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Amag: Hemoglobin (Hb) bozukluklari, gerek iilkemizde
gerekse diinyada rastlanan en onemli kalitsal hastaliklar-
dandir. Hemoglobinlerin globin zincirlerinin yapilarindaki
aminoasit degisikligi ile olusan hemoglobinlere anormal
hemoglobinler veya kisaca “Hb varyantlar:” denilmekte-
dir. Anormal hemoglobin varliginin, protein diizeyindeki
yontemler ile belirlenmesini takiben kesin tani islemi gen
diizeyindeki analizlerin yapilmasi ile gerceklestirilmekte-
dir. Bu derlemeyi hazirlamaktaki amacimiz, hemoglobin
varyant analiz yontemlerinin tiimiinii igeren bir veri hazir-
lamaktir:

Anahtar kelimeler: anormal hemoglobin, hemoglobinopati,
talasemi

ABSTRACT
Hemoglobin Variant Analysis Methods

Hemoglobin (Hb) disorders are among the most important
hereditary diseases both in our country and in the world.
Hemoglobins which result from amino acid change in the
structure of globin chains are called abnormal hemoglobins
or simply “Hb variants”. Following the protein level analy-
sis methods for the determination of the presence of abnor-
mal hemoglobins, the diagnosis is carried out by gene-level
analysis. Our purpose for this review is to bring together
and present all hemoglobin variant analysis methods.

Keywords: abnormal hemoglobin, hemoglobinopathy,
thalassemia

GIRIS

Hemoglobinopatiler, gerek iilkemizde gerekse diin-
yada rastlanilan en 6nemli kalitsal hastaliklardandir.
Hemoglobinopatiler, hemoglobin (Hb) molekiiliiniin
polipeptid zincirlerindeki yapisal degisiklikler veya
sentez bozukluklarindan kaynaklanan kan hastalik-
lar1 olup talasemi ve anormal hemoglobinler olmak
tizere iki kisimda incelenmektedirler . Talasemiler,
hemoglobin yapisindaki globin zincirlerinin birisinin
ya da daha fazlasinin iiretiminin azlig1 veya yoklugu
ile karakterizedir ®. Anormal hemoglobinler; nokta
mutasyonlari, niikleotit eklenmesi, niikleotit ¢ikmasi
gibi gen degisiklikleri sonucu olusan anormal yapida-
ki hemoglobinlerdir.

Talasemilerin ve anormal hemoglobinlerin tanist ve
taramasinda hemoglobin varyantlarinin degerlendiril-
mesinin yaninda anemi, mikrositoz ve hipokromi’yi
degerlendirebilmek i¢in hemogram verileri 6ncelikle
incelenmelidir. Gerekirse demir durumu kontrol edi-
lebilir. Gliniimiizde dncelikle HPLC (yiiksek basinglt
stvi kromatografisi) analizi ile hemoglobin varyant
analizi yapilmaktadir. Kapiller elektroforez, seliiloz
asetat elektroforezi ve izoelektrik fokuslama yontem-

leride rutinde sik kullanilan yontemler arasindadir ©.
Bu yontemlerin hepsinin birbirlerine gore avantaj ve
dezavantajlar1 vardir.

HPLC ve elektroforetik yontemlerin kullanilmasi
anormal hemoglobinlerin kesin tanisindan daha ¢ok
bir 6n tanisi seklinde olmaktadir. Bu hemoglobinlerin
kesin tanis1 gen diizeyindeki yontemler kullanilarak
gerceklestirilmektedir. Genetik ¢aligmalar tam olarak
tanimlanamayan varyantlarda, alfa talasemi sessiz
tastyicilariin ve beta talasemi sessiz tasiyicilarinin
belirlenmesinde ve rutin pratikte yeni varyantlarin ta-
nimlanmasinda kullanilmaktadir ©.

Hemoglobin Varyant Analiz Yontemleri

Elektroforetik Yontemler

Anormal hemoglobinlerin varligimin belirlenmesinde
kullanilan yontemlerden biri elektroforez yontemidir.
Bu yontemin temeli, farkli pH degerlerinde degisken
yiklere sahip olan hemoglobinlerin elektriksel alan-
daki hareketlerine dayanmaktadir. Hemoglobinler
alkali pH ortaminda negatif yiike sahip olup anoda,
asit ortamda ise pozitif yiike sahip olup, katota dog-
ru hareket etmektedirler. Farkli yiikler kazanan he-
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moglobin tiirleri hem asidik hem de alkali ortamda
birbirlerinden ayrilabilmektedirler. Seliiloz asetat ve
agaroz yapilt membranlara hemoglobin elektroforezi
uygulanabilmektedir ©. Bu sayede birbirlerinden ay-
rilan hemoglobin varyantlari standart soliisyonlardaki
bilinen hemoglobin varyantlariyla karsilastirilarak ta-
nimlama yapilabilmektedir.

