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6ZET
ANTAKYA, KAYSERI ve IZMIR ORNEKLERINDE [ TALASEMI
MUTASYON TiPLERININ SAPTANMASI
B Talasemiler Diinyada en yaygin g¢gdrilen kalatsal

hastaliktar. Diinyada yaklagik 150 milyon insanin [} talasemik
fenotipe sahip oldudu bilinmektedir. GQukurova bdélgesi, Diinya
Talasemi Kugagi 1ilizerinde bulunan Tiirkiye’nin glineyinde, Dodu
Akdeniz kayilaranda yeralmakta olup yapilan ¢alismalarda
bélgemizde [ talasemi saklaids %3.7 gibi yiiksek oranda
bulunmusgtur.

Daha ¢ok P geni ilizerinde olugan nokta mutasyonlarla ortaya
¢ikan bu hastalik igin 140’in iizerinde mutasyon tipi
belirlenmigtir. Giinimiizde halen kesin tedavisi bulunmayan bu
hastalidin toplum sagligini tehdit ettigi agaiktir. Bu nedenle
mutasyon tiplerinin belirlenerek bdélgesel gdérilme siklaiklarinan
hesaplanmasi; [ talasemili olgularin tedavilerinin daha dogru
dizenlenebilmesi, molekiler yéntemler kullanilarak Prenatal
Tani’nan konuldugu laboratuvarlarin hizli ve diigitk maliyetlerle
caligmasi ve ailelere verilen genetik danigmanlik hizmetlerinin
daha etkili yiiriitilmesi agisindan énemlidir.

Bu calismamizda C.U.Tap Fakiilltesi ve Antakya Devlet
Hastanesi tarafindan ortaklaga yiiriitilen evlilik o&ncesi
talasemilerin taranmasina yénelik protokol kapsamainda 33
heterozigot olgunun molekiiler mutasyonlari belirlenerek gériilme
sikliklari saptandi. Galigmamiz siirerken Kayseri ve Izmir
yéresinde bulunan Universite kliniklerinde  fenotipleri
belirlenerek génderilen 50 [ talasemi olgusunun genotipik
tanilari saptandi. Ayrica Izmir’den gelen iki ailede Prenatal
Tani uygulayarak bir saglam ve bir de hasta fetus belirlendi.
Molekiiler mutasyonlari saptamak ig¢in agarlikli olarak ARMS
yéntemi kullanildi. Ug¢ olguda ise DNA Dizi Analizi yéntemi
kullanilarak sonuca ulagaldi.

Anahtar Sézciikler: [ talasemi, mutasyon tipleri, ARMS, DNA Dizi
Analizi, Prenatal Tani.
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ABSTRACT

DETERMINING § THALASSEMiA MUTATION TYPES OF SAMPLES
FROM ANTAKYA, KAYSERI and IzMiRr

B Thalassemias are the most commonly inherited disorder in

the World. It is known that about 150 million people have
thalassemia phenotype. GQukurova region is in south Turkey where
is on World Thalassemia Belt at the coasts of east
Mediterranean. Studies which have been done in this region
showed that the incidence of [ thalassemia is very high
as 3.7%.

More than 140 mutation type defined for this disorder;
mostly arise from point mutations on the human B globin gene.
There is still no cure for this public health threatening
problem. By the way characterization of mutation types and
determining regional frequencies are important for clinicians
to design treatment regimens, rapid and low costs in
laboratories using molecular methods for prenatal diagnosis and
effective genetic counseling of the families.

In this study we characterize mutation types of 33
heterozygote cases in the cohtent of the project for premarital
carrier screening of the thalassemias in collaboration with
Gukurova University Medical Faculty and Antakya Public
Hospital. We detected the genotypes of 50 [ thalassemic cases
whose phenotypes determined in the University clinics from
Kayseri and Izmir region while our study was going on. We
assessed a healthy and an affected fetus with Prenatal
Diagnosis in two families came from Izmir. ARMS method was used
for characterization of molecular mutation types, in three

cases we obtained the results with DNA sequencing.

