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1. GIRIS

Herediter sferositoz (HS), membran proteinlerinin defektleri sonucu
eritrositlerin morfolojik olarak bikonkav ve santral soluklugu olan disk
seklinden, santral soluklugu olmayan kiire sekline doniismeleri ile hemolize
egilimin artmasi sonucu gelismektedir. Klinik olarak degisik derecede anemi,
sarilik ve splenomegali ile seyreden genetik olarak hem dominant hem de resesif

kalitimla iligkili heterojen bir hastaliktir.

HS, Kuzey Avrupa iilkelerinde beyaz irkta goriilen en yaygin hemolitik
anemidir. Insidans1 Kuzey Avrupa iilkelerinde 1/2000, Amerika Birlesik
Devletlerinde 1/5000 olarak saptanmustir. Olgularin % 75’1 otozomal dominant
kalitm  kalibiyla seyrederken, %10-25 vakada ise aile Oykiisiine
rastlanmamaktadir. Bu vakalarin yaklasik yaris1 otozomal resesif kalitilirken,
diger yarist spontan mutasyon veya azalmis penetrasyon ile agiklanmaktadir

(Timur 2001).

HS’de saptanan primer biyokimyasal defekt, eritrosit membranindaki
proteinlerdedir. Eritrosit iskeletini olusturan bu proteinler, eritrositlerin seklini
ve elastik yapisini korumaktadir. Ayrica eritrositlerin anormal morfolojisi ve
kisa yasam siiresi, eritrosit iskeletini olusturan komponentlerden birinin
defektine veya disfonksiyonuna bagli olabilir. Yapilan calismalarda eritrosit
membran proteinlerini olusturan genlerde mutasyonlar tespit edilmistir.
Bunlardan major etkili olanlar o ve 3 spektrin, ankyrin, band 3 ve protein 4.1

dir (Iolascon ve ark 1998)..

Gen haritalama, kromozom lokalizasyonu bilinmeyen genlerin
lokalizasyonlarinin  saptanmast islemidir. Bu islem, olasilik modellerini
kullanarak bir genin bulundugu kromozom boélgesini saptamaya dayanir. Gen
haritalama yontemlerinden biri olan baglanti analizi HS’de aday gen aranmasi

calismalarinda basartyla kullanilmistir(Akarsu 2002).

Insan Genom Projesi (HGP) se¢ilmis model organizmalarin ve insan
genomunun tanimlanmasi ic¢in baslatilan bir bilim projesidir. 1986 yilinda
Amerika’da baglatilan insan genom projesi daha sonra Ingiltere, Japonya,

Almanya, Fransa ve Cin’in katilimiyla uluslararasi bir ¢aligmaya doniismiistiir.
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Proje basladigr zaman insan genomunun dizi analizinin yapilmasina ve 15 yilda
tamamlanmasina karar verilmig; ancak Ongoriilen siireden ¢ok Once
tamamlanarak bilim diinyasma sunulmustur. Insan genomunda yaklasik 32000
genin bulundugu ve iki insan genomunun % 99.9 oranda birbirinin ayn1 oldugu
gibi carpict sonuglar elde edilmistir. Bireyler arasindaki genomlarin
karsilastirilmasi, belirli genlerin farkli hastaliklara duyarliligini ve hastalarin
genetik yapisina gore Onlem ve tedavi igin yeni stratejiler gelistirilmesini
saglayacaktir. Oniimiizdeki yillarda kromozomlardaki yeri ve niikleotid dizilimi
saptanan genlerin iriinleri, gen ekspresyonunu kontrol eden mekanizmalarin
gorevleri ve birbirlerini nasil etkiledikleri gibi proteomiks calismalarina agirlik

verilecektir.

Insan Genom Projesinin en énemli avantajlarindan biri, gen haritalama
caligmalarinda kullanilacak ¢esitli polimorfik DNA belirleyicilerinin genom
iizerindeki  lokalizasyonlarmin  tespit edilmesi olmustur. Kromozom
lokalizasyonlar1 bilinen genetik belirleyicilerin birka¢ kusakli genis ailelerde
hastalikla birlikte, segregasyon kalibinin incelenmesi gen haritalama disiplininin
temelini olusturmaktadir. Insan Genom Projesinden elde edilen bilgiler, bu
yontemle birlestirilmesiyle gerek hastaliktan sorumlu yeni genlerin bulunmasi
gerekse aday genlerin hastalikla iligkisinin test edilmesi miimkiin olabilmistir.
llgili tez galismasinda da aday gen yaklasimi kullanilarak baglanti analizi

yapilmasi planlanmstir.

Bu c¢alismada, Konya boélgesinden saptamis oldugumuz dort kusak
boyunca 19 bireyde otozomal dominant HS saptanan toplam 86 kisilik bir ailede
baglant1 analizi kullanilarak hastalik geninin lokalizasyonunun test edilmesi
amaglanmistir. Planlanan c¢alismada ailenin biiyiik olmasi, hem kalitim
modelinin tam olarak tespit edilebilmesine hem de baglanti analizinin tam
olarak uygulanabilmesine olanak saglamistir. Calisma grubunu olusturan bu
ailede saptanan genler biiyiik oldugundan sekans analizi yapilmadan 6nce aday
genin lokalizasyonunun tespit edilmesi daha sonra sekans analizi yapilmasi

planlanmustir.
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1.1 Tarihge

Herediter sferositoz ile ilgili ilk bildiriyi 1871 yilinda Vanlair ve Masius
yapmistir. Bu arastiricilar, mikrositeminin olusumunu 1s1k mikroskobu altinda
incelemisler, hastaligin herediter yapisini tanimlamiglar ve ileri goriigli bir
tavirla anormal eritrositlerin biiyiimiis dalak tarafindan olusturuldugunu
sOylemeye cesaret etmislerdir. Yiizyilin basinda Chauffard’in en biiytlik bulusu
anormal eritrositlerde osmotik direncin artmis oldugunu kesfetmek olmustur. Bu

bulus HS nin tanisinda bir temel olusturmustur (Iolascon ve ark 1998).

HS baslangigta erken genetik ve epidemiyolojik ¢alismalarin da konusu
olmustur. Young ve ark (1951) HS nin Mendeliyen dominant olarak kalitildigini
ve sferosit adi verilen anormal, kalin eritrositlerin varligiyla karakterize
oldugunu gostermis, bu eritrositlerin olgunlasma asamalarinin defektli oldugunu
ve dolagima salinirken anormal olduklarini belirtmiglerdir. Morton ve ark (1962)
HS’nin yaklasik 5000°de 1 kisiyi etkiledigini, biiyiik bir olasilikla tiim etnik
gruplarda goriildiigiinii ve vakalarin %75’inde HS nin dominant oldugunu iddia
etmislerdir. Agre ve ark (1985) ise HS’nin spektrin eksikliginden
kaynaklandigimigostermislerdir. Lux ve ark’nin (1990) yaptig1 sitogenetik
calismalar ve baglanti analizleriyle HS de altta yatan nedenin ankrin eksikligi
oldugu bulunmustur. Daha sonraki yillarda resesif vakalarin 6zellikle ANK/ ve
SPTB genindeki de novo mutasyonlar sonucu ortaya ciktigi anlasilmistir
(Jarolim ve ark 1995). Aslinda HS’ nin modern zamanlari, sodyum dodesilsiilfat
kullanilarak ¢alisilan  polyakrilamid jel elektroforezinin (SDS-PAGE)
gelistirilmesiyle baslamistir (Laemmli 1970, Fairbanks ve ark 1971). Bu
yontemle pek ¢cok HS vakasinin spektrin defekti nedeniyle olustugunu gosteren
Agre ve ark (1985), muhtesem bir bulus gergeklestirmislerdir. Daha sonra
spektrin eksikliginin SPTA1 geni ve daha siklikla SPTB genindeki mutasyonlar
sonucu olabilecegi ve en sik goriilen durumun ANK/ genindeki mutasyonlar
neticesinde olustugu ve bunun da her iki spektrin zincirindeki ikincil azalmaya

yol actig1 ortaya ¢ikmistir.

HS’nin tanimmasindaki asil bliyiikk gelisme, 80°1i yillarin ortalarinda

membran proteinlerini kodlayan cDNA klonlarinin izolasyonuyla olmustur.
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Birkag¢ yi1l sonra da HS’nin olusumundan sorumlu ilk mutasyon agiklanmistir.
Kronolojik olarak; SLC441 geni, SPTB geni, ANKI geni ve SPTAI geni

bulunmustur (Iolascon ve ark 1998).

Herediter Sferositoz hastaliginin etiyolojisini anlayabilmek icin 6ncelikle

eritrosit membran iskeletinin yapisini tariflemek gerekir.
1.2. Eritrosit Membrani

Yakin gecmiste modern teknolojinin gelismesiyle; elektron mikroskobu
ve protein analizlerinin yardimiyla eritrosit membraninin ve membran
iskeletinin yapisinin anlagilmasi kolaylagsmistir. HS’deki fonksiyonel anomalinin
sebebi; membran iskeletindeki bir veya daha fazla yapisal proteinde olusan
kalitatif ve kantitatif defektlerdir. Bu anomalileri tarifleyebilmek icin 6ncelikle
membran iskeletinin yapis1 hakkinda bilgi sahibi olmak gerekmektedir (Smedley
ve ark. 1991).

Eritrositler, diger canli hiicreler gibi lipid, protein ve az miktarda da
karbonhidrattan olusan bir hiicre membram1 ile c¢evrilidirler. Eritrosit
membraninin i¢ ylizeyinde ise membran iskeletini olusturan protein ag1 vardir.
Eritrosit membran proteinlerinin kantitatif ve kalitatif olarak normal olmalar1 ve
lipid tabaka ile baglantilarinin saglam olmasi, membran stabilizasyonunun
saglanmasinda 6nemli rol oynar (Blackman ve ark 2001 Hassoun ve ark 1997,
Tse ve ark 1999, Timur 2001). Bu proteinlerdeki bir takim defektler, eritrosit
ylizeyindeki lipid tabakayla iligkinin bozulmasina ve eritrosit yiizey hacim
oraninin azalmasina, eritrosit normal seklinin, 1s1 ve mekanik stabilitesinin,
osmotik frajilitesinin bozulmasina ve bu eritrositlerin dalak tarafindan
tutulmasiyla eritrosit omriiniin kisalmasina, dolayistyla hemolitik anemiye yol

acarlar. (Tsoumanis 1996, Timur 2001).

Eritrosit membran proteinleri; membran iskeleti agin1 olusturan ¢evresel
proteinler ve lipid tabakayir delerek membranin dis yiiziine cikan integral
(transmembran) proteinler olmak iizere ikiye ayrilirlar (Sekil 1.1). Cevresel
proteinlerin % 50’sini spektrin olusturur. Spektrin tetramerleri kuyruk
kisimlarindan protein 4.1 ile aktin isimli bir proteine, bir taraftan da bir

transmembran proteini olan ankrine baglanarak lipid tabakasinin yiizeyine ¢ikan
13



band 3 ile birlesirler. Band 3 ayn1 zamanda membranin su ve anyon transportunu
da diizenleyen bir proteindir (Smedley ve ark. 1991, Timur 2001). Eritrosit
membrani; a ve B spektrin, aktin, band 3, ankrin ve protein 4.1 ve 4.2, adduzin,
tropomyozin ve kalmodulinden olusan bir multi protein kompleksidir; (Smedley
ve ark. 1991, Fowler 1996, Tse ve ark 1999, Pazdzior 2003) ancak yine de
eritrosit membran agirliginin yaklasik %50’sini ¢ift katl lipid tabakasi olusturur.
Bu cift katli tabakada lipidler asimetrik olarak yayilmistir: kolin fosfolipidleri bu
tabakanin dis kisminda, amino fosfolipidler ve fosfatidilinozitoller ise ig
kisminda gruplagsmislardir. Hidrofobik lipid tabaka, integral membran protein
ailesi tarafindan yan yana katedilmistir. Bu aile, membran reseptorleri ve
antijenlerini tagtyan glikoforin A, B, C ve D gibi proteinleri ayrica protein 3 gibi
transport proteinlerini igerir. Integral proteinlerin genellikle hiicre dis1, membran
i¢i ve stoplazmik olmak tlizere 3 6zel bolimii vardir. Hiicre disina bakan boliim
genellikle reseptor boliimiidiir ve kan grubu antijenlerini igerir. Membran igi
boliim ¢ok hidrofobiktir ve fosfolipidleri baglar. Stoplazmik boliim ise ¢evresel

proteinlerin baglanma bolgesidir (Tsoumanis 1996, Iolascon ve ark 1998).

b band 3
I |lipid tabaka
K
E A
e
Y T 3 protein 4.2
protein 4.1 Q.’ [ 3 .
== » a-spektrin

-y

_m———

protein 4.1

f- spektrin

YATAY

Sekil 1.1. Eritrosit membraninda yer alan proteinler
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1.2.1. Spektrin Proteini

Insan sferositlerinde ilk bildirilen eritrosit membran iskeleti komponenti
eksikligi, spektrinin parsiyel eksikligidir (Agre ve ark 1985). Membran
iskeletinin major komponenti olan spektrin, biiylik heterodimerik bir molekiildiir

(>400 kDa) (Birkenmeier ve ark 1988).

Spektrin, o ve P alt Unitelerini iceren filamentdoz bir yapidir. Bu
filament6z proteini olusturan bu iki alt liniteyi SPTAI ve SPTB ad1 verilen iki
ayrt gen kodlar. a spektrini kodlayan SPT7A/ geni 1q22-q23 kromozom
bolgesine; [ spektrini kodlayan SPTB geni ise 14q23-q24.2 kromozom
bolgesine haritalanmistir (Dhermy ve ark 1998). Bu iki alt iinite bir heterodimer
olusturmak {izere beraberce donme hareketi yaparak antiparalel olarak uzanirlar.
a ve P heterodimerleri bas kisimlarindan biraraya gelerek tetramerleri
olustururlar (Smedley ve ark. 1991, Tse 1999, Birkenmeier ve ark 2004).
Spektrin tetramerleri distal uglarindan aktin oligomerleriyle baglanirlar. Bu
hekzagonal ag yapist membranin altinda destek yapiyr olusturur ve ankrin
yardimiyla lipid tabakaya baglanir. Ankrin bir ucundan spektrine diger ucundan
da membranlar arasi anyon tastyicist olan band 3’e baglanir. Bu baglanti, protein
4.2-band 3, protein 4.1-glikoforin C ve spektrin-protein 4.1 gibi etkilesimlerle
saglamlastirilir. Horizontal proteinlerin lipid tabakaya baglantisini saglayan bu
dikey protein kopriisiiniin zayiflamast HS’nin patogenezinde oOnemli rol
oynamaktadir (Smedley ve ark. 1991, Hassoun ve ark 1996). Genellikle band 3-
ankrin-spektrin ve protein 4.2°nin olusturdugu dikey etkilesimdeki herhangi bir
defekt HS ile iligkili olup spektrin ve protein 4.1 ve band 3 proteinlerinin
olusturdugu yatay etkilesimdeki bir defekt genellikle Herediter Eliptositoz (HE)
ve Herediter Piropoilositoz (HPP) ile iligkilidir. HE ve HPP daha ¢ok spektrinin
heterodimer olusturma asamasindaki bir defekt sonucu ortaya c¢ikar
(Birkenmeier ve ark 2004). HS ve bu iki hastaligin klinik bulgular1 birbirine
benzer ancak ayirt edici olarak periferik yayma yapilacak olursa; HS’de

sferositler, HE’de eliptositozlar, HPP’de ise akantositler ve sistositler goriiliir.
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1.2.2. Ankrin Proteini

Eritrositte membran iskeleti ile plazma membraninin primer baglayici
proteini ankrindir (Gallagher ve ark 1997 b, Ozcan ve ark 2003). Ankrin
proteini, B spektrini plazma membranindaki band 3 proteinine baglar (Lambert
ve ark 1990). Ankrin geni, eritrosit membraninda spektrin baglanma bdlgesi
arastirilirken kesfedilmistir. Ankrin sadece eritrositte degil néral doku ve iskelet
kas1 dokusunda da kendini ifade eder. Eritrosit ankrin geni (ANKI), 8pl1.2
bolgesine haritalanmistir. Beyin hiicrelerinde bulunan ankrin, biyokimyasal
olarak eritrosit ankrinine benzer ve ANK2 geni tarafindan kodlanir. ANK2 geni

4q25-q27 bolgesinde bulunur (Tsoumanis 1996, Birkenmeier ve ark 2004).