Seliiloz Asetat Hemoglobin Elektroforezi

Alkali pH’da (pH 8.2-8.6) hemoglobin molekiilii ne-
gatif ytiklidiir ve elektriksel ortamda anoda dogru gog
ederken hemoglobin yapist farkli olanlar gé¢ hizlari-
na gore ayrisirlar. Bu yontem basit uygulama meto-
dundan dolay1 tercih edilebilir ©. Bu yontemle Hb A,
Hb E, Hb S/Hb G/Hb D, Hb C/Hb E/Hb O-Arab, Hb
H ve daha az rastlanan hemoglobin varyantlarindan
bazilar tespit edilebilir. Hb S bandi tespit edildiginde
oraklagma testi ile dogrulanmalidir. Aksi halde elekt-
roforezde ayni bolgeye ilerleyen ve dolayisiyla ayni
yerde band veren Hb D ve Hb G ayirimimi yapmak
gerekir. Hb C/Hb E/Hb O-Arab tespit edildiginde; sit-
rat agar veya agaroz jel gibi asit pH’da ki elektrofo-
retik yontemler kullanilarak ayirim yapilmalidir. Hb
D-Punjab ve Hb O-Arab ayirimimi yapmak igin DNA
analizi gerekir.

Sitrat Agar Hemoglobin Elektroforezi

Asit pH’da hemoglobin molekiilleri pozitif yiiklii
olup elektriksel ortamda katoda dogru goc ederler ve
yiiklerine gore birbirlerinden ayr1 bolgelere goc eder-
ler. Bu hemoglobin elektroforezi ile Hb C, Hb S, Hb
F, ve Hb A tiirti hemoglobinler birbirinden ayrilirken,
Hb S ve Hb D elektroforezde ayni yerde bant vermek-
tedirler. Bu nedenden dolay1 bazi hemoglobin var-
yantlarinin tanimlanabilmesi i¢in ayrica bazik agaroz
elektroforezi de uygulanmasi gerekebilir. Bu yontem
giliniimiizde rutin analizlerde tercih edilmemektedir.

Bazik Agaroz Elektroforezi

Bazik agaroz elektroforezi ile Hb S bandi ve Hb D
band1 birbirinden ayrilabildiginden, sitrat agar elekt-
roforezi ile tanimlanamayan hemoglobin tiirlerinin
belirlenebilmesi i¢in bazik agaroz elektroforezi kulla-
nilir. Hb D asidik elektroforez de Hb S ile ayn1 yerde
band veriyorken, bazik elektroforez de Hb A ile aym
yerde band verir . Bu yontem de giintimiizde rutin
analizlerde tercih edilmemektedir.

izoelektrik Fokuslama Elektroforezi

Bu yontem, bir pH gradiyetinde yapilan elektroforez-
dir. (+) ve (-) yiiklere sahip hemoglobinler gradient

162

Okmeydan Tip Dergisi 32(3):161-166, 2016

boyuncaizoelektrik noktalarina rastlayan pH’ya kadar
gbc ederler. 1zoelektrik nokta, net elektriksel yiikiin
sifir oldugu pH degeridir. Farkli hemoglobinler kesin
sinirlt bantlar seklinde konsantre olurlar. Hb varyant-
larinin, globin zincirindeki amino asitlerin yiiklerine
bagli olarak izoelektrik noktalar1 birbirinden farklidur.
Bu yontem ile izoelektrik noktalar1 0.02 pH iinitesi
kadar farklilik gdsteren Hb varyantlar1 tanimlanabil-
mektedir @. Ayrica; bir ya da iki alfa globin gen deles-
yonu olan alfa talasemililerin eritrositlerindeki diigiik
miktardaki Hb F, izoelektrik fokuslama yontemi ile
tespit edilebilir ve bu yontem alfa talasemi taramasi
ve tanisi i¢in maliyet etkin bir yontemdir ®.

Kapiller Elektroforez

Kapiller jel elektroforezinin ayirma mekanizmasi,
jelle doldurulmus kapillerdeki gozeneklerden gece-
rek goc eden molekiillerin biiyiikliikleri arasindaki
farka dayanir ©. Kapiller elektroforez yontemi, kapil-
ler izoelektrik odaklama ve kapiller zone elektrofo-
rezi olarak Hb varyantlarinin, Hb A2 ve Hb F miktar
tayini i¢in ticari kitleri bulunan otomatize sistemlerde
kullanilabilmektedir (%,

Elektroforetik yontem anormal Hb’lerin kesin tanisi
icin belirleyici bir yaklasim degildir. Clnkd elekt-
roforezde bazi hemoglobinler birbirlerine benzer
elektroforetik davranig gosterip ayni yerde bant ver-
mektedirler. Bu davranis bigimleri 6zellikle prenatal
taramada olmak tizere pek cok karigikliklara neden
olabilmektedir V.