Key Words: [ thalassemia, mutation types, ARMS, DNA Sequencing,

Prenatal Diagmosis.



1.GIRis ve AMAQ

Talasemiler eritrositler igindeki hemoglobin molekiiliniin
globin subilinitelerinden birinin sentezinin yapilamamasi ile
karakterize kalitsal kan hastaliklaradir. 1lk kez 1925 yailinda
siddetli anemi, dalak biylkligdldl ve kemik deformiteleri ile
seyreden bir sendrom olarak Thomas COOLEY tarafindan italyan
kodkenli Amerikali g¢ocuklarda saptanmigtir. Ardindan yapilan
caligmalarla klinik olarak yiliksek ¢esitlilik gésteren genis bir
anemi ailesinin karekterizasyonu yapilmigtair. ‘4456

Talasemi Diinya tUzerindeki en yaygin genetik hastalik
olarak kabul edilir. Akdeniz havzasindan Ortadodu, Hindistan,.
Burma ve Gilineydodu Asya’ya kadar uzanan ve Diinya Talasemi
Kusagdi olarak adlandirilan genis bir boélgede belirgin olarak
yaygin bir siklida sahiptir. Talasemilerin gdriilme sikligda
a¢isindan normal insan hemoglobini HbA’nin (azB2) tutulumuna
gdre o ve B talasemiler olarak iki biyik grubu vardir.

o talasemik genler en ylksek yogunlukta Glineydodu Asya ve
Afrikanin bati sahillerinden kdken alan populasyonlarda
bulunur. Dinya populasyonunun %3’l, yaklasik olarak 150 milyon
insan ise p talasemi geni tasir. P talasemiler Akdeniz
populasyonlarinda, Ortadodu, Pakistan ve Hindistan’in birgok
bolimlerinde, Gilineydodu Asya’da, Rusya’nin giiney bdlgelerinde
ve Cin‘de genig bir yayilima sahiptir. Bu yiksek gen siklig:i
heterozigot talasemi fenotipine sahip insanlarin Malarya'nin
endemik oldugu bdélgelerde digerlerine gdre siddetli
enfeksiyonundan korunma y&ninde segici bir avantaja sahip
olmalariyla agiklanir. [ talasemilerin Afrika kitasindaki
yayilimi goreceli olarak daha azdir  (Sekil 1).(37.47.61
Tirkiye de P talasemilerin yaygin olarak gdrildigi Diinya
Talasemi Kusagdi Ulzerinde yer almaktadir. DoGu Akdeniz
kiyilarinda yer alan Gukurova Bdlgesinde yapilan c¢alismalarda
B talasemi siklida %3.7 gibi ytksek oranda bulunmustur. Yine
son yillarda yapilan c¢alismalarda Ege bélgesinde, Bursa,
Kayseri ve Trakya’da da Talasemi olgularinin bulundudu



Bu calismada amacimiz ¢.U0.Tip Fakiltesi ve Antakya Devlet
Hastanesi tarafindan ortaklagsa ylritilen ve a. Tagiyicilaran
saptanmasi b. Molekiiler mutasyonlarain bulunmasi c¢. Genetik
danismanlik ve bilinglendirme d. Prenatal tani uygulanmasa
kriterlerinin baz alindidir  protokol kapsaminda Antakya
yoresinde evlilik ®ncesi yapilan testlerle [ talasemi

tasiyicilik oranlarinin tam olarak saptanmasyi ve molekiiler

diizeyde yapilacak ¢alismalarla da hastalida neden olan §
talasemi mutasyonlarinin belirlenerek sikliklarinin
saptanmasidir. Ayni ¢calisma kapsami igerisinde Erciyes
Universitesi Tip Fakiiltesi ve Ege Universitesi Tip Fakiltesi
kliniklerinden gelen igbirligi teklifi dederlendirilerek
Kayseri ve Izmir ydresinde fenotipleri belirlenen P talasemi
olgularinin genotipik tanilara belirlenmig ve sonu¢lar

karsilastirilmigtar. ‘8%

1. TALASPMILERIN COSRAriK DaGriiMr 2.MALARYA'NIN COCRATIK DAGILIMI

Sekil 1. Talasemilerin ve Malaryanin co§rafik dagilim haritasi.