Ankrin proteini biiyiik, multifonksiyonel bir protein olup; N-terminal
bolge (membrana baglanan kisim), merkezde spektrin baglayic1 bolge ve C-
terminal bolge (diger iki bolgenin baglanma ozelliklerini diizenleyen kisim)

olmak iizere ii¢ bolgeden olusur (Gallagher ve ark 1997 a).

Baz1 yayinlarda, ANKI gen mutasyonunun insanda goriilen HS’nin
major nedeni oldugu belirtilmis (Delaunay 1995, Eber ve ark 1996, Tse ve ark
1999), diger bazi yayinlarda da HS’li hastalarin 2/3” {inden fazlasinda kombine
spektrin ve ankrin defekti oldugu bildirilmistir. Biyokimyasal ve molekiiler
gozlemlerle birlikte sitogenetik ve baglanti analizi ¢aligmalar1 gostermistir ki;
HS’li hastalarin biiyiik bir kisminda ankrin defekti primer defekt olabilir ve
spektrin defekti ankrinle baglanma bdlgelerinin kaybi dolayisiyla ankrin
defektine ikincil olarak ortaya ¢ikmis olabilir (Hanspal ve ark 1991, Tsoumanis

1996).
1.2.3. Band 3 Proteini

Band 3 (anyon tasiyici) major integral proteindir (Alloisio ve ark 1996,
Birkenmeier ve ark 2004). Band 3 proteinini kodlayan gen (A4E1, SLC441, EPB3),
17q12-g21 bolgesinde bulunmaktadir. Band 3, sadece eritrositler ve distal renal
tiibiillerde eksprese olur (Bruce 2006). Eritrosit membraninda en fazla bulunan
protein band 3’tiir; her hiicrede 1.2 milyon kopyast bulunur ve 911
aminoasidden olusur (Iolascon ve ark 1998, Tanner 2002). Band 3 proteini iki

temel bolgeden olusur; bunlar bikarbonat ve klorun membranda degis tokusuna
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yardime1 olan C terminal (transmembran) bolge ve ankrin proteini ile membran
iskeletinin etkilesimini saglayarak koprii gérevi géren N terminal (sitoplazmik)
bolgelerdir (Tanner 2002, Lima ve ark 2005). Band 3 oligomerlerinin
sitoplazmik bolgesiyle membran iskeletinin etkilesimi normal eritrosit seklinin
korunmas1 ve mekanik 6zelliklerinin siirdiiriilebilmesi i¢in kritik 6neme sahiptir

(Alloisio ve ark 1997, Gallagher ve ark 1997 a, Bruce ve ark 1999).

Band 3 defektine Amerikali ve Avrupali HS’li hastalarin %20’sinde
rastlanir; ancak Japonlarda daha siktir (Eber ve ark 1996, Jarolim ve ark 1996).
Band 3 proteinini kodlayan SLC4A41 geninde degisik hastaliklarla iliskili pek
¢ok mutasyon tespit edilmistir. SLC44] genindeki mutasyonunun tipine ve
lokalizasyonuna bagli olarak goriilen hastaliklar arasinda; Herediter sferositoz,
Gilineydogu Asya ovalisitozu, korea-akantositoz ve ailesel distal renal tiibiiler

asidoz bulunmaktadir (Birkenmeier ve ark 2004).
1.2.4. Protein 4.2

Protein 4.2, eritrosit membraninin 6nemli unsurlarindan biridir ve tiim
membran proteinlerinin %5’ini teskil eder. Bu proteini £EPB42 geni kodlar ve
15q15-g21 bolgesinde bulunur. Protein 4.2, band 3’iin stoplazmik bdlgesine
baglanarak ankrin-band 3 baglantisinda 6nemli rol oynar (Iolascon ve ark
1998). Bu nedenle protein 4.2 defekti, band 3 ve ankrin kismi defektlerine bagh
ikincil bulgu olarak ortaya ¢ikabilir (Lanciotti ve ark 1997, Peters ve ark 1999).
Bununla birlikte bazi hastalarda izole protein 4.2 eksikligi de goriilebilir (Tse ve

ark 1999).

Eritrosit membraninda yer alan major proteinler, bulunduklari kromozom
bolgeleri ve bu proteinlerin eksikligi veya defekti sonucu olugsan HS hastaliginin

kalitim sekli Tablo 1.1° de 6zetlenmistir.
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Tablo 1.1. Eritrosit membraninda yer alan major proteinler, genlerinin

bulundugu kromozom bélgeleri ve kalitim 6zellikleri.

Protein Geni Kromozom Bolgesi Kalitim Sekli
A- Spektrin SPTAI 1q22-q23 Resesif
B- Spektrin SPTB 14923-q24.2 Dominant
Ankrin ANK1 8pll.2 Dominant
Band 3 SLC4A1 17q12-q21 Dominant
Protein 4.2 EPB42 15q15-g21 Resesif

1.3. Herediter Sferositoz

Herediter Sferositoz, Kuzey Avrupa iilkelerinde 1/2000 insidansla beyaz
irkta goriilen en yaygin hemolitik anemidir. Amerika Birlesik Devletlerinde
insidans 1/5000°dir (Smedley ve ark 1991, Reinhardt ve ark 2001). Olgularin %
75’1 otozomal dominant kalittm kalibiyla seyrederken, % 25 vakada aile
hikayesine rastlanmamaktadir (Agre ve ark 1985). Bu vakalarin yaris1 aslinda
otozomal resesif kalitilirken, diger yarisi yeni mutasyonlar sonucu olusmaktadir

(Tse ve ark 1999).

Klinik olarak HS; asemptomatik formdan, hayati tehtid eden ve diizenli
kan transfiizyonu gerektiren, ciddi anemiye ve hatta seyrek olarak hidrops fetalis
ve fetal 6liime kadar giden tehlikeli durumlara kadar degisen tablolarla seyreden
bir hastaliktir. Bu degiskenlik, HS’nin gelisiminde gergeklesen degisik
molekiiler defektlere baglidir (Iolascon ve ark 1998, Timur 2001, Boguslawska
ve ark 2004).
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Yenidogan déneminde HS genellikle semptomatiktir. italyan pediatrik
cerrahlarin 468 vakada yaptiklar1 arastirmaya gore, vakalarim % 65’inde
bulgular yenidogan donemde belirgindir. Hemen hemen tiim vakalarda uzun
siiren sarilik goriilmiistiir ve hiperbiluribinemiyi kontrol altinda tutmak igin
fototerapi veya kan degisimi gerekli olmustur. Anemi, calisilan grubun
%44’tinde saptanmistir ve hastalarin 2/3’tine kan nakli gerekli olmustur (Pinto

ve ark 1985).

Yetiskinde HS’nin klinik belirtileri; anemi, sarilik ve splenomegalidir.
Periferik yaymada retikiilosit ve sferositlerin varligi ve artmis eritrosit osmotik
frajilitesi tam1 koydurucudur. Sferositler; kiiresel goriiniimlii, ortada soluklugu
olmayan mikrositik hiicrelerdir. (Tse ve ark 1999, Bracher ve ark 2001). Aslinda
B spektrin anomalili hastalarda akantositler (dikenimsi eritrositler), band 3
defekti olan hastalarda ise mantar sekilli eritrositler goriiliir (Iolascon ve ark
1998). Membran yapist bozulmus ve deforme olmus bu eritrositleri dalak
dolagimdan yakalar ve yok eder. Bunun sonucu olarak dalakta biiyiime meydana
gelir. Dalagin  alinmasiyla hemolizin derecesi azaltilmis olur; ancak
eritrositlerdeki yapisal anomali devam eder (Tse ve ark 1999). Hastaligin
seyrinde kronik hemolize bagli safra kesesi tagi saptanmakla birlikte bazen
enfeksiyonlarla iligkili olarak eritroblastopenik ve hemolitik krizler de
goriilebilmektedir. Artmis hiicre dongiisii nedeniyle sekonder folat eksikligi,
megaloblastik anemi ve nadiren hemakromatosis gelisebilmektedir (Giilen ve

ark 2003).

HS’da hastaligin ciddiyeti hafif, orta, hafif-ciddi ve ciddi olarak dort
farkli sekilde ifade edilir. Bu degerlendirme bazi ortak laboratuvar
degiskenlerine gore yapilir. Bunlar; hemoglobin ve biluribin konsantrasyonlari
ve retikulosit sayilar1 gibi degerlerdir (Perrotta ve ark 2008). Tiim bu klinikve

bazi genetik 6zellikler tablo 1.2°de 6zetlenmistir.
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Tablo 1.2. Herediter Sferositozun bazi klinik ve genetik 6zellikleri (OD;
Otozomal dominant, OR; otozomal resesif, Sp; spektrin, Ank; ankrin, pro 4.2;

protein 4.2, SDS-PAGE; sodyum dodesil siilfat poliakrilamid jel elektroforezi).

Hafif Orta Orta-ciddi Ciddi
Hemoglobin(g/L) Normal >80 60-80 <60
Retikulosit < 6% >6% >10% >10%
Biluribin(pmol/L) 17- 34 >34 34-51 >51
Periferik yayma Sferositler Sferositler Sferositler ~ Mikrositler,
poikilositoz
Splenektomi Seyrek olarak Bazi vakalarda  Gerekli Gerekli
>5 yas >2-3 yas
SDS-PAGE Normal Sp,Ank+Sp,  Sp,Ank+Sp, Sp,Ank+Sp,
(protein eksikligi) band3, pro 4.2 band3 band3
Kalitim kalib1 OD OD, OD, OR

de novo mut. de novo mut.

HS’li hastalarda membran iskelet proteinlerinin yapilan ilk biyokimyasal
analizlerinde spektrin eksikligi oldugu gorilmiistiir. Hastaligin ciddiyeti ve
splenektomiye cevabi spektrin eksikliginin miktartyla iligskilendirilmis (Agre ve
ark 1985) devam eden sitogenetik ¢alismalar ve baglant1 analizleriyle altta yatan
asil nedenin ankrin eksikligi oldugu goriilmiistiir (Lux ve ark 1990). Daha sonra
Savvides ve ark (1993), HS’li pek cok hastada spektrin ve ankrin eksikliginin
birlikte bulundugunu agiklamislardir. Simdiki bilgilerimize gére HS, eritrosit
membran iskeleti ve lipid tabaka arasinda yer alan vertikal etkilesimi olusturan
proteinlerdeki defekt sonucu olugmaktadir. Sodyum dodesil siilfat —
poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE) analizi kullanilarak yapilmis pek
¢ok arastirma gostermistir ki; HS’li hastalarin % 30-45’inde kombine spektrin-
ankrin defekti, yaklasik % 30’unda izole spektrin defekti ve yaklasik % 20’sinde
band 3 defekti bulunmaktadir (Jarolim ve ark 1996, Dhermy ve ark 1997,
Lanciotti 1997). izole protein 4.2 defektine az sayida Amerikali ve Avrupali

hastada rastlanirken Japonlarda sik oldugu gozlenmistir (Tse ve ark 1999).
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SDS-PAGE yontemi eritrosit hiicre iskeletini olusturan membran protein

defektlerini belirleyip taniya yardime1 olan bir tekniktir. Membran proteinlerinin

Ol¢iiliip karsilastirilmasina dayanan bu yontem c¢ogu HS’li vakanin tanisinda

gerekli degildir; ¢iinkil eritrosit belirtecleri, klinik ve aile hikayesine dayanarak

dogru tani koyulabilir.

Eritrosit membran proteinlerinin, SDS-PAGE yontemiyle analizi, HS’1i

hastalarda karsilasilabilecek 4 belirgin alt grubu agiklayabilir ayn1 zamanda pek

cok alternatif protein eksikliklerinin tanimlanmasina yardimci olabilir. SDS-

PAGE yontemiyle yapilan analizlere gore HS’ye neden olan protein defektleri

ve sikliklar1 Tablo 1.2° de verilmistir (Jarolim ve ark 1996, Gallagher ve ark

2001)

Tablo 1.3. Membran protein defektlerinin goriilme yiizdeleri

Protein Defekti Goriilme Sikhgi
Spektrin-Ankrin %35-45
Izole spektrin %30
Band 3 % 20
Protein 4.2 % 5

HS’de, eritrosit membran proteinlerinin olusumunda etkili olan genlerde

tespit edilmis mutasyonlardan major etkili olanlar o ve [ spektrin, ankyrin,

band 3 ve protein 4.1 genlerindedir. Bu genlerin tiim 6zellikleri Tablo 1.3” de

Ozetlenmistir.
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Tablo 1.4. Eritrosit membran proteinlerini olusturan genlerin 6zellikleri

(Gallagher ve ark 1997).

PROTEIN | GENI | LOKALIZASYONU |y OEN e | ERZON ANgE%‘;fm

a-spektrin | SPTA1 1922-q23 80 kb 52 2429

B- spektrin | SPTB 14q23-24.2 > 100 kb 32 2137
Ankrin ANK1 8pll.2 ~ 160 kb 42 1880
Band 3 |SLC4A41 17q12-921 17 kb 20 911

Protein 4.2 | EPB42 15q15-g21 20 kb 13 691

Genetik haritalama islemi farkli yontemleri kullanmakla birlikte temelde
istatistiksel bir analizdir ve bunun i¢in hipotezin saglam parametrelerle desteklenmesi
gerekmektedir. Genetik haritalama islemi icin Oncelikle kalittim kalibinin
belirlenebilmesi (tek gen kalitimi, kompleks kalitim, mitokondrial kalitim vs.)

gereklidir.

1.4. Kalitim kalibinin belirlenmesi

Kalitim kalibinin belirlenmesi temel olarak pedigri incelemesi esasina
dayanir. Pedigri olusturulduktan sonra genetik gecisin kusaklar arasi
segregasyonunu gérmek miimkiin olabilir. Kalitim kaliplar1 baslica 3 ana baslik

altinda toplanabilir;
1. Kromozomal kalitim
2. Tek gen kalitimi

3. Kompleks kalitim
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1.4.1. Kromozomal kalitim

Kromozomlar, DNA ve proteinlerden olusan kromatinin ileri derecede
yogunlagmis halidir. Hiicre boliinmesi ile her biri bir dogrusal DNA molekiilii
kapsayan kromozomlar, yavru hiicrelere diizenli bir sekilde dagilirlar; ancak
bazen kromozomlardaki sayisal ve yapisal birtakim degisiklikler tasidiklari
genlerin yerini ya da pozisyonunu etkilemekte ve hastalik nedeni olmaktadirlar.
Kromozomlar ¢ok sayida geni iizerinde barindiran olusumlardir. Bu nedenle
kromozomlardaki birtakim kirilmalar, par¢ca degisimleri, parca eklenmeleri ve
kayiplart dogal olarak pek ¢ok geni etkilemekte ve bunun sonucu olarak birden
fazla organ sistemini  etkileyen sendromlar ortaya ¢ikmaktadir.
Kromozomlardaki kirilma, parca degisimleri, par¢a eklenmeleri ve kayiplari

sitogenetik inceleme yontemleriyle gosterilebilir.
1.4.2. Tek gen kalitimi (Mendeliyen Kalitim)

Tek gen kalittminda tek bir gendeki bozukluk hastalik etkeni olmaya
yeterlidir. Tek bir mutant gene bagli olarak ortaya c¢ikan hastaliklar , Mendel

kurallaria uyar sekilde davranirlar ve belirli kalitim kaliplar1 gosterirler.