Kromatografik Yontemler

Kromatografi; bir karigimda bulunan bilesiklerin bir-
birleri ile karismayan farkli iki faz arasindaki dagi-
limlariyla ayrilmalarini saglayan fiziksel bir ayirma
yontemidir. Bu fazlardan biri gbzenekli bir yatak, ta-
baka ya da film seklinde ve genellikle hareketsiz olan
sabit faz iken, bir digeri ise sabit faz boyunca bu fazin
tizerinden akan hareketli fazdir 12.

Iyon Degisim Kromatografisi

Iyon degisim kromatografisinde temel ayirma islemi,
yiiklii molekiiller ile bu molekiillere zit yiike sahip olan
immobilize iyon degistirici gruplarin tersinir adsorp-
siyona bagl olarak gergeklesmektedir ¥. Negatif ve
pozitif yiiklere sahip proteinler olan hemoglobinlerin,
bu yiiklerinden faydalanilarak iyon degisim kromatog-
rafisi ile ayrim1 saglanabilmektedir ve bdylece anormal
hemoglobinlerin varligi belirlenebilmektedir. Fakat
anormal hemoglobinler i¢in kesin veya ayirici bir tani
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s6z konusu degildir. Ornegin, kromotografik diizeyde
yapilan laboratuvar analizlerinde, Hb S, Hb D-Los An-
geles, Hb G-Coushatta ve Hb Beograd benzer davranis
gostermektedir V. Bu yontem giiniimiizde rutin ana-
lizlerde tercih edilmemektedir.

HPLC Yontemi (Yiiksek Basin¢h Sivi
Kromatografisi/High Performance Liquid
Chromatography)

HPLC ydntemi, pek ¢ok normal ve anormal Hb varyant-
larinin belirlenmesinde ve kantite edilmesinde tercih
edilen bir yontemdir ®. HPLC’de sabit faz olarak kul-
lanilan dolgu maddelerinin tanecik boyutlarmm kiigiil-
tiilmesi ile hareketli fazla etkilesen sabit faz ylizey alan
biiylir ve boylece kolonun etkinligi artirilmus olur. Cok
sik1 doldurulmus kolondan hareketli fazin belirli bir hiz-
la gecebilmesi icin bir basing uygulanmasi gerekir. Or-
nek bilesenleri, sabit faz ile bilesigin kovalent olmayan
etkilesimlerine bagli olarak kolon boyunca go¢ ederler.
Kolon dolgu maddesi olarak silika matriks iizerinde an-
yon degistirici HPLC’de dietilaminoetil, katyon degisti-
rici HPLC’de ise karboksimetilseliiloz kullanilmaktadir
(9 Yo6ntem, hareketli fazin kolon igine yiiksek basingla
pompalanarak durgun faz, hareketli faz ve 6rnek arasin-
daki etkilesimin tipine gére ayrismanin olmasi esasina
dayanir. Ozel kolonlar, duyarli saptayicilar ve yiiksek
akis hizi ile Gistiin ayirma 6zelligine sahiptir ().

Ters faz HPLC ve katyon degistirici HPLC siklikla
kulllanilan iki yontemdir. Ters faz HPLC’de, Hb zin-
cirlerinin hidrofobisitesinden yararlanilarak ayirma
saglanir. Katyon degistirici HPLC’de ise Hb’nin ko-
lon dolgu maddesine olan afinitesinden yararlanilarak
ayirma saglanir (617,

HPLC ydntemi hemoglobin varyant analizinde yiiksek
kesinlik ve dogruluk saglar. Bu yontemle hizli sonug-
lar almir. Ozellikle talasemilerde diizeyi énemli olan
HbA2 i¢in yiiksek dogrulukta bir 6l¢tim saglar (9.

Mikrokolon Kromatografisi ile Hb A2 Tayini
Yontemdeki temel ayirim mekanizmasi, hemoglobin
molekiilii tizerindeki yiiklii gruplarin iyon degistirici
recine iizerindeki yiiklii gruplar arasindaki etkilesime
dayanir . Bu yontem giinlimiizde rutin analizlerde
tercih edilmemektedir.

Kiitle Spektrometri Yontemi

Kiitle spektrometreleri, manyetik veya elektriksel bir
alanda hareket eden yiiklii partikiilleri kiitle/yiik (m/z)
oranlarina gore diger yiiklii partikiillerden ayirt ederek

analizleme esasina gore calismaktadirlar @0, fyon-
lastirma mekanizmalarindaki farkliliklara goére ESI
(elektro spray ionization/elektrosprey iyonlanlastirma)
veya MALDI-TOF (Matrix assisted laser desorption
ionization- time of flight/matriks yardimcili lazer de-
sorpsiyon iyonizasyon) kiitle spektrometri yontemleri,
rutin Hb analizlerinde uygulabilen yardimet bir yon-
temdir. Bu yontem, yeni globin zinciri mutasyonlarinin
kesfini saglamaktadir Y. Ayrica, MALDI-TOF kiitle
spektrometrisi tek bir eritrositten globin zincir analizi
saglayan son derece hassas bir yontemdir ®2.

