCT-
CAGCCTTGACTC - 3') kullanilarak amplifiye edildi.

Taq Polimeraz (Promega), 10X tampon (500 mM
KCI; 100mM Tris-HCI, pH:9; 15mM MgCIi2; %0.1 jela-
tin; %1 Triton X-100), 200uM dNTP (dATP, dCTP,
dGTP, dTTP) ve primerler (20uM A ve B) eklenerek
PCR igin gerekli karisim hazirlandi. Arastirilacak DNA
ornegi de karisim Uzerine konup, Uzerine bir damla Mi-
neral oil (Sigma) eklenerek &érnekler PCR cihazina
(Coy, A.B.D.) yerlestirildi. PCR sikluslari su sekilde
gergeklestirildi. 94°C'de 7 dakika denatiirasyonu taki-
ben, 35 siklus; 94°C'de 1 dakika, 55°C'de 1 dakika,
72°C'de 2.5 dakika bekletildi. Son siklusta 72°C'de 5
dakika bekletildikten sonra, érneklerin oda isisina inme-
leri saglandi.

Amplifiye edilen bodlge 121 (GAA) ve 122 (TTC)
kodonlarini ihtiva etmekteydi. Bu 5'-GAATTC-3' bolgesi
EcoR | restriksiyon endonukleazimn tanima bdlgesidir
(Sekil 1). Bu noktadan hareketle amplifiye B globin o6r-
nekleri, EcoR | enzimi (BRL, A.B.D.) ile 370C'de EcoR
I'e uygun tampon (100mM Tris-HCI pH:7,5; 50mM
NaCl; 10mM MgCI2) iginde 8 saat siireyle muamele
edildi, %1'lik agar jel elektroforezinden sonra UV isik
altinda incelendi. Normal amplifiye DNA bu enzimle
muameleden sonra iki fragmana ayrilir. Oysa Hb O
Arab, B globin geninin 121. kodonundaki tek baz subs-

EcoR |
5' AAA |GAA TTC| ACC 3

(121)

Hb D LA 5 AAA CAA TTC ACC 3
Hb O Arab 5 AAA AAA  TTC ACC 3
BThal 121 5 AAA IAA  TTC ACC 3
Hb St. Francis 5' AAA  GEA TTC ACC 3
Hb Beograd 5 AAA GIA TTC ACC 3

sekil 1. Kodon 121'de meydana gelen tek nokta mutas-
yonlarinin sebep oldugu hemoglobinopatiler

Marker. 0!/Hae Il kesilmis

1. Hb O Arab (heterozigot) (A+B+C)
2. Enzimle kesilmemis kontrol (A)

3. Hb O Arab (heterozigot) (A+B+C)
4. Enzimle kesilmemis kontrol (A)

5. Hb O Arab (heterozigot) (A+B+C)
6. Enzimle kesilmemis kontrol (A)

7. Enzimle kesilmis normal kisi (B+C)
8. Enzimle kesilmemis kontrol (A)

9. Enzimle kesilmis normal kisi (B+C)
10. Enzimle kesilmemis kontrol (A)

Sekil2.  B-globin geni 3.ekson PCR Uriinliniin, EcoR | enzimi

ile muamelesinin, agaroz jel elektroforezinde (%1) inceleme so-
nuglari.

titsyonu sonucu olustugundan EcoR | kesim bdlgesi
ortadan kalkar ve amplifiye DNA bir kromozomda in-
takt olarak kalirken, diger kromozomda EcoR | kesimi
gerceklesir ve bdylece Hb O Arab tasayicilanndan elde
edilen amplifiye DNA agar jel lGzerinde 3 fragman ola-
rak gorilur (Sekil 2).

Hb C, B geninin CD 6'sina, Hb E B geninin CD
26'sina isaret ettiginden ve PCR ile bu bolgeler ¢ogaltil-
madigindan Hb O Arab'dan ayrilir.

p 121'de ayrica Hb D Los Angeles ve Hb Beo-
grad varyantlari da EcoR | enzim kesim noktasini orta-
dan kaldirdigindan, bu hemoglobinlerin varligi saptanabi-
lir. Ancak bu iki Hb varyantini birbirinden ayirt etmek
restriksiyon endonukleaz ydntemi ile simdilik olasi
degildir (Sekil 1).

SONUGLAR

21 anormal hemoglobin 6rnegi PCR ve Restrik-
siyon Endonulkleaz haritalamasi ile incelenmis ve mu-
tasyonlari belirlenmigtir.

Calismaya alinan 21 olgunun higbirinde, ayni mu-
tasyonu her iki kromozomunda da (homozigot) tasiyan
bireye rastlanmamistir.

11 olgunun Hb O Arab tasiyicisi oldugu teshis
edilmistir.

10 olgunun Hb D Los Angeles veya Hb Beograd
tasiyicisi olduklari saptanmistir. Bugin igin bu mutas-
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yonlarin birbirlerinden ayrilmasi igin dizi analizi; amplifi-
cation refractory mutation system (ARMS) veya single
strand conformation polymorphism gibi tekniklere ge-
reksinim bulunmaktadir.

Anne, baba ve cocuk olarak inceledigimiz 3 olgu-
muzda ise; annenin Hb D Los Angeles/Beograd, baba-
nin Hb S ve gocugun da bu kombinasyonu tasidigi be-
lirlendi.