Bir birey, herhangi bir gen i¢in homolog kromozomlarin ayni lokusunda
yer alan identik alellere sahip ise homozigot, farkl alellere sahip ise heterozigot
olarak nitelendirilir. Bireylerin fenotipik yapilar1 {izerinde etkili olan genlerden
hem heterozigot hem de homozigot durumda ayni fenotipi veren genler
dominant, sadece homozigot olarak bulundugu durumlarda fenotipte kendisini
ifade edebilen genler ise resesif olarak adlandirilmaktadir (Thompson ve ark

1991).

a.  Otozomal dominant kalitim: Kisinin anne ya da babasindan tek
kopyada hastalik genini almasi hastaligin ortaya ¢ikmasi i¢in yeterlidir. Hastalik
her kusakta goriiliir ve bu durum dikey kalitim olarak ifade edilir. Hasta
bireylerin ¢ocuklarinda hastalik %50 oraninda cinsiyet farki gozetmeksizin
ortaya ¢ikar. Bazi bireyler geni tasidiklar1 halde hastaligi ortaya ¢ikarmazlar
fakat hastalik sonraki kusaklarda ortaya c¢ikar. Bu duruma azalmis penetrans
denir. Ayrica otozomal dominant kalitimda hasta bireylerde klinik acidan

farkliliklar goriilebilir (Connor ve Ferguson- Smith 1997).
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b.  Otozomal resesif kalitim: Hastaligin ortaya ¢ikmasi i¢in bireyin
hem anne hem de babasindan mutant geni almasi gerekir. Tek kopya hastalik
geni tagtyan heterozigot bireylerde hastalik ortaya ¢ikmaz, ancak bu bireyler
tagiyict olurlar. Tastyict bir anne ve tasiyict bir babanin ¢ocuklarinda hastalik
goriilme olasiligr %25°dir. Bu, akraba evliliklerinde siklikla karsilagilan bir

durumdur. Hastalik kizlar ve erkeklerde esit olarak goriiliir.

c. X’e bagh dominant kalitim: Bu kalittm kalibinda tek bir X
kromozomunda hastalik geninin taginmasi, hastaligin ortaya ¢ikmasi icin yeterli
oldugundan kizlarda ve erkeklerde goriiliir. Otozomal dominant kalitimdan tek
farki hastaligin cinsiyete bagli gec¢is gostermesidir. Babalar ogullarina Y
kromozomunu verdikleri i¢in kendileri hasta olsalar bile ogullarina bu hastaligi
geciremezler. Babadan ogula gecis yoktur. Ancak babalar kizlarma X
kromozomunu gegirdiklerinden hasta babanin tiim kizlar1 hasta olur (Gelehrter

ve ark 1998).

d. X’e bagh resesif kalitim: Hastaligin ortaya ¢ikmasi agisinda kiz
ve erkekler agisindan farkliliklar vardir. Kizlar iki adet X kromozomu tagidiklari
icin tek bir X kromozomunda hastalik genini tagimalar1 hasta olmalart igin
yetmez, ancak tasiyici olurlar. Bu nedenle genellikle erkeler hasta, kizlarsa
tagiyicidirlar. X’e baglh resesif kalitim pedigrisinde tipik ‘dayi-yegen kalitimr’
goriiliir. Tasiyict bir annenin erkek ¢ocuklarinin %50’si hasta, kiz ¢ocuklarin
%350’si tasiyicidir. Annenin erkek kardeslerinde hastalik gortilebilir. Hasta bir
erkegin hastaligi ogullarima gecirme olasili§i yoktur; kizlarin ise hepsi
tastyicidirlar. Bu kizlarin erkek ¢ocuklarinda yine %50 oraninda hastalik ortaya

cikacaktir (Gelehrter ve ark 1998).
1.4.3. Kompleks kalitim

Pedigri modelinde Mendeliyen kalitima uymayan modeller kompleks
kalitim olarak adlandirilir. Tek gen hastali§i oldugu halde pedigride karmasik
yapiya yol acan bir 6rnek basimlama (genomic imprinting) modelidir. Burada
mutant genin anne ya da babadan gecisine bagli olarak ya hi¢ eksprese
olamamas1 ya da farkli ekspresyonu s6z konusudur. Basimlanma olay1

metilasyon mekanizmasiyla agiklanir. Genlerin baz1 bdlgelerine metil (NH3)
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gruplarinin baglanmasi sonucu gen ekspresyonunun onlenmesi ya da azalmasi

seklinde izah edilebilir.

Bir niteligin ortaya ¢ikmasinda genler ile ¢evresel etkenler bir arada rol
oynuyorsa buna ¢ok faktorlii (multifaktoriyel) kalitim denir. Genetik yatkinlik ve
cevresel etkenlerin etkilesimi s6z konusudur. Boy, kilo gibi normal dagilim
gosteren Ozellikler yaninda hipertansiyon, diabet, sizofreni, bipolar bozukluklar
gibi toplumda yaygin olarak goriilen hastaliklar multifaktoriyel kalitima

Ornektir.

Bir diger kompleks kalitim tipi de mitokondrival kalitmdir. insanda
genetik materyal baglica iki organelde bulunur; c¢ekirdek ve mitokondri.
Mitokondri DNA’s1 genomik DNA’dan farklidir. Evrim i¢inde bu DNA’nin
bakterilerden kdken aldig1 ve insan organizmasina yerlestigi diisiiniilmektedir.
Kalitim modeli agisindan énemi ise mitokondri DNA’sinin sadece anne yolu ile
bir sonraki kusaga aktarilmasidir. Hasta annelerin genelde tiim ¢ocuklar1 hasta
olur. Bu hasta c¢ocuklarin bir sonraki kusagina bakildiginda, hasta kadinlarin
cocuklarinda yine hastalik ortaya cikarken, hasta erkeklerin tiim g¢ocuklari

saglam olur (Akarsu 2004).
1.5. Mutasyon ve Polimorfizm Kavramlan

Insanda genetik materyal DNA (Deoksiriboniikleik asit) dir. DNA’da
meydana gelen degisiklikler bireylerin DNA’larinin birbirinden farkli olmasini
saglar. Insanda DNA dizilimi protein kodlayan ve kodlamayan kisimlardan
olusur. Kodlamayan DNA’nin biiyiikk bir kismi genler arasindaki aralayici
dizilerdir. Genler de ekzon ve intron ad1 verilen iki kisitmdan olusur. Ekzonlar
protein yapiminda rol alirken, intronlar transkripsiyon sirasinda kesilerek
uzaklastirilirlar ve dolayisi ile genetik cesitlilige yol actigmi varsaydigimiz
degisikliklerin DNA’nin hangi kisminda oldugu 6nem kazanir. Protein yapisina
girecek olan DNA bdlgelerindeki degisiklikler mutasyon olarak adlandirilir ve
hastaliga yol acarlar. Genel olarak proteinlerde farklilik yaratmayan ya da
olusan farkliliklarin fenotipte degisiklige yol agmadigi DNA dizi degisiklikleri
ise polimorfizm kavrami altinda ele alinir. Mutasyonlar toplumda nadir goriilen

degisiklikler olmasia karsin polimorfizmler toplumda yaygin olarak bulunur
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(% 1’in lizerinde). Olus mekanizmalarina ve bulunduklar1 yerlere gore farkli
tiplerde polimorfizmler mevcuttur. Tiim bu polimorfik o6zellikler genetik

gosterge olarak gen haritalama ¢alismalarinda kullanilmaktadir.

1.5.1. Kisa DNA baz tekrarlar1 (Short Tandem Repeat
Polymorphism; STRP veya microsatellite): Insan genom projesi ¢alismalari
sirasinda genomda sifreye doniismeyen bdolgelerde iki ya da dort bazlik tekrar
bolgeleri oldugu goriilmiistiir. Bu tekrar bolgelerinin herhangi bir islevsel 6nemi
yoktur; ancak bireylerin DNA’larmin birbirlerinden farkli olmalarina neden
olurlar ve icerdikleri tekrar sayilarina gére DNA’da bolgeye 6zgii biiyiikliik
farkliliklar1 yaratirlar. Boyle bir bireyin DNA’smin ilgili bdlgesini Polimeraz
Zincir Reaksiyonu (PZR) metodu ile cogaltip jelde yiiksek elektrik akimi altinda
yiirlitecek olursak, daha kisa olan DNA parcas1 daha hizli ilerleyecek, digeri ise
geride kalacak; boylelikle jel iizerinde farkli bant gériiniimleri olusacaktir. Ayni
bireyin anne ve babasina ait DNA’lar da ¢ogaltilip jelde yan yana yiiriitiilecek
olursa anne-baba-cocuk jel goriintiileri karsilastirilarak bireyin hangi alelini

hangi ebeveyninden aldig1 saptanabilecektir.

Insan genom projesi kapsaminda genomda bdyle dzellige sahip bdlgeler
saptanarak bu bolgelerin PZR metodu ile ¢ogaltilmasina olanak verecek bolgeye
0zgi niikleotid dizileri (primer) ve bunlarin kromozom bdélgelerine gore yerleri
yaymmlanmistir. Bu primerleri se¢mekte bize yardimci olan bu internet adresleri
sunlardir: The Center for Medical Genetics, Marshfield (http:// research.
marshfieldclinic.org/genetics), Cooperative Human Linkage Center (CHLC)
(http://Ipg.nci.nih.gov/CHLC), The Genome Database (http:// www.gdb.org) ve
Utah Genome Center (http://www.genome.utah.edu). Gen haritalama
caligmalarinda son yillarda kullanilan genetik gostergeler STRP bolgelerini

cogaltmaya yarayan bu genetik gosterge dizileridir.

1.5.2. Uzun DNA baz tekrarlarn (Variable Number Tandem Repeats;
VNTR ya da minisatellitler): DNA’nin bazi bolgelerinde blok halinde biiyiik
DNA parcalarinin (9-70 baz cifti ve daha uzun bolgeler) birka¢ kopya halinde
tekrarlandig1 goriiliir. Bu tekrar bolgelerini iceren DNA pargalar1 bolgeyi igine

alacak sekilde bolgenin disindan enzimler (Restriksiyon enzimleri) araciligi ile
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kesilir. Daha sonra ilgili bélge nitroseliiloz bir membrana aktarilir ve VNTR
bolgelerine 6zgili isaretli DNA pargalar1 (Prob) ile birlestirilir (Southern Blott
yontemi). Boylelikle bireyler arasinda farkli uzunlukta olan DNA parcalari
goriiniir hale getirilmis olur. VNTR’lerin saptanmas1 6zellikle adli tipta genetik

parmak izi olarak adlandirilan islemde genis kullanim alan1 bulmustur.

1.5.3. DNA’min tek bir bazindaki degisiklikler (Single Nucleotid
Polymorphisms; SNP): Burada tek bir DNA bazmin bagka bir bazla yer
degisimi s6z konusudur. Bunun DNA par¢aciginda biiytikliik fark: yaratan diger
polimorfizmlerden farki, biiyiiklikk farki olusmadigi icin bu bolgeleri PZR
metodu ile ¢ogaltip jelde olusturacagi biiyiikliik farki agisindan degerlendirmenin
bir anlam1 yoktur. Alellerden birinde olusan bu baz degisikligini taniyacak ve
cogaltma sonrasinda iki alel arasinda biiytikliik farki yaratacak farkli primer
kullanilmasina dayali “alele 6zel amplifikasyon” yontemi kullanilir. Bu degisimi
floresan isaretlerle tantyan otomatik analizlerin kullanilmasi da pahal1 fakat etkin
yontemlerdir. Son yillarda tiim genomdaki SNP degisiklerinin hepsini birden
saptamay1 hedefleyen DNA c¢ip analizi yontemi de gelistirilmistir. Bu yontemle
tek bir ¢iple 250000-500000 SNP degisikligi saptanabilmektedir ve bu da gen

haritalama c¢aligmalarinda devrim niteliginde bir katk1 yapmustir.

1.5.4. DNA’y1 kesen enzimlerin olusturdugu uzunluk polimorfizmleri
(Restriction Fragment Lenght Polymorphism; RFLP) : DNA’y1 belli baz
dizilerinden taniyip kesen enzimler, “DNA kesim enzimleri (Restriction
Endonucleases)” olarak isimlendirilirler. Bazi kesim enzimlerinin 6zgiil tanima
bolgeleri genellikle 4-6 DNA bazindan olusur. Normalde enzimin tanima bolgesi
olan bu bazlarda bir degisiklik oldugunu varsaydigimizda enzimin DNA’y1
kesme kalib1 degisecektir (Akarsu 2004).

1.6. Genom haritalamasi

Genom, bir canlinin sahip oldugu haploid DNA molekiillerinin tamamina
verilen isimdir. Genom haritalamasi, kromozomlar iizerinde gen lokuslarinin
konumlarinin belirlenmesidir. Dizi analizi ise niikleotid baz ¢iftlerinin

diziliminin belirlenmesidir. Dizi analiziyle; bir genin yapisi, islevi ve hastalik
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nedeni olan mutasyonu  aciklanabilir. Pek ¢ok genin ve diger genetik
belirleyicilerin birbirlerine goére bir kromozom boyunca dizilis sirasinin
belirlenmesiyle bir kromozomun haritasin1 veya tiim genom haritasini ¢ikarmak

miimkiindiir (Passarge 1995).

Insan genomunun anatomisi, DNA organizasyonunu gosteren haritalarla
sematize edilir. DNA’nin organizasyonunu gosteren temelde 2 tip gen haritasi

vardir:
1.6.1. Fiziksel haritalar:

Fiziksel harita, bir gen lokusunun konumunu ve ayni kromozom
tizerindeki diger genlerle olan wuzakligini, kromozom {izerindeki belirli
konumlara gore baz c¢ifti olarak gercek degerlerle verir. Diisiik rezoliisyonlu
fiziksel haritalar, genleri kromozomlar iizerine ya da metafaz kromozomlari
tizerindeki sitogenetik bantlara bagli olarak bir kromozomun bolgeleri iizerine
yerlestirilebilir; yiikksek c¢oziiniirliikte fiziksel haritalama ise genlerin
kromozomlar iizerindeki yerlesimlerini ve genler arasindaki uzakliklari, DNA

uzunlugu gibi gercek fiziksel dl¢timlerle belirler (Thompson ve ark 1991).