Kimyasal Yontemler

Alkali Denatiirasyon Yontemiyle Hb F Ol¢iimii
Hemoglobinler icinde alkaliye en direngli olan1t Hb
F’dir. Bu o6zelliginden faydalanilarak Hb F diizeyi
spektrofotometrik olarak 6l¢iilebilir 17

Alkali denatiirasyon yontemi, ucuz ve kolay uygula-
nabilir bir yontemdir. Dezavantajlar1 diisiik Hb F dii-
zeylerinde (%0-4) yiiksek, yiiksek Hb F diizeylerinde
(>%0) ise diisiik degerler vermesi ve ayrica %]1’in
altindaki Hb F diizeylerinin bu yontem ile dlgiileme-
mesidir @, Bu yontem giinimiizde rutin analizlerde
tercih edilmemektedir.

Oraklasma Testi

Elektroforezde Hb S bulunan 6rnekler icin Hb D ile
ayirim saglanmast amaciyla oraklagma testi yapilir.
Hb S varlig1, oksijensiz bir ortamda, sodyum metabi-
siilfitin varliginda eritrositlerin orak seklini almasiyla
tanimlanir ¥,

DNA Analiz Yontemleri (Gen Diizeyindeki
Yontemler/Molekiiler Yontemler)

DNA Dizi Analizi

Anormal hemoglobinlerin gen diizeyindeki kesin ta-
nisinda en ¢ok kullanilan yontem, DNA dizi analizi
yontemidir. DNA molekiiliinde belirli bir bolgenin
niikleotit diziliminin belirlenmesi anlamina gelen
bu yontemin temeli; 3” ucunda OH grubu bulunma-
yan dideoksiniikleotid’lerin (ddNTP) kullanilmasina
dayanmaktadir. Yontemde kalip olarak kullanilacak
DNA, DNA primeri, amplifiye edilecek DNA’nin
uzamasini saglayacak niikleotitler (dNTP), zincir
uzamasini 3’ ucunda OH grubu bulunmadigi i¢in son-
landiracak isaretli niikleotitler (ddNTP) ve bu niikle-
otitleri yeni zinciri olusturmak i¢in baglayacak olan
bir DNA polimeraz kullanilmaktadir. Sentezlenen her
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bir yeni kalip zincir ucuna 3’ ucunda OH bulunmayan
ddNTP’ nin gelmesi ile uzama durmaktadir. Reaksi-
yon sonucunda elde edilen DNA pargalar elektrofo-
rez yontemi ile yiritiilerek, molekiil agirligma gore
dizi analizi sisteminde en kiiciik molekiiler agirliga
sahip olan DNA pargasi en 6nde olmak iizere uygun
goriintiileyici sayesinde degerlendirme yapilir . Bu
yontem kullanilarak globin geninin DNA dizisinin in-
celenmesi yapilarak alfa ve beta talasemilere ait mu-
tasyonlar saptanabilmektedir 9.

RFLP (Restriksiyon Fragment Uzunluk
Polimorfizmi/Restriction Fragment Length
Polimorfizm)

RFLP, anormal hemoglobinlerin gen diizeyinde ta-
nimlanmasinda kullanilan yontemlerden biridir. Rest-
riksiyon enzimleri, kisa DNA dizilerini 6zgiil olarak
tantyip DNA’y1 belirli bélgelerden kesen proteinlerdir.
Restriksiyon enzimlerinin, PCR (polimeraz zincir re-
aksiyonu) yontemiyle cogaltilan genomik DNA’daki
kendilerine 6zgii bolgeleri kesip kesmemesine gore
anormal hemoglobinler belirlenebilir. Her bir anor-
mal hemoglobin tiirii i¢in farkli bir restriksiyon enzimi
kullanilmaktadir. Restriksiyon enzimi ile kesilen PCR
tirlinii, elektroforezde yiiriitiildiikten sonra ultraviyole
151k altinda goriintiilenerek degerlendirme yapilmak-
tadir. Cogu restriksiyon enzimi, kendine 6zgii DNA
bolgesini kesemediginde anormal hemoglobin tiiriiniin
varligina igaret ederken, bazi restriksiyon enzimleri ise
kendine 6zgii DNA bolgesini kestiginde anormal he-
moglobinin tiiriinii isaret etmektedir @”. Bu yontem ile
pek ¢ok globin gen mutasyon analizi yapilabilir @®.