2.GENEL BILGILER
2.1. GIRris

Talasemiler glinimizde halen kesin tedavisi bulunmayan
normal insan hemoglobinlerinin polipeptid zincirlerinden
birinde veya daha fazlasinda sentez bozuklugu ile ortaya c¢ikan
otozomal resesif gec¢isli mikrositik hemolitik anemilerdir.
Hastaligin molekliler diizeydeki temel mekanizmalarainin
belirlenemedidi ilk doénemlerde siniflandirma klinik siddete
gdére yapilmistir. Buna gdre major klinik goériniime sahip ve
siddetli anemisi olan ilk grup Talasemi Major ya da Cooley
Anemisi; orta dizeyde bir anemisi olan, dizenli  kan
transfiizyonuna gereksinim duymayan ve transfizyon yapilmadigai
halde ¢odu =zaman hemoglobin diizeyleri 5 mg/dl'nin altina
diismeyen ikinci grup Talasemi Intermediya olarak
adlandirilmistar. Talaseminin kalitsal karakterinin
tanimlanmasinin ardindan Talasemi Major’lu g¢ocuklarin anne-
babasinda morfolojik olarak anormal eritrositlere radmen ¢ok
kiigik oranda bir aneminin olmasi veya hi¢ olmamasi haline
Talasemi Mindr tanimlamasi getirilmistir, (20:24.25

Molekiiler dlizeyde vyapilan c¢alaismalarin sonunda artik
talasemik fenotiplere neden olan genotipik ©&zelliklere gbre
yapilan siniflandirmalar daha o6ne ¢ikmis ve yapim bozukludu
olan globin zincir ¢esidine g6ére tanimlanmaya baslanmistar.
Buna goére molekliler dizeyde en iyi tanaimlanan hastaliklar: a,
B, 8B, & ve yop Talasemilerdir. Bunlara yakin bir grup hastalik

ise P globin eksikliginin yilikselmis y globin Uretimiyle tamamen
karsilandig§i HPFH (Hereditery Persistence of Fetal Hemoglobin)
sendromudur, (2°-62.81,82) '
2.2. HEMOGLOBIN'IN YAPISAL OZELLIKLERI

insan hemoglobini globin ve demir protoporfirin
kompleksinden olusan hem'in olugturdudu konjuge bir proteindir.
Tetramer yapisindadir, molekiil agirligdi 64500 dalton'dur. Iki
cift 6zdes olmayan polipeptid zinciri ve dort molekiil hem'den
olusur. Hemoglobin tetramerini olusturan globin polipeptid
zincirleri ¢6zgll aminoasitlerden olugur. Bu aminoasitlerin



dodru dizilim ve kompozisyonlari birincil yapiya karsilik
gelir. ikincil yapi ise aralarinda olusan hidrojen baglariyla
aminoasitlerin heliksler seklinde organize olmasiyla
tanimlanir. Uclincil ya da tersiyer yapi polipeptid zincirlerin
katlanarak 1ii¢ boyutlu hiicresel bir forma ulasmasiyla ortaya
¢ikar. En sonunda dort polipeptid zincirinin Dbirleserek
olusturdugu tek bir molekiile dordinciil ya da kuarterner yapi
denir. Kisaca hemoglobin molekiili dort adet polipeptid zinciri
icine dért adet hem molekiili oturtulmus globliler yapida bir