DNA dizilerinin fiziksel haritalanmasinda ¢ok basit bir yontem olan
kromozom in situ hibridizasyonu kullanilmistir. Bdylece uygun kosullarda
yapilan hibridizasyondan sonra elde edilen sinyal, bir DNA dizisinin harita
lokasyonunun tanimlanmasini saglanabilir. Giiniimiizde in situ hibridizasyon
teknikleri floresan in situ hibridizasyon (FISH) olarak gelistirilmistir. Yontem
belirli bir DNA bolgesi kullanarak tim kromozomlar i¢inde esdeger bolgeyi
bulmak seklinde uygulanir. DNA bolgesi, radyoizotopla veya floresanla
isaretlendikten sonra 1sitma ve sogutma iglemlerini takiben tek iplik haline
getirilir. Boyanmamis ve lam iizerine yayilmis metafazlara uygulanir. Hazirlanan
prob, metafazda yer alan kromozomlardan kendi ile esdeger bolgesi olan ile
birlesir. Floresan kullanilarak gelistirilen yeni yontemler, DNA dizilerinin

haritalanmasinda kullanilmaktadir (Akarsu 2002).
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1.6.2. Genetik haritalar:

Kisaca genomun matematiksel analizi olarak bilinir ve genlerin
kromozomlar iizerindeki lokalizasyonlarinin bulunmasinda molekiiler biyolojik
yontemler ve bir dizi karmasik istatistiksel analizleri kullanir. Genetik haritalama
daha ¢ok hastalik genlerinin haritalanmasi i¢in baglanti analizinde kullanilir
(Kong ve ark 2002). Baglanti (linkage), ayn1 kromozom iizerindeki birbirine
yakin alellerin, tek bir birim olarak mayoz yoluyla birlikte aktarilma egilimi
olarak tanimlanabilir (Thompson ve ark 1991). Ozellikle genetik etyolojili
hastaliklarin ~ gen lokalizasyonlarinin saptanmasinda son derece verimli bir
metod olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Metod en genel anlamu ile lokalizasyonu
aranan gen ile lokalizasyonu bilinen polimorfik bir genetik belirleyicinin
(marker) kusaklar arasinda birlikte kalitilmasinin test edilmesi esasina dayanir.
Bilindigi gibi kromozomlar mayozda karsilikli parga degisimine ugrarlar
(crossing over). Bu parca degisimleri sirasinda birbirine yakin genler siklikla bir
arada gametlere giderler. Birbirine uzak yerlesimli genler ise Mendel’in bagimsiz
tertiplenme kuralina gore rastgele olarak bir arada ya da ayrilarak giderler.
Boylelikle yavru kusaklarda ebeveynlerde olmayan yeni yapilanmalar ortaya
cikar. Bu olaya “rekombinasyon” olayi, ortaya ¢ikan iiriinlere de “rekombinant”

tirlinler denir (Sekil 1.2).
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Sekil 1.2. Rekombinasyon olgusu
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Rekombinasyon olayinda temel hipotez sudur; eger aradigimiz gen
lokalizasyonunu bildigimiz genetik belirleyiciye ¢ok yakinsa mayozda
birbirlerinden ayrilamayacak ve kusaklar arasinda daima genetik belirleyici ile
alel birlikte kalitilacaktir. Baska bir deyisle yavru kusaklarda rekombinant
bireylerin fazla sayida bulunmasi aradigimiz genden uzaklastigimiz anlamina
gelecektir. Bu yolla genetik belirleyici alelin yeri bilindigine gore ilgilendigimiz

genin ya da hastaligin yerini de bulmamiz kolaylasacaktir.

Rekombinasyon birimi centiMorgan (cM) ile ifade edilir. 1 ¢cM her 100
kiside 1 rekombinant birey oldugunun gostergesidir (1/100= 0.01) ve € (theta)
isareti ile gosterilir. Genetik uzakliklar fiziksel anlamda o6lgiilebilir uzakliklar
degildir. Teorik olarak iki lokus arasinda 1cM’lik bir uzakliktan s6z edildigi
zaman, yaklasik 1 milyon baz ¢iftinden s6z ediliyor demektir (Akarsu 2002).

Gen haritalamas1  yapabilmek i¢in  kusaklar arasi  kalitimi
izleyebilecegimiz genis ailelere ihtiya¢ vardir. Hipotezimizi olusturabilmek icin
kalittm kalibinin belirlenebilmesi (tek gen, kompleks, mitokondrial vs.) ve
genetik belirleyicilerin saptanmasi gerekmektedir. Genetik haritalama islemi,
farkl1 molekiiler biyolojik yontemleri teknik olarak kullanmakla birlikte temel
olarak istatistiksel bir analizdir ve tiim istatistik yontemlerde oldugu gibi etkin
bir genetik haritalama yapabilmek i¢in hipoteze yonelik parametrelerin ¢ok
saglam olarak belirlenmesi gerekir. Bu metod kullanilarak herhangi bir nitelik
(gen, genetik belirleyici, hastalik gibi) haritalanmaktaysa da en genis kullanim
alanin1 genetik hastaliklarin haritalanmasini olusturmaktadir. Genetik etkenlere
bagli oldugunu diisiindiigiimiiz bir hastaligin gen haritalamasin1 yapmak

istedigimizde bu islem i¢in gerekli agsamalar sunlardir:

a. Haritalanacak fenotipin oOzellikleri belirli standartlara gore

tanimlanmahdir.

Fenotip; Bir bireyin genler ve ¢evre etkilesimleri sonucu ¢esitli metodlar
ile ortaya konulabilen 0zelliklerinin tiimii olarak tanimlanabilir. Gen
haritalamasinin ilk asamasi haritalanacak genin, hastaligin ya da karakterin
Ozelliklerinin ~ standartlar  olusturarak  saptanmasidir. Gen haritalama

caligmalarinda genellikle ¢ok sayida aileden toplanmis 6rneklere ihtiyag vardir.
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b. Hastaligin kahitim kalib1 belirlenmeli ve kullamlacak metoda

Kkarar verilmelidir.

Oncelikle kalitim kalib1 saptanmali ve gen haritalama igin secilecek

metod belirlenmelidir. Gen haritalama metodlar1 baglica iki ana gruba ayrilir.
1. Parametrik Metodlar
2. Non- parametrik Metodlar
Bu yontemler boliim 1.6°da ayrintili olarak anlatilacaktir.

¢. Haritalamada kullamilacak genetik belirleyiciler dogru olarak

secilmelidir.

Bir ailede bir kromozom bdlgesinin kusaklar arasinda kalittimini
gosterebilmek ve bunu hastalikla iliskilendirebilmek i¢in genetik gostergelere
ihtiya¢ vardir. Bu gostergeler boliim 1.4’ de anlatilan polimorfik degisiklerdir.
Bu 6zellik; herbir bireyde hatta kisiye ait biri anneden digeri babadan kalitilan

kromozomlarda da farklidir.

Eger bir kisiye ait DNA 6rnegi genomda bu 6zelligi gdosteren bolgelere
0zgii primerler kullanilarak PZR yolu ile ¢cogaltilir ve elektroforezde yiiriitiilecek
olursa o kisiye ait polimorfik genetik belirleyicilerden olusan bir DNA profili
ortaya ¢ikar. Bu tipki parmak izi gibidir, bireyler arasinda farklilik gosterir.
Birka¢ kusakli aile bireylerinde boyle bir amplifikasyon yapilirsa
kromozomlarin kusaklar arasinda dagilimi, bu polimorfik genetik belirleyiciler
aracilifiyla belirlenir. Boylelikle mayozda olusan parga degisimleri ve
sonundaki olas1 rekombinant iirlinler, aile bireylerini birka¢ kusak izleme

olanagi saglanabilir.

Rekombinasyon orani; @ sifir ile 0,5 arasinda (0 < 8 < 0,5) bir sayidir.
6 =0,5 oldugunda, bunlar farkli kromozomlarda bulunan lokuslar gibi Mendel’in
ikinci yasasia gore bagimsiz davranmaktadir yani hastalik ile genetik gosterge
arasinda iliski yoktur. Rekombinasyon orani # < 0,5 oldugunda iki lokus
arasinda bir baglant1 (linkage) vardir ve rekombinasyon oran1 & kiigiildiik¢e

baglanti olma olasilig1 artmaktadir.
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Bir kromozom tizerinde bulunan iki lokus arasindaki fiziksel uzaklik,

bunlar arasindaki niikleotid sayisi olarak tanimlanmaktadir. Bir santiMorgan

(0.01 Morgan) yaklasik olarak 10° baz ciftidir.
d. Istatistik degerlendirmeler metoda gore secilmelidir

Baglant1 analizi i¢in; LOD Skor (Logaritm of Odds Ratio) analizi
yapilir. LOD Skor: Baglanti saptanmasi olasiliginin baglanti gézlenmemesi
olasiligma oranmin logaritmik degerde ifade bicimidir. Bagka bir deyisle
aranilan genin, test edilen kromozom lokusunda olmasi olasiliginin ilgili lokusta
bulunmamasi olasigina oranidir. Ortaya c¢ikan deger arttikca lokalizasyonun
saptanmast olasilig1 da artacaktir. Ornegin bu deger 5 ¢ikarsa aranilan genin test
edilen kromozom lokusundan secilen genetik belirleyiciye baglanti gostermesi
olasihigl, baglanti olmamasi olasihigimdan 10° kez (100.000 kez) daha fazla
olacaktir. Negatif degerler de lokustan uzaklasildiginin gostergesidir. LOD Skor
= 3 ve {istli olan degerler baglantiy1 desteklemesi agisindan anlamli kabul
edilirken -2 ve alt1 kesin olarak baglanti yoklugunu gosterir. Aradaki degerler
yoruma agiktir. LOD skoru ile iki genin (hastalik geni ile belirleyici alelin) ne
kadar birbirine yakin oldugu matematiksel yollarla 6lgiiliir ve sonug olarak
aranilan genin test edilen kromozom lokusunda olup olmadig1 anlasilir. Hastalik
aleli ile gosterge aleli arasinda tam birlikteligi varsayan durum, (6 = 0.00 cM)
olarak gdsterilen bolgedir ve burada yer alan sayilar LOD skor ifadeleridir. -oo
ifadesi ise hastalik aleli ile gosterge aleli arasinda en az bir bireyin
rekombinasyon gosterdigini belirtir. Tam baglanti durumunda genotiplenen
bireylerde hastalik ile gosterge aleli arasinda rekombinasyonun hi¢ olmayacagi

varsayilir (Akarsu 2004).

Geni  haritalanacak olan hastaligin  genomdaki lokalizasyonu
bilinmemektedir. Genetik gosterge olarak kullanilacak olan polimorfik
degisikliklerin ise hangi kromozom lokasyonunda bulundugu insan genom
projesi kapsaminda belirlenmistir. Kisaca bu polimorfik gostergelere ait haritalar
elimizde mevcuttur. Belirli bir kromozom bolgesinden segilen polimorfik DNA
gostergeleri ile hastalik aleli arasinda baglanti1 analizi yapilirken, polimorfik

gostergeler kromozomun {izerinde yukaridan asagiya dogru siralanirlar ve
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birbirlerine gore yerleri bellidir. Gen haritalama sirasinda bu siralamaya dikkat
etmeden gostergeleri kullanacak olursak; gosterge-gosterge, hastalik- gosterge
arasinda olusacak rekombinant yapilanmalari belirleyebilmemize imkan yoktur.

Oysa ki gen haritalamanin esas1 bu rekombinasyonlari belirlemeye dayanir.
1.7. Gen Haritalama Yontemleri

1.7.1. Parametrik Metodlar:

Parametrik metodlar denilince temel olarak Baglanti Analizi (Linkaj
Analizi) akla gelir. Parametrik analizlerin kullanilabilmesi icin asagidaki

parametrelerin belirlenmesine ihtiyag¢ vardir:
a. Hastaligin kalitim kalib1 kesin olarak tespit edilmelidir.
b. Uc kusakli ya da daha genis aileler tercih edilmelidir.
c. Ornek toplama yaklasinmi kalitim kalibina gére yapilmalidir.

Hastaligin ~ kalittm  kalibt  analizlerde  kullanilacak  hipotezin
belirlenmesine yardimci olur. Ornegin otozomal dominant bir gen ile kalitilan
bir hastalik haritalanmak isteniyorsa ornek toparlama islemi hasta bireylerin,
esleri ve tiim cocuklar1 yani sira kan bagi olan bireylerin sadece kendileri
seklinde olmalidir. Otozomal resesif bir hastalik s6z konusu oldugu zaman ise
siklikla tastyict olan anne-baba ve tiim c¢ocuklarinin ¢alismaya alinmasi

yeterlidir.
1.7.2. Non- parametrik Metodlar:

Niteliklerin kalitim kaliplarin1 belirlemek her zaman kolay degildir. Pek
cok genetik nitelik multifaktoriyel kalitim kalib1 gdsterir ve bunlar i¢in hipotez
olusturmakta zorluklar yasanir. Yine her zaman birkac kusagi bir arada bulmak
ve oOrneklemek olanaksizdir. Ozellikle ge¢ yasta baslayan hastaliklarda
genellikle onceki kusaklar 6lmiistiir, geng kusaklarda ise heniiz hastalik ortaya
citkmamistir. Bu durumda, eksiklikler géz Oniine alinarak parametrelerden
bagimsiz olan non-parametrik metodlar diger bir deyisle assosiasyon

(iliskilendirme) calismalar: 6nerilmektedir (Akarsu 2002, Onkamo 2002).
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Non-parametrik yaklagimda, genis pedigriler olusturulmasina ihtiyag
yoktur; clinkii burada hastalikla genetik belirleyicinin birlikte kalitilmasi sarti
aranmaz. Bunun yerine belirlenen bdlgelerdeki aday genlerde aranan 6zelligin

var olup olmadig arastirilir (Kong ve ark 2002).

Tablo 1.5. Genetik haritalama yontemleri

GENETIK HARITALAMA
PARAMETRIK NON-PARAMETRIK
METODLAR METODLAR
- Baglant Analizleri - Toplum Tabanh Calsmalar
- Aile Tabanh Calismalar
. Ana-baba-cocuk
. Farkh kardesler
- Tek yumurta ikizleri

[liskilendirme ¢alismalarinda, toplumda evliliklerin rastgele olmasi ve
test yapilan tarihten en az iki kusak 6ncesi donemden itibaren toplumda genetik
karisim olmamasi kosulu aranir. Ayrica bu testler her aileden sadece bir
etkilenmis birey calisilmasin1 gerektirir ve birden ¢ok hastanin bulundugu
ailelerde gecerliligi diistiktiir. Bu iligskiyi degerlendirmek ve es zamanli olarak
hastalik ve gosterge alelinin kusaklar arasi birlikteligini degerlendirmek ve
baglant1 hakkinda da bilgi edinebilmek i¢in kalittmda dengesiz aktarim (TDT)
testi kullanima girmistir. Bu test toplumdaki genetik yapilasmadan etkilenmez.
Ilgilenilen alel acisindan heterozigot bireyler ve hasta ¢cocuklar incelenir. Ayni
ozellikleri barindiran bir diger test de kardesler aras1 dengesiz kalitim (SDT)’dir.
Burada ebeveyn ile ilgili veriye ihtiya¢ duyulmamakla birlikte en az bir hasta ve

bir saglam kardesin incelenmesi gereklidir (Akarsu 2002).
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2. GEREC VE YONTEM
2.1. GEREC
2.1.1. Klinik degerlendirme

Bu c¢alismada, Konya boélgesinden saptamis oldugumuz dort kusak
boyunca 19 bireyde hastalik gozlenen toplam 86 kisilik bir ailede otozomal
dominant Herediter Sferositoz’a neden olan genlerin haritalanmasi1 planlandi.
Gerek kalitm modelinin tam olarak tespit edilebilmesi gerekse ailenin
biiyiikligiiniin baglant1 analizlerini uygulamay1 olanakli kilmasi nedeni ile

ailenin bilinen gen lokalizasyonlari ile test edilmesi diisiiniildii.