SPR Spektroskopisi (Yiizey Plasmon Rezonans
Spektroskopisi/Surface Plasmon Resonance
Spectroscopy)

Anormal hemoglobinlerin gen diizeyinde tanimlan-
masina olanak saglayan bir diger yontem ise mad-
de ve 151k etkilesimini temel alan SPR spektroskopi
yontemidir. Herhangi bir isaretleyici kullanmadan
1sik-madde etkilesiminin ger¢ek zamanli olarak in-
celenmesini saglayan bu yontemde kullanilan biyo-
sensorlerde, altin tabaka iizerindeki biyomolekiilsel
etkilesimler algilanmaktadir. Altin sensor yiizeyine
immobilize edilen hedef biyomolekiiliin diger biyo-
molekiiller ile baglanabilme ilgisi, yiizeye gonderilen
lazer 1sinmnin saniyedeki agisal degisiminin zamana
bagli grafigi, molekiiller arasi etkilesimin dogast hak-
kinda bilgi verir. Ayrica farkl sicakliklarda, isaretle-
yici kullanilmadan yapilan bu ¢caligmalarla etkilesimin
termodinamik 6zellikleri belirlenebilmektedir 3D,
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Anormal hemoglobinlerin ve talasemilerin belirlenme-
sinde SPR yontemi kullanilmaktadir. Beta globin geni-
nin 6. kodonunda glutamik asit yerine valin gegmesiy-
le olusan Hb S’nin belirlenmesinde ve beta’39(C>T),
beta’IVS-1(G>A), betatIVS-1-6(T>C), beta+IVS-1-
110(G>A) gibi talasemi mutasyonlarinin incelenme-
sinde SPR yontemi kullaniimigtir 132,

MLPA Yontemi (Ligasyona Bagimh Coklu Prob
Amplifikasyonu/Multiplex Ligation Dependent
Probe Amplification)

MLPA, Multiplex Ligation Dependent Probe Ampli-
fication kelimelerinin bas harflerinden olusmus olup,
ligasyona bagimli coklu prob amplifikasyonu anlami-
na gelmektedir. MLPA yontemi ile birden fazla gen
delesyonu ve duplikasyonu tek bir reaksiyonla tanim-
lanabilmektedir ¢*.

Uzerinde calisilan DNA bolgesindeki gen miktarla-
rinin belirlenmesi amacini tastyan MLPA yontemiy-
le, gen bolgelerinde tek veya her iki allelde meydana
gelebilecek delesyonlarin ve duplikasyonlarin ytiziin-
den olusan gen ekspresyonlarindaki artig ve azaliglar
goriintiilenebilmekte ve hesaplanabilmektedir. Uygu-
lamanin kolayligi, yiiksek duyarliligi, giivenilirligi ve
goreceli ucuzlugu bu yontemin gen diizeyindeki tani
laboratuvarlarinda hizli bir sekilde kabul edilmesi-
ni saglamigtir ¢+3, Bu yontemle globin gen analizi
yapilarak alfa talasemi mutasyonlar1 saptanabilir ve
prenatal tanida efektif olarak kullanilabilir G9.

ARMS Yontemi (Amplifikasyon Refrakter
Mutasyon Sistemi/Amplification Refractory
Mutation System)

Nokta mutasyonlar1 ya da kiigiik delesyonlar tanim-
layabilmek i¢cin ARMS yontemi gelistirilmistir. Kla-
sik PCR’dan farki, mutasyona 6zgli amplifikasyon
islemi yapilarak mutant beta globin geni alellerinin
saptanmaya calisilmasidir. Mutant beta globin aleline
6zgii olan primer, sadece mutasyonun oldugu bolgeyi
taniyabilirken, mutasyonun olmadig1 bdlgeye bagla-
namayacak ve c¢ogaltma islemi sonugsuz kalacaktir.
Dort adet DNA primerinin tek bir reaksiyon tiipiinde
kullanilmastyla beta globin geninin bilinen mutas-
yonlar1 saptanabilir ¢7,

DNA Mikroarray Yontemi

Siklikla kullanilan geleneksel laboratuvar yontemle-
11, genellikle tek bir gen veya proteinin arastirilmasi-
na yoneliktir. Ancak hastaliklarin gogunda birgok gen
etkilenmekte ve bu durum bir¢ok faktdre bagli olarak
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olusmaktadir. DNA mikroarray yontemi yiizlerce ge-
nin ekspresyonunu inceleme olanagi saglamigtir 9.
Temeli Nouthern ve Southern bloting teknigine da-
yanan mikroarray teknolojisi ile, hibridizasyon tep-
kimelerine dayali yontemle mutasyon taramasi, po-
limorfizm analizleri ve haritalama yapilabilmektedir
(842 Mikroarray yontemlerinin en 6nemli avantajla-
11, aynt anda bir¢ok genle ilgili olarak bilgi alinmasi,
hizli sekilde sonug elde edilmesi, az sayida deney ya-
pilmasi, glivenilir olmas1 ve sistem kurulduktan sonra
ucuz olmasidir “. Bu yontem ile globin genin mutas-
yon analizi yapilabilmektedir 9.