TARTISMA

Anormal hemoglobinler Tulrkiye'de B-thalasse-
mia'dan sonra en sik gorulen hemogloblnopatilerdendir
(1,2). a, p, 6 veya y zincirlerindeki aminoasitlerdeki
substitiisyon veya cesitli fizyon ve mutasyonlar netice-
si ortaya ¢ikan, ¢ok sayidaki hemoglobin varyanti Turk
Populasyonunda simdiye kadar degisik arastirmacilarca
tanimlanmigtir. Turkiye'de en s,k rastlanan anormal he-
moglobin Hb S'dir (2).

Bu anormal hemoglobinlerden, populasyonda en
sik gorllenler Hb S'den sonra, Hb D Los Angeles (p-
121) ve Hb O Arab (p-121)'dir. Diger anormal hemoglo-
binler ise nadiren bir ya da iki olguda belirlenmistir. Bu
nedenle Beta zincirinin 121. aminoasitindeki degisikli-
klerin arastiriilmasi 6ncelik kazanmaktadir.

p zincirinin 121. aminoasitindeki degisiklikler sonu-
cu ortaya c¢ikan Hb varyantlarinin klinik olarak, homozi-
got formlari ile veya thalassemialar ve diger hemoglo-
binopatiler ile birlikte semptomlara sebep olmalarinin
yanisira genetik-antropolojik caligmalar icin iyi birer ma-
teryal teskil etmeleri, tasiyici ve hastalarin genetik ola-
rak arastirildigl birgok arastirma yapilmasina neden ol-
maktadir. Bunlardan Hb D Los Angeles (p 121 Glu-
GIn) ilk kez Punjab'da ingiliz ve Hintli karigimi bir ai-
lede kesfedildikten sonra kimyasal yapisi 1972'de belir-
lendi. Orijini belirsiz olan bu anormal Hb, Pakistan, ku-
zeybati Hindistan, Punjab ve Cin'in belirli bdlgelerinde
yluksek siklikta olmak Uzere diinyanin bircok yerinde
gérilmistir (5,6,7). Ulkemizde de Hb D nadir degildir.
Heterozigot Hb D olgulari Ulkemizin degisik yerlerinde
saptanmis ve hatta homozigot sekli de tanimlanmistir
(1,8,9,10,11). Ayni pozisyondaki bir diger varyant olan
Hb Beograd'da ise 121. kodonda Glutamik asit -> Va-
lin degisimi s6z konusudur ve bir Balkan géc¢cmeni ai-
lede thalassemia ile kombine olarak tanimlanmistir
(12,13). p zincirinin 121. kononunda Glutamik asit ye-
rine Lizin gelmesi ile olusan Hb O Arab; Amerikan
zencileri, Araplar, Sudanlilar, Bulgarlar gibi farkli etnik
gruplarda ve Turk halki ile Kibris Turklerinde bildiril-
mistir (14-20).

p 121'i ilgilendiren bir diger hemoglobin ise Hb St.
Francis (Glu —>Gly) olup, daha 6nce Tirk populas-
yonunda tanimlanmamistir (21).

Pollmeraz Zincir Reaksiyonu ve ardindan Restrik-
siyon Endonukleaz Haritalamasi ydntemleri, gerekli
malzeme temin edildiginde, O6zellikle Tirkiye'de Hb
S'den sonra en sik gorilen anormal hemoglobin olan
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Hb D Los Angeles ve Hb O Arab'in tespitinde kolay ve
diger tekniklerle mukayese edildiginde de cabuk ve ke-
sin sonug¢ veren tekniklerdir.

Hb D Los Angeles ve Hb O Arab'in illkemizde ta-
nimlanmasi simdiye kadar Seliloz Asetat Eiektroforez
yontemi ve Sitrat Agar Jel Eiektroforez! ile Hb D ben-
zeri veya Hb E benzeri seklinde yapilabilmekte, daha
ileri incelemeler igin yurtdisina goénderilmekteydi
(9.11,16,17).

Bu calismada ise Seliloz Asetat Eiektroforez!
sonrasi Hb D benzeri veya Hb E benzeri oldugu tespit
edilen 21 kisiye, polimeraz zincir reaksiyonu ve restrik-
siyon endonukleaz uygulamasindan sonra 11 kisiye Hb
O Arab kesin tanisi konulmustur. Diger 10 kiside ise
121. kodonu ilgilendiren bir mulasyon oldugu tespit
edilmistir. Bu ¢alismada 121. kodonu ilgilendiren Hb D
Los Angeles, Hb O Arab ve Hb Beograd'in, DNA Am-
plifikasyonu ve ardindan Restriksiyon Endonukleaz Ha-
ritalamasi ile ¢abuk ve kesin olarak bellenebilecegi
gOsterilmistir. Ancak, Hb D Los Angeles ile Hb Beo-
grad'in birbirlerinden ayrilmasi i¢in ya da yeni bir mu-
tasyonun varliginin saptanabilmesi igin dizi analizi; am-
plification refractory mutation sysiem (ARMS) veya Sin-
gle Strand conformation polymorphism tekniklerine ge-
reksinim bulunmaktadir.

Anormal hemoglobinlerin prenatal tanisi igin, kolay
ve tercih edilen bir yéntem islerlik kazanmig; bu tir
anormal hemoglobinlerin tespiti acisindan yurtdisina
olan bagimlilik da ortadan kalkmistir.
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