Proband, Selguk Universitesi Meram Tip Fakiiltesi Pediatrik Hematoloji
poliklinigine basvuran ve tedavisi planlanip, splenektomi yapilan 14 yasinda
bayan hastaydi. Aile dykiisiinden ailede pekg¢ok kiside ayni klinigin saptandigi
ve opere edildikleri anlasildi. Ailelerle yapilan goriismeler sonucunda, dort
kusakli genis bir aile pedigrisi elde edildi. Pedigri incelendiginde HS nin kalitim
kalibinin otozomal dominant formla uyumlu oldugu goriildii. Hemen hemen tiim
aile bireyleriyle goriisiildii, arsivde bulunabilen dosyalar1 incelendi ve
degerlendirildi. Goniilli olarak ¢alismaya katilmayr kabul eden aile bireyleri
"bilgilendirilmis onam formunu" (EK-1) imzaladiktan sonra ¢alismaya dahil

edildi.

HS’nin klinik belirtilerine tiim hasta bireylerde rastlanmistir. Bu
belirtiler kisaca; anemi, sarilik ve splenomegalidir. Periferik yaymada retikiilosit
ve sferositlerin varlig1 ve artmis eritrosit osmotik frajilitesi tan1 koydurucudur.
Hastalara sik araliklarla kan transfiizyonu yapilmis ancak bu tedavinin de gegici
bir ¢oziim olmasi nedeniyle hastalar yine eski durumlarina dondiiklerinden
radikal tedavi olarak splenektomi planlanmig, hastalarin hemen hepsinde HS’ nin
klinigiyle uyumlu olarak splenektomi sonrasi klinikte dramatik bir diizelme

gbzlenmistir.

Otozomal dominant kalitim kalibiyla ¢aligmaya uygun olarak; hasta
bireyler, es ve ¢ocuklarinin periferik kanlarinin alinmasi planlandi. Caligmaya

baslayinca hastalarin evlerine gidilerek, otozomal dominant kalittim kalibina
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uygun olarak toplam 24 bireyden steril enjektorlerle 10cc’lik periferik kan
alindi. EDTA igeren tiiplere bosaltildi ve asagi-yukar1 sallanarak kanin EDTA
ile tam olarak karigmasi saglandi ve pihtilasmanin Oniine gegildi. Tiplerin
tizerine kisinin adi, soyadi ve pedigriye gore verilen numarasi ve tarih yazilarak
herhangi bir karisiklik olmas1 engellendi. Kanlar daha sonra +4 °C ‘de en fazla 1
giin bekletilerek molekiiler galismanin tamamlanacagi Hacettepe Universitesi
Tip Fakiiltesi Cocuk Sagligi ve Hastaliklar1 Arastirma Merkezi biinyesinde

faaliyet gosteren Gen Haritalama Laboratuvari’na gotiirtildi.
2.1.2. Pedigrinin Olusturulmasi

Pedigri CYRILLIC 2.1 programiyla hazirlandi. CYRILLIC 2.1, bir
pedigri ¢izim programi olmasinin yaninda; ¢izimden sonra polimorfik belirleyici
genotiplerinin veri olarak girilmesi ile kromozomal haplotiplerin pedigri

tizerinde goriintiilenmesine de olanak saglamaktadir.
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2.1.3. Cozeltiler
2.1.3.1. DNA izolasyon Tamponlari

1. Nuclei Lysis Tamponu

10 mM Tris HCI1 1.211 gr
400 mM NaCl 23.400 gr
2 mM Na; EDTA 0.744 gr

Toplam 1 It. olacak sekilde hazirlandi.

2. Proteinase K (10 mg/ml)

10 mg Proteinase K
1 ml0.01 M Tris HCI
9 ml Distile su

Soliisyon Eppendorf tiiplerine alinarak -20 °C’ de saklandi.
3. SDS Soliisyonu(%10 luk)

10 gr SDS
100 ml Distile su

Cozelti hazirlandiktan sonra filtre edilerek 37 °C ‘de sakland.
4. Amonyum Asetat Soliisyonu (9.5 M)

36.613 gr Amonyum asetat

15 ml. Distile su

50 ml. 9,5 M amonyum asetat hazirlamak i¢in 36.613 gr amonyum asetat 15 ml.

distile su i¢inde ¢oziildii. Filtreden gecirildikten sonra +4°C’ de saklandi.
2.1.3.2. Agaroz Jel Elektroforez Tamponlari

1. 10X TBE (Tris- Borik Asid-EDTA )Soliisyonu

108 gr (89 mM) Tris Base
55 gr (89 mM) Borik asit
40 ml. 0,5 M EDTA (pH=8)

Karstiricida ¢oziilerek hazirlandi. 100 cc TBE + 900 cc distile su olacak sekilde
% 10 luk TBE solusyonu hazirlandi.
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2. 1X TBE Soliisyonu

1X TBE soliisyonu elde etmek i¢in 10X TBE tampon ¢ozeltisi 1:9 oraninda

distile su ile sulandirildi.
3. Etidyum Bromid Cozeltisi (EtBr)

10 mg EtBr
1 ml Distile su

Cozelti hazirlanarak koyu renkli cam sisede saklandi.

4. Yiikleme Tamponu

% 95 Formamid 940 pl
0.5M EDTA 40 ul
%0.05 Bromfenol blue 0.5 ul
%0.05 Ksilen Siyanol 0.5 pl

Toplam hacim 1 ml. olacak sekilde hazirlandi. Cozelti +4°C’de saklandi.

5. %2 lik Agaroz Jel Cozeltisi

Agaroz I gr
IX TBE 50 ml. (450 ml distile su+ 50 ml 10X TBE)
EtBr 2 ul

2.1.3.3. Poliakrilamid Jel Elektroforez Tamponlari

1. %40°hk Poliakrilamid Cozeltisi

Akrilamid 38 gr.
BIS 2 gr. (N,N methylene bis acrylamide)
Distile su 60 ml

Toplam 100 ml. olacak sekilde hazirlandi. Saklandigi cam sise 1s1k

almayacak sekilde aliiminyum folyo ile sarildi ve +4°C’de saklandi.
2. %10’luk APS (Amonyum Persiilfat) Cozeltisi

APS 1 gr.
Distile su 10 ml.

Hazirlanan ¢ozelti +4°C’de saklandi.
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3. Jelin icerigi

Ure 25 gr.
Poliakrilamid (%40) 10.5 ml.
10X TBE 6 ml
Distile su 25 ml.
APS (%10) 500 pl
TEMED 30 ul
4. Yapiskan soliisyon

% 95 ethanol 990 nul
Yapiskan soliisyon 5ul  (0-methacryloxypropyltri-methoxylane)
Glasiyel asetik asid 5ul
5. dNTP karisimi

1 ml’de 2,5 mmol olacak sekilde hazirlandi. Herbir dNTP’den 25 pl olacak

sekilde alindi ve 900 pl distile suyla karistirillarak 1000 pl’lik bir karigim

hazirlandi.

6. Formamidli yiikleme boyasi (Stop dye)

% 95 Formamid 940 ul
0,5M EDTA 40 pl
% 0,05 Bromfenol blue 10 pl
% 0,05 Xylene siyanol 10 pl

Toplam voliim 1ml olacak sekilde hazirlandi.
2.1.3.4. Giimiis Boyama Cozeltileri

1. %10 luk Asetik asid ¢ozeltisi

100 ml glasiyel asetik asit.

900 ml deiyonize su

Toplam voliim 1000 ml olacak sekilde hazirland.
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2. Giimiis nitrat cozeltisi
1,8 gr giimiig nitrat (AgNOs3)
1500 ml deiyonize su

Karisim hazirlanarak kullanilmadan hemen 6nce i¢ine 2 ml formaldehit eklendi.

Bu islemler manyetik karistiric1 tizerinde yapildi.
3. Sodyum karbonat ¢ozeltisi
30 gr Sodyum karbonat (NaCO3)

2 ml Formaldehit

I parga  Sodyum tiyosiilfat

1 1t. Distile su

1000 ml distile su i¢gine 30 gr sodyum karbonat ilave edildikten sonra manyetik
kanistiric1  iizerinde tamamen ¢6ziinmesi saglandi. Cozelti sogumasi igin
buzdolabina kaldirildi. Kullanilmasina birka¢ dakika kala icerisine 2 ml
formaldehit ve 1 par¢a sodyum tiyosiilfat eklendi. Soguk olan ¢ozelti bantlarin
daha uzun zamanda goriiniir hale gelmesini saglayarak islemlerin daha kontrollii

ilerlemesine yardime1 oldu.
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2.2. Yontem
2.2.1. Periferik Kan Orneklerinin Alimi

Herediter Sferositozlu aileye ¢alismanin amaci ve isleyisi anlatildi ve
onam formlar1 okutulup imzalatildi. Calismanin planlandig1 bireylerden
EDTA’l tiiplere 10cc periferik kan alindi. DNA izolasyonu yapilana kadar
+4°C de saklandu.

2.2.2. Periferik Kandan DNA izolasyonu

Yiiksek tuz konsantrasyonu ile DNA eldesi yontemi kullanilarak DNA

izolasyonu yapildi.

1. EDTA’l tiip igerisindeki 10 ml. Kan 50 ml. lik santrifiij tiipiine alind1 ve

tizerine 40 ml. soguk steril distile su dolduruldu.

2. Kapaklar sikica kapatilan tiipler 2-3 dakika elde hizla (asagi-yukari)
calkalanda.

3. 10 dakika 2000 rpm hizda 21°C de santrifiij edildi.

4. Siipernatan atilip pellet {izerine 25 ml. soguk steril distile su eklendi ve pellet

resiispanse oluncaya kadar hizla calkalandi.
5. 10 dakika 2000 rpm hizda 21°C de santrifiij edildi.

6. Siipernatan atilip pellet iizerine 3 ml. nuclei lysis buffer, 150 pl proteinaz K

(10 mg/ml) ve 200 ul SDS (%10) eklendi ve vorteksle karigtirildu.
7. Tiipler 37°C deki su banyosunda bir gece inkubasyona birakildi.

8. Tiipler 37°C den alinip tizerlerine 2 ml. amonyum asetat konarak 20-25 kez

(asag1- yukari) calkalandi ve oda sicakliginda 10 dakika beklemeye birakildi.
9. 15 dakika 3500 rpm hizda 21°C de santrifiij edildi.

10. Siipernatan transfer pipet yardimiyla bagka bir tiipe yavasca aktarildi.
Uzerine tiipteki miktarin 2 misli kadar absoliit etanol eklendi ve yavasga alt-iist

edilerek DNA’nin toplanmasi saglandi. DNA’nin kirtlmamasina 6zen gosterildi.

11. 0.5 mlLlik eppendorf tiiplerinin {izerine hastanin adi, soyad: ve numarasi

yazildi ve i¢ine 500 pl distile su konarak iyice goriiniir hale gelen DNA pipet
42



ucu yardimu ile transfer edildi ve oda sicakliinda ¢6ziinmesi saglandi. (Eger

DNA miktar1 az ise distile su miktar1 azaltilmalidir).

12. Izole edilen DNA’larn miktar ve saflig1, spektrofotometrede 260 nm dalga
boylarinda elde edilen degerlerden belirlendi. 1 optik dansite (OD) ¢ift iplikli
DNA i¢in 50 ug/ml’ye karsilik gelmektedir. Bu ¢alismada izole edilen DNA ¢ift

iplikli oldugundan miktar tayininde agagidaki formiilden yararlanildi:
DNA (pg/ml)=260 nm'deki OD (Absorbans degeri) x sulandirma orani x 50

Olgiilen DNA konsantrasyonlar1 kaydedildi ve konsantrasyonlara gére

50 ng/ml. olacak sekilde seyreltildi.
2.2.3. PZR amplifikasyonu

Calismanin amaci; Herediter Sferositoz’lu bireylerin ailelerinde, en sik
hastalik etkeni olarak belirlenen SPTAI, SPTB, ANKI ve SLC4A1 genlerine
baglantinin var olup olmadigini1 belirlemekti. Bu bdlgelere 6zel polimorfik
genetik belirleyiciler kullanilarak daha once izole edilen DNA’larla PZR’de
amplifikasyon yapildi (Tablo 3.1).
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Tablo 2.1. ANKI, SPTB, SPTAI, SLC4AIl genlerinin amplifikasyonunda
kullanilan polimorfik belirleyiciler ve sekanslari

Gen Kromozom | Genetik Genetik gosterge sekansi
gosterge
ANKI1 8pll.2 D8S1051 | F: CTGCATTACAGCCTGGATG
R: AAGAGTAGATGGGAGGCAA
D8S268 F: ACCTACAAGCAACAACACCA
R: GTTGACTTCCATGGCTCTTT
SPTB | 14923-q24.1 | D14S1012 | F.GGCATCAGGGCAATGT
R:CACCAGTTGGGAATGAGA
D14S1046 | F:CATTTGGAGTTGAGTGGTTGA
R:CCTCTGTGGATTCTGGGA
D14S1069 | F:-TGTTCTAGTTGATGTGAGACTT
R:TATTTGAGGACCTGCTGTAA
SLC4A1 17q21-q22 | D17S932 | F: GCTAAAAATACACGGATGG
R: TGCAAGACTGCGTCTC
D17S51861 | F: AGGGGCAGCAGTCCTGTA
R:ACATCATCCTGAAATCTAATGG
D17S1325 | FFAAAGGTGGCAATTCACAGTTG
R:GTGATAAAACTCAGTGGTACC
D1751299 | F:-TAGCACTTGAGCACACATGG
R: GTGCATTATGGGGACCATTA
D178951 | F: GGCCTCCCAAACTGCTT
R: TCTACCCCGATGAGCCA
SPTAl 1g22-g23 | D1S1653 | F:GGAAAGCCTGTAGGAAGAGG
R: CCTGGATGACAGAGTGCTCT
D1S2635 | F: TAGCAGATCCCCCGTC

R:TGAATCCTACCCCTAAGTAAT
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Bu genetik gostergeler, genom {izerinde sadece belli bir bolgeye
baglanan ve primer olarak adlandirilan 20-25 baz ¢iftinden olusan 6zgiin
niikleotid dizileridir. Bu diziler genomda esleniklerini bularak sadece o bolgeye
baglanir, 1s1tya dayanikli polimeraz enzimi (Taq Polimeraz) aracilidi ile belli 1s1
derecelerinde istenilen bolgeyi kopyalamaya baglar. Boylelikle ¢aligmak
istedigimiz genom bdlgesi binlerce kopya halinde deney tiipiinde elde edilmis
olur. Bu islem Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) olarak adlandirilir.
Polimorfik  gdstergelerin  se¢imi, http://research.marshfieldclinic.org ve
http://www.ensembl.org internet sitelerinden elde edilen bilgilere gore
belirlendi. Asagida sekil 2.2, sekil 2.3, sekil 2.4 ve sekil 2.5 te
http://www.ensembl.org sitesinden elde edilen genin ve polimorfik gostergelerin

kromozom {izerindeki yerlesimleri goriilmektedir.
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Sekil 2.2. SPTAI geni ve bu gene yakin yerlesimli polimorfik gdstergelerin http://www.ensembl.org sitesinden elde
edilen verilere gére 1 numarali kromozom {izerindeki yerlesimleri.
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Sekil 2.3. ANKI geni ve bu gene yakin yerlesimli polimorfik gdstergelerin http://www.ensembl.org sitesinden elde
edilen verilere gore 8 numarali kromozom {izerindeki yerlesimleri.
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Sekil 2.4. SPTB geni ve bu gene yakin yerlesimli polimorfik gostergelerin http://www.ensembl.org sitesinden elde
edilen verilere gore 14 numarali kromozom iizerindeki yerlesimleri.
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Sekil 2.5. SLC4A1 geni ve bu gene yakin yerlesimli polimorfik gostergelerin http://www.ensembl.org sitesinden
elde edilen verilere gore 17 numarali kromozom iizerindeki yerlesimleri.
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Daha 6nceden izole edilen ve -80 °C’de saklanan DNA ’lar kullanilarak,

PZR karigimi buz iizerinde hazirlandi ve incelendi.