Alel Spesifik Oligoniikleotid
Hibridizasyonu/Dot-Blot Analizi

Bu yontemin temeli; hedef dizinin, birisi mutasyonlu
digeri ise normal DNA dizisi i¢in hazirlanmis olan iki
oligoniikleotid probu ile hibridizasyonuna dayanir.
Yontemde, belirli mutasyonlarin sik olarak goézlen-
digi toplumlarda “dot-blot” veya “reverse dot-blot”
seklinde uygulama ile homozigot, heterozigot ve
normal genotipe sahip bireyler kolayca saptanabi-
lir. Normal dot-blot hibridizasyonda DNA drnekleri
membrana sabitlestirilirken, reverse dot-blot anali-
zinde oligoniikleotid problart membrana sabitlestiril-
mis durumdadir. Ticari olarak {iretilen, “reverse dot-
blot” yonteminin kullanildig kitler ile toplumlarda
stk rastlanilan mutasyonlarin kolayca tanimlanmasini
olast hale getirmistir “Y. Bu yontemde normal ve mu-
tasyonlu problar membrana yerlestirilmistir. Belirli
DNA boélgesi ile hibridizasyon sonucunda normal ve
mutant bantlar degerlendirilerek hemoglobinopatile-
rin tanimlamasi yapilabilir. Bu yontem ile alfa ve beta
talasemi mutasyonlari saptanabilir “*. Bu yontemi kul-
lanarak, tilkemizde rastlanilan alfa globin ve beta glo-
bin mutasyonlarinin bityiik kismini (%90-95 oraninda)
tanimlayabilen ticari kitler bulunmaktadir 9.

Gap-PCR Yontemi

Tam olarak sinirlari bilinen delesyon tipindeki mutas-
yonlarin tayininde kullanilabilen ideal yontemlerden
birisidir. Delesyonun oldugu DNA bdélgesi, uygun
primerler kullanilarak cogaltilir. Cogaltilan deles-
yonlu DNA boélgesindeki diziler normal olanlarla ki-
yaslandiginda daha kiigiik oldugundan dolay1 normal
ve mutasyonlu gen ayirimu yapilabilmektedir “749.
Beta talasemiye neden olabilen ender goriilen beta
globin genlerindeki delesyonlarin, alfa globin genle-
rindeki delesyonlarin, delta-beta talasemilerin ve Hb
Lepore’un tanisinda kullanilabilen, uygulamasi kolay
ve ucuz bir yontemdir 74549,

KAYNAKLAR

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

Weatherall DJ, Clegg JB, Higgs DR, Wood WG. The
hemoglobinopathies. In: Scriver CR, Beaudet AL, Sly
WS, Valle D (eds). The metabolic and molecular bases
of inherrited disease. 8th edition. U.S.A: International
Edition; 2001, 4571-4627.

Harteveld Cornelis L, Higgs Douglas R. a-thalassaemia.
Orphanet J Rare Dis 2010;5:1-21.
http://dx.doi.org/10.1186/1750-1172-5-13

Wajeman H, Moradkhani K. Abnormal hemoglo-
bins: detection & characterization. Indian J Med Res
2011;134:538-46.

Pant L, Kalita D, Singh S, et al. Detection of abnor-
mal hemoglobin variants by HPLC method: Common
problems with suggested solutions. /nt Sch Res Notices
2014; 1-10.

Hartwell SK, Srisawang B, Kongtawelert P, Chiristi-
an GD, Grudpan G. Review on screening and analysis
techniques for hemoglobin variants and thalassemia.
Talanta 2005;65:1149-61.
http://dx.doi.org/10.1016/j.talanta.2004.09.013
Wajeman H. Electrophoretic methods for study of hae-
moglobins. In: Nagel RL (eds). Methods in molecular
medicine. Totowa: Humana Press Inc 2003, 93-100.
Alayli Giingér A, Demir Y, Demir N. Anormal
hemoglobinler’in farkli hemoglobin elektroforezleri ile
belirlenmesi. SDU Tip Fak Derg 2011;6:40-54.
Archana M, Agarwal MD, Roberto H, et al. Identifi-
cation of one or two alfa-globin gene deletions by
isoelectric focusing electrophoresis. Am J Clin Pathol
2013;140:301-5.
http://dx.doi.org/10.1309/AJCPFAUIJKH3EOBY

Li SFY. Capillary electrophoresis principles, practice
and applications. J Chrom 1993;52:1-30.