PZR karisimi (master mix):

dHO oo 14.4 ml
Buffer .................. 2.5 ul
MgCly oo, 1.5 ul
dNTP ... 2.5 ul
F......... 1 pul

Primer /
\ R........... 1 pul
TaqPol.................. 0.1 pl
DNA ... 2wl

Toplam reaksiyon hacmi 25 pl olacak sekilde hazirlandi.

PZR Protokolii
95 °C’de 5dk 1 dongti
95°C’de — 30sn
54 °C’de 30 sn 30 dongii
72 °C’de — 40sn
72 °C’de 5dk 1 dongti olarak uygulandi.
4 °C’de 0

2.2.3.1. Amplifikasyon Uriinlerinin Agaroz Jelde Kontrol Edilmesi

PZR sonrast amplifikasyon iiriinlerinin %?2’lik agaroz jelde kontrolii
yapildi. 15 x 10 cm. boyutunda mini yatay jel elektroforez cihazi kullanilarak

amplifikasyon iirlinleri yiirtittildi.

1. %2’lik agaroz jel ¢ozeltisi hazirlamak i¢in 1 gr. Agaroz 50 ml. 1X

TBE tamponunda ¢ozelti berrak oluncaya kadar kaynatilarak ¢oziildi. Cozelti
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berraklastiktan sonra 1sis1 50°C° ye kadar sogutuldu. Uzerine stok EtBr
(Etidyum bromid) soliisyonundan 1 pl eklenerek karistirildi. Elektroforez
kiivetine tarak yerlestirilerek jel ¢ozeltisi bosaltildi. Agaroz ¢ozeltisi oda 1sisinda

40-45 dakika polimerlesme i¢in birakildi.

2. Elektroforez tankina 1 X TBE tamponu konuldu. Jel taragi

c¢ikarildiktan sonra polimerlesmis jel tank i¢ine alindi.

3. 4 ul PZR 6rnegi, 1 pl yiikleme tamponuyla karistirilarak jelde taragin
olusturdugu kuyucuklara yiiklendi. Ayrica amplifikasyon {riinlerinin
dogrulugunu saptamak i¢in 50 baz c¢iftlik DNA genetik belirleyicisi bir
kuyucuga 1 pl olacak sekilde yiiklendi.

4, 5 dakika 85 wvoltta yiiriitiildii. Orneklerin yiiriitme islemi
tamamlandiktan sonra UV transiliiminatérde goriintiilenerek PZR firtinleri
kontrol edildi. Amplifiye olan DNA oOrnekleri daha sonra denatiiran

poliakrilamid jel hazirlanarak bu jellerde yiiriitiildii.
2.2.4. Poliakrilamid Jel Elektroforezi (PAGE)

Belirlenmis olan genetik belirleyiciler ile birlikte PZR’de c¢ogaltilan
parcadaki alel polimorfizmlerini gdsterebilmek i¢cin DNA pargaciklarinin ytliksek
elektrik akimi altinda poliakrilamid jellerde yiiriitilmesine ihtiya¢ vardir.
Bilindigi gibi her birey, biri anneden digeri babadan kalitilmis olan 22 adet es
somatik kromozom tasir. PZR reaksiyonu sonucunda bu es kromozomlarin her
ikisi birden ¢ogalmis olur. Ancak es oldugu varsayilan bu iki kromozom
arasinda kiiclik farklar var ise (tek niikleotid degisikligi, delesyon gibi) bu
degisiklikler de ¢cogalan parga icinde bulunacaktir. Yapilan islemler;

1. Poliakrilamid jel elektroforezinin ilk asamasi camlarin
hazirlanmasidir. Bunun i¢in 6nce kisa ve uzun iki cam alinarak alkolle ii¢ kez
temizlendi. Her iki cam i¢in kullanilan bezlerin birbirine karigtirilmamasina
dikkat edildi. Daha sonra uzun cama kaygan (Sigmacote, SIGMA) c¢ozelti
stirtildii. Kisa cama ise yapigkan ¢ozelti (8-methacryloxypropyltri-methoxylane,
SIGMA) siiriildii ve iyice cama yayildiktan sonra kurumaya birakildi. Her iki
cam tekrar alkolle temizlenerek kaygan ve yapiskan cozeltilere ait fazlaliklar

silindi. Camlar ust Uste konmadan Once iki camin arasinda aralik kalmasini
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saglamak amaciyla uzun camin her iki yanina ince yan kenarliklar konuldu.
Sonra kisa cam uzun camin iizerine kapatildi. Camlarin alt kismina da alt
kenarlik konuldu ve bu kenarlik yan kenarliklara dogru bosluk kalmamasi igin
iyice yanastirildi ve sikilastirildi. Bu sekilde hazirlanan camlar igine jel

doldurulmak iizere kenara ayrildi.

2. %7 oraninda hazirlanan jelin hazirlanist sirasinda tire, poliakrilamid,
TBE ve distile su ¢oziinlinceye kadar karistiricida karistirildi. Jel ¢oziindiikten
sonra jelin polimerlesmesini saglamak amaciyla i¢ine %10 luk APS’den 500 pl
konuldu. Ustiine katalizor olarak TEMED’den 30 pl eklendi. Daha sonra hizli
bir sekilde jel 50 ml’lik enjektoriin arkasi ¢ikarilarak igine dolduruldu ve iki
camin arasinda hava kabarcigr kalmayacak sekilde agir agir dokiildii. Jel
dokiildiikten sonra jelin iist kismina disli kisim {iste gelecek ve deliklerin 2/3°1
yukarida kalacak sekilde testere digli tarak yerlestirildi. Taragin
yerlestirilmesinden sonra jel iist taraftan da sikistirildi ve etrafina kiskaglar

takilarak sabitlendi ve donmak tizere birakildi.

3. Donan jelin kiskaclari ¢ikarildi. Daha sonra camlarin arasindan alt ve
ist kenarliklar c¢ikarildi. Cam yikanarak jel artiklarindan temizlendi ve
elektroforeze yerlestirildi. Cihazin alt ve {ist kismina %10’luk TBE ilave edildi;
bdylece akimin kesintisiz olarak {ist taraktan baslayip alt yiizeye kadar ulagsmasi
saglandi. Jel 6rnekler yiiklenmeden 6nce 20-30 dakika siireyle 1800 volt akima
maruz birakildi. Testere digli taragin yerlestirilecegi kisim iireden ve jel
parcaciklarindan temizlendikten sonra tarak yerlestirilerek kuyucuklar

olusturuldu.

4. Ornekler 95 °C’de 5 dakika bekletildi ve sonra buz iizerine alind1. 8
pl formamidli yiikleme boyasi amplifikasyon orneklerinin igine koyularak
karistirildi ve her bir bosluga bir bireye ait drnek gelecek sekilde yiiklendi.
Orneklerin bagma ve sonuna da 4pul Pbr ile 3 ul yiikleme boyas1 karistirilarak

yuklendi ve 2-3 saat kadar 1800 V ve 60W elektrik akimi altinda yiirtitiildi.
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2.2.5. Giimiis Nitrat ile Boyama ve Jellerin Fotograflanmasi

Elektrik akimi altinda jelde yiiriitilen DNA pargaciklar1 eger radyoaktif
olarak isaretlenmemisse goriiniir durumda degildir. Bu jellerin boyanmasi igin
farklh teknikler vardir ve bunlardan biri de giimiis nitrat aracilig1 ile jellerdeki

DNA pargaciklarini goriiniir kilmaktir. Bunun i¢in gerekli islemler;

1. Jel yiiriitiildiikten sonra gii¢c kaynagi kapatilarak iki cam arasindaki jel,
elektroforez diizeneginden alindi ve sogumaya birakildi. (Sicakken agilmasi

durumunda istenmeyen yapismalar olabilir).

2. Jelin sogumasindan sonra iki cam birbirinden ayrildi. Jelin iizerine
yapistig1 kisa cam %10’luk asetik asit soliisyonu igerisinde, orbital calkalayici

tizerinde 15 dakika ¢alkalanarak jelin fikse olmasi saglandi.

3. Fiksasyon isleminden sonra kisa camin iizerinde bulunan jel, su ile
birka¢ kez yikandi. Daha sonra 2 ml formaldehit ilave edilen gilimiis nitrat
soliisyonu jelin tizerine dokiildii. Jel, glimiis nitrat soliisyonu igerisinde ve
orbital ¢alkalayici lizerinde 20 dakika c¢alkalandi. Giimiis nitrat dokiildiikten

sonra yaklasik 5 saniye siireyle jel distile suyla hizla ¢alkaland.

4. Daha sonra jelin iizerine 1 parca sodyum tiyosiilfat ve 2 ml
formaldehit iceren soguk sodyum karbonat ¢ozeltisi dokiilerek bantlarin goriiniir
hale gelmesi saglandi. Bu islem sirasinda camin bulundugu kap siirekli olarak

asagi-yukari sallandi.

5. Bantlar koyulasinca cam % 10’luk asetik asit soliisyonu i¢ine alind1 ve

5 dakika burada tutularak boyama islemi durduruldu.

6. Jel son olarak musluk suyunda yikanarak asetik asit uzaklastirildi ve

kurumaya birakildi.
Fotograflama igin;

1. Ug kiiciik boyama kab1 alindi. Birinci kaba developer, ikinci kaba su,
liclincli kaba da fixer kondu. (Developer ve fixer i¢in Kodak Universal

Developer ve Fixer’den %10’luk soliisyon hazirlandt).
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2. Beyaz 151k kaynagi lizerine cama yapisik olan jel kondu. Jel iizerine de

giimiis emdirilmis fotograf kagidi1 (ADC film- Promega) koyularak film cekildi.

3. Film cekildikten sonra developer ve fixer ¢ozeltileri kullanilarak

fotgraflandu.
2.2.6. Genotipleme

Film {iizerinde goriinen bantlara biiyiikliikk farkliliklarina gore numara
verildi. Numaralandirma yapilirken pBR-Hae III DNA biiyiikliikk gostergesi
referans olarak kullanildi. 14 numarali kromozoma ait denatiiren poliakrilamid

jel fotografi sekil 2.6’da verildi.

54



D14S1046 pBR-Hae I

213 be

192 be

184 b

Sekil 2.6. 14 numarah kromozoma ait denatiiren poliakrilamid jel fotografi
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2.2.7. Haplotipleme

Pedigri lizerinde polimorfik DNA gostergelerinin  kromozom {tizerindeki

yerlesimlerine uygun olarak siralanmasi islemine haplotipleme denir (Tek bir

gostergeye ait verilere genotip, tim gostergelere ait kromozom verilerine

haplotip denir). Buna gore haplotipleme ic¢in Once genotipleme yapilds;

genotiplemenin ardindan ayni1 bolgeden secilen birden fazla genetik belirleyici

kromozomda yer aldiklar1 siraya uygun olarak pedigrinin iizerine nakledildi ve

ana ve babadan gelen kromozomlar tahmin edilmeye c¢alisildi. Tablo 3.2. de,

belirlenen DNA gostergelerinin - kromozom  {izerindeki

verilmektedir.

lokalizasyonlari

Tablo 2.2. DNA gdstergelerinin  kromozom {izerindeki varsayilan

pozisyonlari
Kromozom Polimorfik Gésterge ve Genin
Kromozom Uzerindeki Siras1 ve Yeri

DI1S1653 156,099 Mb

1 SPTAI 56,847 Mb
D1S2635 157,337 Mb

D8S268 41,266 Mb

8 ANK1 41,629 Mb
D8S1051 41,947 Mb

D14S1012 62,792 Mb

14 D14S1046 64,152 Mb
SPTB 64,302 Mb

D14S1069 67,357 Mb

D17S1299 36,147 Mb

D17S932 38,358 Mb

D17S1325 38,791 Mb

17 SLC4A1 39,690 Mb
D17S951 39,075 Mb

D17S861 40,062 Mb

D17S2180 43,928 Mb
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2.2.8. Istatistiksel Yaklasim

Baglant1 analizlerinin en kritik agsamasi hastaligin kalitim kalibinin tam
olarak tespit edilmesidir. Bunun igin aile bireyleri hem klinik agidan hem de

pedigrileri incelenerek detayli tiplendirilmelidirler.

Calistigimiz ailenin ulagilabilen tiim bireylerinin fenotipi belirlenmis ve
pedigri de incelendikten sonra kalitim kalibinin otozomal dominant olduguna
karar verilmistir. Otozomal dominant kalitim kalibinda, hastaligin ortaya
¢ikmasi i¢in kisinin anne ya da babasindan tek kopya hastalik genini almasi
yeterlidir. Hastalik her kusakta %50 ihtimalle ve cinsiyet farki gézetmeksizin
ortaya cikar. Bazi bireyler geni tasidiklar1 halde hastaligi ortaya c¢ikarmazlar
fakat hastalik sonraki kusaklarda ortaya cikar. Bu duruma azalmis penetrans

denir (Pedigride 10 numarali bireyde oldugu gibi).

Baglant1 analizinin sonug¢larim1 degerlendirebilmek i¢cin LINKAGE ve
FASTLINK Version 3.0 programinin kullanilmasina karar verildi. LINKAGE
programinin analizleri saglikli olarak yapabilmesi i¢in pedigriye ait bazi
parametreleri iceren verilere ihtiya¢ vardir. Bunun i¢in pedigride goriilen birey
numarasi, cinsiyet, hastalik durumu, akrabalik iliskileri ve genotip bilgilerinin
sayisal veya simgesel olarak kaydedilmesi gerekir. Hasta bireyler (A), normal
bireyler (N) harfi ile, erkekler (M), kadinlar (F) harfi ile gosterildi. Otozomal
dominant kalitim kalibi i¢in hastalik alel frekansi1 0.0001 ve normal alel frekansi
0.9999 olarak kabul edilmektedir. Ailede bir bireyde azalmis penetrans
gozlenmesinden dolayr frekans yaklasik %85 olarak hesaplandi. LINKAGE
programinda kullanilan pedigri dosyasi tablo 2.3’de belirtildi.
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Tablo 2.3. LINKAGE programinda kullanilan veriler

Birey No DNA No Baba Anne Cinsiyet Durum

Aile No

S10
S1

S24
S11
S2
S12
S15
S3

10
11

12
13
14
15
16
17
18
19
20

S4

S5

S22
S13
S14
S16
S17
S18
S19
S6

11
11
11
11

10
10
10
10
12
12
12
12
12
14

21

13
13
13

22
23

S7

S20
S8

24
25

13
13
15

S21
S9

26

27
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3. BULGULAR

Otozomal Dominant Herediter Sferositozun yaygin olarak gorildiigi
dort kusakli genis bir ailede SPTAI, SPTB, ANKI ve SLC4A1 genleri baglanti
analizi ile arastirildi. Calismada, Oncelikle aile ile ayrintili gériisme yapildi ve
pedigri olusturuldu. Ulasilabilen tiim aile fertleriyle goriisiildii ve klinik olarak
degerlendirildi. Ailede 19 bireyde HS gozlendi. Baglanti analizinde &zellikle
genis aileler ile calisilmasi, sonuca kesin olarak ulagabilmede en biiyiik
faktordiir. Calismanin yapildig: aile ne kadar genis ve cok kusakli ise sonuca
ulasmak o kadar kolay olabilmektedir. inceledigimiz bu aile 86 bireyden olusan

dort kusakli bir ailedir.

Hastalardan onayli izin formu alinarak kalitm kalibina uygun
bireylerden 10 cc’lik EDTA’L tiiplere periferik kanlar1 alindi. Kanlarin
DNA’lar1 izole edildi. Aday gene baglanti gdsterip gostermedigini arastirdigimiz
polimorfik belirleyicilerin primer dizileri order edilip PZR karisimi hazirlandi.
PZR ile ¢ogaltilan karisim daha sonra poliakrilamid jelde yiiriitiilerek giimiis
nitratla boyandi ve elde edilen goriintli fotograflandi. Daha sonraki asamada
haplotipleme yapildi. Baglanti analizi ¢aligmalar1 sonucunda elde edilen
kromozom haplotipleri sirast ile SPTA1, SPTB, ANKI ve SLC4A1 genleri igin
belirlendi. Haplotip analizi sonrasi elde edilen veriler LINKAGE programina

girilerek LOD skor sonuglar1 elde edildi.

Haplotip analizi yapilirken kromozom lokalizasyonu ve genetik
belirleyici sekil 3.1; 3.2; 3.3; 3.4°de sag iist kosede belirtilmistir. Haplotipler en
az rekombinasyonu verecek sekilde secilmistir. Pedigride yer alan bu haplotipler
bir sonraki kusakta her alel ayr1 ayr1 goriilecek sekilde stitunlarla gosterilmistir.
I¢i dolu siitunlar hastalik alelini tastyan bireyleri, ici bos siitunlar ise normal
alelleri tastyan bireyleri gdstermektedir. ince siitunla gosterilen bireyler genetik
belirleyiciden bilgi alinamadigi (non-informatif olan bireyler) durumlar
gostermektedir. Genetik belirleyicilerin ve aday genin konumu tablonun iist

kisminda verilmistir.
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1 Numarah Kromozoma Ait Haplotip Analizi

Genin ve genetik belirleyicilerin sirast ve kromozom lokalizasyonlari

Sekil 3.1°de iist kisimda belirtilmistir.

Pedigride 38 numarali bireyde goriildiigii gibi hastalik 21 haplotipi ile
diger kusaklarda kendini gostermistir. D1S1653 numarali genetik belirleyi 69,
70, 71 numarali bireylerde non-informatif olarak goriinmektedir. 4 numarali

bireyde rekombinasyon oldugu saptanmaistir.

Haplotip olusturuldugunda en az bir rekombinasyon saptanmasi,
sectigimiz genetik belirleyicilerin birbirine ¢ok yakin yerlesimli olmasi ve LOD

skor negatifligi bize aradigimiz genin bu bolgede olmadigini gostermektedir.
8 Numarali Kromozoma Ait Haplotip Analizi

Genin ve genetik belirleyicilerin siras1 ve kromozom lokalizasyonlari
Sekil 3.2°de iist kisimda belirtilmistir. 8 numarali kromozomda tek genetik
belirleyici ile ¢alisilmasinin nedeni gene ¢ok yakin yerlesimli olmasiyd: (~500

kb) ve bu genetik belirleyici ile alinacak sonug bizim i¢in anlamli olacakti.

Bu haplotipte de en az bir rekombinasyona rastlanmasi ve LOD skor

negatifligi aradimiz genin hastalik geni olmadigin1 gosterdi.
14 Numarah Kromozoma Ait Haplotip Analizi

Genin ve genetik belirleyicilerin sirast ve kromozom lokalizasyonlari

Sekil 3.3’te iist kisimda belirtilmistir.

Pedigride 4 numarali bireyde goriildiigii gibi hastalik 225 haplotipi ile
kendini gostermektedir. Hasta bireylerin tamaminin 225 haplotipini almis olmasi
ve hi¢ rekombinasyonun goriilmemesi; ayrica LOD skor degerinin pozitif
cikmast hastalik geninin bu boélgede oldugunu gosterdi. Hasta bireylerde
bolgeden genotiplenen genetik gostergeler arasinda rekombinasyon gozlenmedi.
69 ve 78 numarali normal bireylerde ise D14S1046 ve D14S1069 genetik
gostergeleri arasinda gozlenen rekombinasyon, hastalik alelini D14S1069

genetik gostergesinin iist tarafina (sentromerik kismina) yerlestirdi.
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17 Numarahh Kromozoma Ait Haplotip Analizi

Genin ve genetik belirleyicilerin sirast ve kromozom lokalizasyonlari

Sekil 3.4’te iist kisimda belirtilmistir.

Pedigride 4 numarali bireyde goriildiigii gibi hastalik 414513 haplotipi
ile kendini gdstermektedir. Sectigimiz genetik belirleyiciler gene c¢ok yakin
yerlesimli olarak seg¢ilmistir. 40, 78 ve 80 numarali bireylerde rekombinasyon
gozlenmektedir. Ancak bu bireyin ¢ocuklarinda rekombinasyonun devam edip
etmedigi anlasilamamaktadir. 71, 76 ve 77 numarali bireylerde D17S1861 ve
D17S2180 genetik belirleyicileri informatif degildir. Secilen genetik
belirleyiciler gene c¢ok yakin yerlesimli olmasina ragmen iki genetik
belirleyicinin non-informatif olmasi bizi daha fazla genetik belirleyici ile
calismaya sevk etmistir. Birden fazla bireyde rekombinasyon olmasi ve LOD

skor negatifligi aradimiz genin hastalik geni olmadigini gostermektedir.

Tiim kromozomlarda olusturulan haplotipler incelendiginde, 80
numaralt bireyin anneden gelen alelleri aldigin1 ancak babadan gelen alelleri
almadigin1 ortaya koymustur. Bireyden yeniden periferik kan alinarak DNA’s1
izole edilmis ve bir kez daha c¢alisilmig; ancak ayni sonugla yeniden
karsilagilinca bu bireyin babasinin 43 numarali birey olmadigr sonucuna

varilarak ¢alismaya dahil edilmemesine karar verilmistir.
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Polimorfik DNA gdéstergesi pozisyonu KROMOZOM 1g22-gq23
D1S 1653 (156.09 Mb) 4 O SPTA1 (156.84 Mb)
----- SPTA1 (156.84 Mb) 1 2
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Sekil 3.1. 1 numarali kromozoma ait haplotip analizi
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Polimorfik DNA géstergesi pozisyonu

----- ANK1 (41.62 Mb) KROMOZOM 8p11.2
D85S 1051 (42.04 Mb) J—oO ANK1 (41.62 Mb)

1 2
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Sekil 3.2. 8 numarali kromozoma ait haplotip analizi
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Polimorfik DNA gostergesi pozisyonu

D145 1012 (62.8 Mb) ! :2
D145 1046 (64.1 Mb) KROMOZOM 14923-q24.2
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Sekil 3.3. 14 numarali kromozoma ait haplotip analizi
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KROMOZOM 17q12-q21

SLC4A1 (39.68 Mb)

o

o

-

Polimorfik DNA géstergesi pozisyonu

D1751299 (36.14 Mb)
D175932 (38.35 Mb)
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Sekil 3.4. 17 numarali kromozoma ait haplotip analizi.



Tiim bu elde edilen haplotip analizi verileri yardimiyla alinan LOD
skor sonuglarmma gore olusturulan tablo 3.1°de verilmistir. Bu tablodan da
goriildiigi gibi sadece 14 numarali kromozoma ait LOD skor verileri pozitif
degerlerdir. LOD Skor 2 3 olan degerler baglantiy1r desteklemesi agisindan
anlaml1 kabul edilirken 2 ve alti kesin olarak baglanti yoklugunu gosterir.
Aradaki degerler yoruma agiktir. LOD skor ile iki genin (hastalik geni ile
belirleyici alelin) birbirine yakin oldugu matematiksel yollarla 6l¢iiliir ve sonug
olarak aranilan genin test edilen kromozom lokusunda olup olmadigina karar

verilir.

Tablo 3.1’de belirtilen LOD skor sonuglart 1, 8 ve 17 numarali
kromozom bdélgelerinden segilen belirleyici aleller ile tiplendirdigimiz ailedeki
HS fenotipi arasinda baglanti olmadigin1 gdsterdi. Belirleyici alel ile hastalik
geni arasinda hi¢ rekombinasyon olmadigini varsaydigimiz (tam baglanti
durumu) 0.00 rekombinasyon fraksiyonu degerinde tiplendirdigimiz genetik
belirleyicilerin ¢cogunda gozlenen -0 (negatif sonsuz) durumu, hastalik aleli ile
belirleyici alel arasinda en az bir bireyde rekombinasyon oldugu anlamina
gelmektedir. 14 numarali kromozom bdlgesinden secilen belirleyici alellerde ise
LOD skor analizi sonucu istatistiksel olarak anlamli pozitif sonug¢ saptanmasi
(Zmax= 4,628;60= 0,00) hastaliktan sorumlu genin 14 numarali kromozom

bolgesinde bulunan SPTB geni oldugunu gostermistir.
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Tablo 3.1. Herediter Sferositoz ile aday bolgelerden secilen genetik belirleyiciler

icin LOD skor tablosu

Genetik Rekombinasyon Fraksiyonu (O=cM)
Kromozom
Belirleyici 0.00 0.05 0.10 0.20
DI1S1653 -3.334 -0.439 -0.232 -0.084
1 D1S2635 -3.963 -0.857 -0.500 -0.181
8 D8S1051 -0 -2.146 -1.241 -0.429
D17S51299 -0 1.129 1.405 1.323
D1785932 - 0.741 1.095 1.133
17 D17S1325 -0 0.932 1.226 1.179
D178951 - -0.360 0.055 0.272
D17S1861 -0 0.917 1.009 0.875
D17S2180 0.745 0.672 0.598 0.448
D14S1012 1.659 1.483 1.302 0.93
14 D14S1046 4.628 4.236 3.828 2.954
D14S1069 2.694 2.556 2.363 1.861

LINKAGE programinda elde edilen LOD skor verileri genetik gosterge-
hastalik arasindaki iki nokta (two point) LOD skor sonucunu vermektedir. Daha
sonra tim bdlgenin incelenmesine ydnelik olarak bolgede genotiplemesi yapilan
biitlin gdstergelerin birarada analizine olanak veren ¢ok noktali (multipoint) analizi
de MERLIN programi kullanilarak tamamlandi. MERLIN programi i¢in veri girisi
yaparken genetik belirleyicilerin lokalizasyonlar1 cM cinsinden girildi. Aday gene
yakin yerlesimli genetik belirleyicilerle ilgili bu bilgiler
http://research.marshfieldclinic.org/genetics/GeneticResearch/data/maps internet

adresinden tespit edilip kullanildi.
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MERLIN programindan elde edilen veriler ve grafikler asagida yer

almaktadir:

a. Kromozom 1’e ait veriler ve grafik:

X Fam 1 POSITION LOD  ALPHA  HLOD

164.09 -0,254

165.09 10308 164.09  -0.254  0.059 0.001

166.09 0.324 165.09  -0.308  0.000 0.000
166.09  -0.324  0.000 0.000

Chromosome 1

-—

Location Score

D1S1653 D1S2635

'1 | I | I
164 165 166 167

Position (cM)

Sekil 3.5. 1 numarali kromozomdan segilen iki genetik belirleyicinin ¢ok

noktali analiz grafigi

1 numarali kromozoma ait LOD skor verileri negatif sonu¢ vermistir, bu
nedenle gen bolgesine yakin yerlesimli olarak secilen genetik belirleyiciler ile

hastalik geni arasinda baglant1 saptanamamugtir.
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b. Kromozom 14’e ait veriler ve grafik:

X Fam 1
68,54 3,725 POSITION| LOD |ALPHA |HLOD
69,54 3,775
70,54 3,604
71,54 3,259
72,54 2,681
73,54 2,134
Chromosome 14
4
(b]
o 3
(&)
(7))
[ 27
% D1451046
s 1 D1451069
|

0 ! T T T T I I
68 69 70 71 72 73 74 75

Position (cM)

Sekil 3.6. 14 numarali kromozomdan secilen iki genetik belirleyicinin ¢ok

noktali analiz grafigi

14 numarali kromozoma ait LOD skor verileri pozitif sonug verdi. LOD Skor
2 3 olan degerler baglantiyr desteklemesi agisindan anlamli kabul edildiginden
se¢ilmis olan genetik belirleyiciler ile hastalik geni arasinda baglant1 oldugu kabul

edildi.
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c. Kromozom 17’ye ait veriler ve grafik:

Fam1

63,01 2.441 POSITION LOD ALPHA HLOD

64,01 4,167

65,01 -2,841 62.010 -2.905 0.401 0.258

66,01 2187 63.010 -2.441 0.401 0.258

67,01 1768 64.010 -4.167 0.400 0.256
65.010 -2.841 0.398 0.250
66.010 -2.187 0.397 0.245
67.010 -1.768 0.395 0.239

Chromosome 17
1

o 07

(@]

o -1

n D17S1325

c 2

o D175951

S -3 D1751861

S 4 D175932 D1752180

-5 ‘| | | | \ T T | T
62 63 64 65 66 67 68
Position (cM)

Sekil 3.7. 17 numarali kromozomdan secilen iki genetik belirleyicinin ¢ok
noktal1 analiz grafigi
Grafikten de goriildiigii gibi 17 numarali kromozomda LOD skor negatif

degerdedir. Bu durum da aradigimiz genin bu bolgede olmadigini géstermektedir.
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4. TARTISMA

Herediter sferositoz, periferik kanda sferik sekilli eritrositlerin (sferosit)
varligiyla karakterize, anemi ile seyreden kalitsal bir hastaliktir. Olgularin %75’1
otozomal dominant kalitim kalibiyla seyrederken, %25 vakada aile hikayesine
rastlanmamaktadir (Agre ve ark 1985). Dominant nitelik gdstermeyen bu vakalarin
yaris1 aslinda otozomal resesif kalitilirken, diger yarisi yeni mutasyonlar sonucu
olusmaktadir (Tse ve ark 1999). Hastalik; klinik olarak asemptomatik formdan,
hayat1 tehdit eden ve diizenli kan transfiizyonu gerektiren ciddi durumlara kadar

degisen tablolarla seyretmektedir (Perrotta ve ark 2008).

Bu calismada dort kusakta toplam 86 birey bulunduran bir herediter
sferositoz ailesi ile calisilmistir. Pedigri 6zellikleri penetrans eksikligi gosteren
otozomal dominant kalittim kalib1 ile uyumludur. Penetrans orani % 85 olarak
saptanmistir. Bu hastalikta eksik penetrans daha onceki yayinlarda bildirilmemistir.
Ilgili tezde bu aileden 19’u hasta olmak iizere 24 birey Orneklenmis ve ailede
kusaklar boyu siiregelen bu hastaligin molekiiler temellerini bulmak i¢in ¢alisma

baslatilmstir.