Jenkins M, Ratnaike S. Capillary electrophoresis of he-
moglobin. Clin Chem Lab Med 2003;1:747-54.
http://dx.doi.org/10.1515/cclm.2003.114

Atalay A, Koyuncu H, Késeler A, Ozkan A, Atalay EO.
Hb Beograd [betal21(GH4)Glu>Val, GAA>GTA] in
the Turkish population. Hemoglobin 2007;31:491-3.
http://dx.doi.org/10.1080/03630260701590335

Sheng S, Chen D, Van Eyk JE. Multidimensional liquid
chromatography separation of intact proteins by chro-
matographic focusing and reversed phase of the human
serum proteome: optimization andprotein database.
Mol Cell Proteomics 2006;5:26-34.
http://dx.doi.org/10.1074/mcp.T500019-MCP200
Whitford D. Protein expression, purification and cha-
racterization. In: Wiley J (eds). Proteins: Structure and
function. England: 2005, 313-346.

Hartwell SK, Srisawang B, Kongtawelert P, Christian
D, Grudpan K. Review on screening and analysis tech-
niques for hemoglobin variants and thalassemia. Talan-
ta 2005;65:1149-61.
http://dx.doi.org/10.1016/j.talanta.2004.09.013

Aksoy K, Kayrin L, Tuli A, Ciirik MA, Atilla G. Anor-
mal hemoglobinler ve talasemi tanisinda kullanilan
yontemler. 8. Biyokimya yaz okulu, Adana, 2006.
Clarke GM, Higgins TN. Laboratory investigation of
hemoglobinopathies and thalassemias: review and up-
date. Clin Chem 2000;46:1284-90.

Joutovsky A, Hadzi-Nesic J, Nardi MA. HPLC retention
time as a diagnostic tool for hemoglobin variants and he-

165



18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

moglobinopathies: a study of 60000 samples in a clinical
diagnostic laboratory. Clin Chem 2004;50:1736-47.
http://dx.doi.org/10.1373/clinchem.2004.034991
David F. Keren MD, Shalhoub R, Gulbranson R, Heds-
trom D. Expression of hemoglobin variant migration
by capillary electrophoresis relative to hemoglobin A2
improves precision. Am J Clin Pathol 2012;137:660-4.
http://dx.doi.org/10.1309/AJCPOF8VO0JJOPSVF
Yiregir GT, Attila G. Hemoglobinopatiler ve tan1 yon-
temleri. CU Tip Fak Derg 1997; 1-18.

Kurban S, Mehmetoglu 1. Proteomik. Yeni Tip Derg
2010;27:70-5.

Rai DK, Landin B, Alvelius G, Griffiths WJ. Haemog-
lobin Sodertalje (betal18 Phe—>Val): a new mutation in
human haemoglobin identified by electrospray ionisati-
on mass spectrometry. Rapid Commun Mass Spectrom
2006;20:3481-2.

http://dx.doi.org/10.1002/rcm.2746

Whittal RM, Keller BO, Li L. Nanoliter chemistry
combined with mass spectrometry for peptide mapping
of proteins from single mammalian cell lysates. Anal
Chem 1998;70:5344-7.
http://dx.doi.org/10.1021/ac980754k

Berendt HL, Blakney GB, Clarke GM, Hiqqins TN.
A case of beta thalassemia major detected using
HPLC in a child of Chinese ancestry. Clin Biochem
2000;33:311-3.
http://dx.doi.org/10.1016/S0009-9120(00)00066-7
Tahiroglu M. Hatay-Samandag yoresindeki liselerde
hemoglobinopati tiplendirilmesi ve bilgilendirilmesi
calismasi (Uzmanlik Tezi). Adana, Cukurova Universi-
tesi, 2010.

Geng A. Hemoglobin varyantlarinin DNA dizi analizi
ile belirlenmesi (Doktora Tezi). Adana, Cukurova Uni-
versitesi, 2005.

Wang S, Zhang R, Xiang G, et al. Mutation screening
for thalassaemia in the Jino ethnic minority populati-
on of Yunnan Province, Southwest China. BMJ Open
2015;5:1-8.
http://dx.doi.org/10.1136/bmjopen-2015-010047

Cagil C. Anormal hemoglobinlerin tanisinda MLPA ta-
sartmu1 (Yiiksek Lisans Tezi). Denizli, Pamukkale Uni-
versitesi, 2010.

Cherry L, Calo C, Talmaci R, Perrin P, Gavrila L.
b-Thalassemia haplotypes in Romania in the context of
genetic mixingin the mediterranean area. Hemoglobin
2015;29:1-12.