Yakin ge¢miste elektron mikroskopi ve protein analizi tekniklerinin
gelismesiyle eritrosit membraninin yapist daha iyi anlagilmis ve HS’deki
fonksiyonel bozuklugun eritrosit membran iskeletindeki baz1 yapisal proteinlerdeki
kalitatif ve kantitatif defektler sonucu olustugu aciga cikmistir (Smedley ve ark
1991). Eritrosit membran proteinleri olan a spektrin,  spektrin, ankrin, band 3 ve
protein 4.2 proteinleri bahsedildikleri sira ile SPTAI, SPTB, ANKI ve SLC4Al ve
EPB42 genleri tarafindan sentezlenmektedir. Bu genlerde olusan mutasyonlarin HS
klinigini olusturdugu bircok ¢alismada gosterilmistir (Smedley ve ark 1991, Jarolim
ve ark 1996, Iolascon ve ark 1998, Gallagher ve ark 2001). Literatiirde bu alanda
yapilan c¢alismalarin ¢ogu SDS-PAGE analizi ile proteine yonelik olarak yapilan
calismalar ve dogrudan DNA dizi analizi ¢alismalaridir. Ilgili tezde birka¢ kusakli
biiyiik bir aile saptadigimiz goz 6niine alinarak yukarida tanimlanan yontemlere gore
daha hizli ve etkin bir sonu¢ verebilecek olan baglanti analizi yapilmasi
planlanmistir. Bu analizde hedefimiz yukarida 6zetlenen aday genleri barindiran

kromozom lokalizasyonlarindan hangisinin hastalik geni ile baglantili olarak
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kusaklar boyu kalitildigin1 bulmaktir.  Hastaliktan sorumlu oldugu gosterilen
eritrosit membran proteinlerini kodlayan genlerin fiziksel yapilarinin bityiikligi goz
Oonline alindiginda zamandan ve emekten tasarruf etmek icin ilgili yOntemin
kullanilmasinin ~ uygun olacagi disiiniilmiistiir.  Literatiir  degerlendirmesi
yapildiginda bu ydntem sec¢iminin genis aile bulunan vakalarda tercih edildigi de
goriilmekle birlikte az sayida galisma oldugu da izlenmistir. Ornegin, benzeri bir
calismada Garbarz ve arkadaslar1 (1998), {i¢ kusakli ve 13 bireyinde otozomal
dominant HS goriilen bir ailede SPTB ve ANKI genlerine baglant1 olup olmadiginm
aragtirmig, ¢aligmanin sonucunda SP7B gen lokalizasyonuna baglant1 gdsterilmistir
Bolgeden secilen iki genetik belirleyici (D14S63 ve D14S271) i¢in maksimum lod

skor 3.6 olarak hesaplanmistir.

Bizim c¢alistigimiz ailede HS kliniginde major etkili olan SPTAI, SPTB,
ANKI ve SLC4A1 genleri lizerinde calisilmasi planlanmistir. SPTB ve SLC4Al
genlerindeki mutasyonlar sonucu olusan HS hastalig1 bizim ailemizde oldugu gibi
otozomal dominant kalitim kalibiyla seyrederken; ANK/ genindeki mutasyonlar hem
otozomal dominant hem de resesif HS’ye neden olmaktadir. SPTA! ve protein 4.2
defektine neden olan EPB42 gen mutasyonlart sonucu olusan hastalik ise otozomal
resesif kalitilir (Delaunay 2007). Bizim ailemizde hakim olan dominant kalitim
profilini goz Oniine alarak SPTB ve SLC4AI basta olmak iizere yine otozomal
dominant kalitim Ozelligi gosteren ANK/ geninin oncelikli olarak calisiimasi
planlanmistir. Otozomal resesif kalitim oOzelligi gosteren SPTAI geni ise bazi
toplumlarda relatif olarak yaygin goriildiigii i¢in ¢alisma kapsamina alinmis, Protein
4.2 defekti ise oldukca diisiik oranda goriilmesi, HS nin otozomal resesif formuna
yol agmasi ve daha ¢ok Japonlarda hastalik etkeni olmasi nedeniyle calisma disi

birakilmustir.

Baglant1 analizi sonucunda aday genlerden 1 numarali kromozomda yerlesik
olan SPTAI, 8 numarali kromozomda yerlesik ANKI ve 17 numarali kromozomda
yerlesik olan SLC4A1 genlerine ait bolgeler gerek iki noktali (Sekil 3.1) lod skor
analizlerinde negatif lod skorlar saptanmasi gerekse haplotip analizlerinde hastalik
ile bolgeden secilen genetik belirleyiciler arasinda kusaklar boyu anlamli bir
aktarimin gozlenmemesi (Sekil 3.1; 3.2 ve 3.4) nedeni ile dislanmistir. Bolgeden

secilen tiim genetik belirleyicileri birarada analiz etmeye yarayan ¢ok noktali analiz
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sonucunda da ilgili bolgelerin tamamen dislandig1 agik¢a goriinmektedir (Sekil 3.5

ve 3.7).

14q12-g21 numarali kromozom bolgesnde bulunan SPTB genine ait
lokalizasyona baglantinin test edildigi genetik belirleyicilerin her {igii (D14S1012,
D14S1046, D14S1069) icin de pozitif lod skorlar saptanmig maksimum lod skor
4.62 olarak belirlenmistir. Haplotip analizinde de bu bdlgeye 0zgii genetik
belirleyiciler ile hastalik aleli arasinda tam segregasyon gozlemektedir (Sekil 3.3)
Bu bulgular ile ailede hastaliktan sorumlu olan genin SP7B geni oldugu siipheye yer
birakmayacak sekilde ispatlanmis olmaktadir. Baglanti analizinin baslangigta var
saydigimiz gibi oOzellikle genetik heterojenite goOsteren hastaliklarda aday gen
lokalizasyonlarinin hizli, etkin ve ucuz olarak taranmasinda tercih edilebilecek bir
yontem oldugu da ortaya konmustur. SDS-PAGE analizi calismalart HS’li
hastalarin % 30-45’inde kombine spektrin-ankrin defekti, yaklasik % 30’unda izole
spektrin defekti ve yaklasik % 20’sinde ise band 3 defekti bulundugunu gostermistir
(Jarolim ve ark 1996, Dhermy ve ark 1997, Lanciotti 1997). Bizim ¢alismamizda da
vakalarin yaritya yakininda izlenen spektrin-ankrin defekti gozlenmeyip izole
spektrin defeki bulundugu izlenmistir. Spektrin geni 32 ekzondan olusan biiyiik bir
gendir. Su ana kadar yapilan mutasyon calismalarinda belirli bir exonda mutasyon
yigilimi olmaksizin biitiin exonlarda gdzlenmistir. izole spektrin defekti gdsteren
hastalar her irkta goriilmektedir ancak daha once bahsedildigi gibi Kuzey Avrupa
iilkeleri ve Amerikada daha sik goriilmektedir. Bu durum bahsedilen iilkelerde
yapilan c¢alismalarin fazlaligindan kaynaklaniyor olabilir. Daha onceki yayinlarda
Tiirk toplumundaki HS sikligindan, yapilmis olan aile ¢alismalarindan ve mutasyon

analizlerinden bahsedilmemektedir.

Spektrin defekti saptanmig HS’li hastalarda, spektrin geninde pek c¢ok
frameshift, nonsense ve missense mutasyon tespit edilmistir. Hassoun ve arkadaslar
(1997), bu mutasyonlarin pek ¢ogunun otozomal dominant kalitimli HS nin hafif ya
da orta dereceli hastalik fenotipiyle iligkili oldugunu belirtmislerdir. B-spektrin
geninde olugan mutasyonlar sonucu kan transfiizyonuna ¢ok fazla gerek duyulmayan
hafif ya da orta dereceli HS goriiliirken; a-spektrin geninde olusan mutasyonlar

sonucu ciddi hastalik tablosu olusabilir. Kombine ankrin-spektrin eksiklikleri sonucu
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ise hafiften ciddi hastalik tablolarina kadar degisen fenotipler ortaya c¢ikabilir
(Perrotta ve ark 2008). HS nin klinik 6zellikleri tablo1.3 de 6zetlenmistir.

Bizim ailemizde ise 19 hasta bireyden 13’iine kan tablosunda olusan
diismelere bagl olarak zaman zaman kan transfiizyonlar1 yapilmis ve daha sonra
splenektomi operasyonuyla hastalarin kan transfiizyonu ihtiyac1 giderilmistir. 6
hastada ise yaslariin kiiciikliigii nedeniyle ileri yaslarda splenektomi yapilmasi
planlanmistir.  B-spektrin genine baglanti bulgularimizla birlikte ailenin klinik
durumu degerlendirildiginde Hassoun ve arkadaslarimin (1997) bulgularn ile
benzerlik gosteren sekilde klinik olarak orta dereceli bir HS ile karsi karsiya
oldugumuz anlasilmaktadir. Ancak kombine ankrin-spektrin defektine bagli HS de
hafiften ciddiye kadar degisen tablolarla karsilasildigina gore klinik olarak hastaligin

hangi gen mutasyonu ile olustugunu tahmin etmeye olanak yoktur.

Bu bulgulara bakilarak yogun bir genetik heterojenite gosteren bu hastalikta
fenotip olarak hangi genin sorumlu oldugunu anlama yolu yoktur. Aile saptandigi
zaman, baglanti analizi bu hastaliga molekiiler tan1 koymaya yonelik diger
yontemlere gore etkin bir 6n tarama saglar. Bu 6n taramayi takip edecek tek gene

odaklanmig DNA dizi analizleri de tam tan1 koydurucu olacaktir.
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5. SONUC VE ONERILER

Gen  haritalama, kromozom lokalizasyonu bilinmeyen  genlerin
lokalizasyonlarinin olasilik modelleri kullanilarak saptanmasi islemidir. Gen
haritalama yontemlerinden biri olan baglanti analizi HS’de aday gen aranmasi
caligmalarinda basariyla kullanilmistir. Kromozom lokalizasyonlar1 bilinen genetik
belirleyicilerin birkag¢ kusakli genis ailelerde hastalikla birlikte segregasyon kalibinin

incelenmesi gen haritalamanin temelini olusturmaktadir.

Yapilan caligmada, otozomal dominant HS saptanan dort kusakli genis bir
ailede baglanti analizi ve LOD skor analizi ¢aligmalart sonucunda elde edilen
istatistiki bilgilere dayanarak ailede 14 numarali kromozomda yer alan SPTB genine
baglant1 saptanmistir. Diger aday genler baglant1 analizi ¢alismasi sonucunda agikca
dislanmis boylelikle ailede goriilen HS fenotipinden spektrin-ankrin kombine

defektinin degil izole spektrin defektinin sorumlu oldugu bulunmustur.

Baglant1 analizi genetik heterojenite gozlenen hastaliklarda etkin bir 6n
tarama yontemidir. Bu ¢alismay1 tamamlayici bir sonraki adim olarak SP7B geninde

mutasyon taramasi ¢alismalar1 yapilmasi planlanmastir.
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6. OZET
T.C
SELCUK UNIVERSITESI

SAGLIK BIiLIMLERI ENSTITUSU

GEN HARITALAMA CALISMALARINA GIRIS:
OTOZOMAL DOMINANT HEREDITER SFEROSITOZ’DA

BAGLANTI ANALIZi

PELIN TASDEMIR

Tibbi Biyoloji ve Genetik Anabilim Dal

DOKTORA TEZi / KONYA-2009

Herediter sferositoz, membran proteinlerinin defektleri nedeniyle eritrositlerin sferositlere
doniigmeleri ile hemolize egilimin artmasi sonucu degisik derecede anemi, sarilik ve splenomegali ile
seyreden herediter bir hastaliktir. Herediter sferositoz klinik ve genetik olarak hem dominant hem de
resesif kalitimla iligkili heterojen bir hastaliktir. Herediter sferositoz, Kuzey Avrupa iilkelerinde
goriilen en yaygin hemolitik anemidir. Olgularin % 75’i otozomal dominanttir. Yaklagik %10-25
olguda ise bir aile hikayesi yoktur.

Bu caligmanin amact dort kusakli genis bir ailede rastlanan otozomal dominant gecisli
Herediter sferositoz’da hangi gendeki mutasyonun patolojiden sorumlu oldugunu bulmaktir.
Herediter sferositoz’da major etkili olan SPTAI, SPTB, ANKI ve SLC4A41 genlerine baglantinin
varligi; baglant1 (Linkage) analizi yontemi kullanilarak arastirilmustir.

Sonug olarak; LINKAGE ve MERLIN analizlerinin kullanimi ve Lod-score istatistiksel
hesaplamalari ile arastirdigimiz ailede goriilen Herediter Sferositoz’un otozomal dominant olarak
kalitildigi ve 14 numarali kromozomda yerlesik olan SPTB geninin hastaliktan sorumlu olacagi
bulunmustur. Bu hastalikta yaygin olarak goriilen spektrin-ankrin kombine defektinin bu ailede de
sorumlu olacagi hipotezi ankrin gen lokalizasyonuna baglanti saptanamadigi i¢in dislanmigtir.
Genetik heterojenite gdzlenen hastaliklarda baglant1 analizi, etkin bir 6n tarama yoludur ve baglanti
gdzlenen SPTB geninde mutasyon taramasi yapilabilmesi i¢in yeni bir ¢aligma planlanacaktir.

Anahtar Kelimeler: Baglanti analizi; gen haritalamasi; herediter sferositoz; spektrin
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7. SUMMARY
T.C
SELCUK UNIVERSITESI

SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU

AN ENTRY TO GENE MAPPING: LINKAGE ANALYSIS IN
AUTOSOMAL DOMINANT HEREDITARY SPHEROCYTOSIS

PELIN TASDEMIR

Tibbi Biyoloji ve Genetik Anabilim Dah

DOKTORA TEZI / KONYA-2009

Hereditary Spherocytosis is an inherited hemolytic anemia caused by the defects on
membrane proteins and characterized by icterus, anemia and splenomegaly. Hereditary Spherocytosis
clinically and genetically comprises a heterogeneous group of hemolytic anemias. It is the most
common cause of haemolytic anaemia in Northern Europe people. In about 75% of the cases, the
inheritance follows an autosomal dominant pattern. 25% of cases occur sporadically.

The aim of this study is; finding which mutation of the gene is responsible for otosomal
dominant Hereditary Spherocytosis in a wide family with four generations. The linkage to the major
genes in hereditary spherocytosis which is SPTAI, SPTB, ANKI ve SLC4A41 was searched by using
the linkage analysis.

As a result; by using LINKAGE and MERLIN analysis and LOD-score statistical
calculations we confirm that; in our family the Hereditary Spherocytosis is an otosomal dominant
form of the disease and the mutation is on the SPTB gene which map to chromosome 14. Although
combined spectrin-ankyrin defect is the most common abnormality in this disease, this hypothesis is
excluded for this family because no linkage was found in ankyrin gene localization. Linkage analysis
is an effective pre-screening method in genetically heterogeneous diseases and a new mutation
analysis study is in the planning stage to detect the mutation in the SPTB gene.

Keywords: Linkage analysis; gene mapping; Hereditary Spherocytosis; spectrin
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doktora dgrenimine basladi. 2004 yilinda Selguk Universitesi Kampiis Medikososyal
Saglik Merkez’nde ¢aligmaya bagladi ve halen bu gorevi siirdiirmektedir. Yabanci

dili ingilizce ve Almanca’dir. Evli ve iki ¢ocuk annesidir.
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