Van Wiggeren GD, Bynum MA, Ertel JP, et al. A novel
optical method providing for high-sensitivity and high-
throughput biomolecular interaction analysis. Sens Ac-
tuators B 2007;127:341-9.
http://dx.doi.org/10.1016/j.snb.2007.04.032

Barnes WL, Dereux A, Ebbesen TW. Surface plasmon
subwavelenght optics. Nature 2003;424:824-30.
http://dx.doi.org/10.1038/nature01937

Atalay EO, Ustel E, Yildiz S, Atalay A. SPR (Surfa-
ce plasmon resonance) based molecular detection of
Hb S (beta 6, GAG->GTG) at gene level. Hemoglobin
2006;30:1-7.
http://dx.doi.org/10.1080/03630260600755807
Feriotto G, Breveglieri G, Finotti A, Gardenghi S,
Gambari R. Real-time multiplex analysis of four
beta-thalassemia mutations employing surface plas-
mon resonance and biosensor technology. Lab Invest

166

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44

45.

46.

47.

48.

49.

Okmeydan: Tip Dergisi 32(3):161-166, 2016

2004;84:796-803.
http://dx.doi.org/10.1038/labinvest.3700106
Kozlowski P, Jasinska AJ, Kwiatkowski DJ. New app-
lications and developments in the use of multiplex
ligation-dependent probe amplification. Electrophore-
sis 2008;29:4627-36.
http://dx.doi.org/10.1002/elps.200800126

Gonzalez JR, Carrasco JL, Armengol L, et al. Probe-
specific mixed-model approach to detect copy number dif-
ferences using multiplex ligation-dependent probe ampli-
fication (MLPA). BMC Bioinformatics 2008;9:261.
http://dx.doi.org/10.1186/1471-2105-9-261

Gouas L, Goumy C, Veronese L, Tchirkov A, Vago P.
Gene dosage methods as diagnostic tool for the identifi-
cation of chromosome abnormalities. Pathol Biol Paris
2008;56:345-53.
http://dx.doi.org/10.1016/j.patbio.2008.03.010

Hao Y, Xu X, Xu Z, et al. Application of multiplex
ligation-dependent probe amplification technique in
prenatal diagnosis of a-thalassemia. Chin J Med Genet
2015;32:683-6.

Altunkilig S. Anamur ydresinin talasemi mutasyon tip-
lendirilmesi (Yiiksek Lisans Tezi). Adana, Cukurova
Universitesi, 2004.

Alberts B, Johnson A, Lewis J, et al. Molecular biology
of cell. 4th edition. New York: Garland Science; 2002.
Bowden JR, Brennan PA. DNA microarray technology:
insights for oral and maxillofacial surgeons. Br J Oral
Maxillofac Surg 2004;42:542-5.
http://dx.doi.org/10.1016/S0266-4356(04)00155-X
Bryant PA, Venter D, Robins-Browne R, Curtis N.
Chips with everything: DNA microarrays in infectious
diseases. Lancet Infect Dis 2004;4:100-1.
http://dx.doi.org/10.1016/S1473-3099(04)00930-2
Fadiel A, Naftolin F. Microarray applications and chal-
lenges: A vast array of possibilities. Int Arch Biosci
2003; 1111-1121.

Schena M, Davis RW. Genes, genomes, and chips. In:
Schena M (eds). DNA microarrays a practical appro-
ach. New York: Oxford University Press 2001, 1-16.
Amaratunga D, Cabrera J. Exploration and analysis of
DNA microarray and protein array data. New Jersey:
Wiley-Interscience; 2004; 23-38.

. Gold B. Origin and utility of the reverse dot-blot. Ex-

pert Rev Mol Diagn 2003;3:143-52.
http://dx.doi.org/10.1586/14737159.3.2.143

Wang WJ, Xie JD, Wang Q, et al. Genotype analysis of
hemoglobinopathy in Chinese Jiangsu population. Exp
Hematol 2015;23:1742-8.

Cremonesi L, Ferrari M, Giordano PC, et al. An overview
of current microarray-based human globin gene mutati-
on detection methods. Hemoglobin 2007;31:289-311.
http://dx.doi.org/10.1080/03630260701459366

Clark BE, Thein SL. Molecular diagnosis of hemoglo-
bin disorders. Clin Lab Haem 2004;26:159-76.
http://dx.doi.org/10.1111/.1365-2257.2004.00607.x
Harteveld CL, Kleanthous M, Traeger-Synodinos J.
Prenatal diagnosis of hemoglobin disorders: present
and future strategies. Biochem 2009;42:1767-79.
http://dx.doi.org/10.1016/j.clinbiochem.2009.07.001
Tan AS, Quah TC, Low PS, Chong SS. A rapid and reli-
able 7-deletion multiplexpolymerase chain reaction for
alpha-thalassemia. Blood 2001;98:250-1.
http://dx.doi.org/10.1182/blood.V98.1.250