proteindir. Dizilim wve konum yoéniinden birbirlerine benzeyen a

ve B globin zincirleri kompakt bigimde katlanmis ve birbirine
sikica uyan iki ¢ift halinde iyonik ve hidrojen baglariyla
hidrofobik etkilesim yoluyla birbirlerine tutturulmuslardir. Bu
kompleks yapida hem grubu biitiin insan hemoglobin fenotiplerinde
dzdestir ve yogun bir hidrofobik ortam sadlayan hem cepleri
igcine vyerlestirilmiglerdir. Bu sekilde Oksijenin (0z) kanda
tasinmasi O,'nin hemoglobinle reversible kombinasyonlar yapmasi

ile bagaridimeSlcHiNany, *Catinss

Hem

Sekil 2: Hemoglobin A (HbA) molekili.



2.3. TALASEMILERIN MOLEKULER TEMELI

Talasemilerin molekiler diizeyde patolojilerinin
belirlenmesi amaciyla uygulanan restriksiyon enzim g¢alismalarai,
genetik klonlama ve DNA dizi analizi yontemleri ayni zamanda
dkaryot hiicrelerde gen islevinin aydinlatilmasi yolunda da
buyik katkilar sadlamistir. Ozellikle 1988'de Saiki ve Mullis
tarafindan tanimlanan Polimeraz zincir reaksiyonu
(PCR=Polimerase Chain Reaction) B genindeki bozukluklarin
molekiller diizeyde belirlenmesinde tam bir sigramaya neden

olmustur . (21,26,27,51,58,70,73)

2.3.1.GENLERIN EKSPRESYONU

Bir gen islevsel bir iliriinin yapimindan sorumlu DNA parg¢asi
olarak tanaimlanir. Bu iriin islevsel bir polipeptid veya
islevsel bir RNA olabilir. Okaryot hiicre genlerinde
aminoasitleri kodlayan niikleotid dizileri (ekson) yaninda
kodlanmayan bolgeler (intron) de bulunur. Genlerin 5' &6n
kisminda kodlanmayan ancak transkripsiyonun regulasyonunu
kontrol eden niikleotid (nt) dizilerinin bulundudu bir promotor
ybre ve 3' son kisminda poliadenilasyon sinyalini veren
dizilerin  bulundugdu 3'UTR (3" untranslated region,
3' translasyonu yapilmayan bdlge) bodlgesi bulunur. Bir gen'den
islevsel bir driin olan polipeptid zincirinin olusmasina
saglayan slire¢g Gen Ekspresyonu olarak tanimlanir ve dort
asamasi vardir,. (48.84.87,90)
2.3.1.1.Transkripsiyon: DNA'daki nt dizileri sablon olarak
kullanilarak birebir mRNA'ya kopyalanmasina transkripsiyon
denilir. mRNA sentezi 5'-»3' yoniinde gergeklesir. mRNA'da Timin
nt'i yerine Urasil nt'i bulunur. Transkripsiyonun regulasyonu
genlerin 5' baslik bolgesinin (5' Cap site) onilinde bulunan
‘promotor' Dbolge tarafindan kontrol edilir. Bu bdlge RNA
polimeraz'in baglanarak, mRNA sentezinin baglangi¢ sinyalinin
verildigi ®6zel sirali diziler (consensus sequence) igerir. Bu
diziler mRNA transkripsiyonunun hangi siklik ve miktarda
gerceklesecedini belirler. Transkripsiyonu yapilan baslangi¢ ve
sonlanma sinyallerini igeren b&lgeye 'transkripsiyon unitesi'
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veya operon adi verilir. Gen transkripsiyonu 5' Cap bdlgesinden
(+1) baslar, aminoasitleri kodlayan ekson bélgeleri,
kodlanmayan intron bdlgeleri Uzerinden poly(A) sinyalini igeren
3'UTR bolgesiyle sonlanir. 5' Cap bolgesi 7-Metilguanozin
icerir ve ©protein sentezinin baslatilmasinda gdrev alir.
mRNA'nin 3' ucu bir endonidkleaz tarafindan koparilir ve bir
poly(A) polimeraz tarafindan poliadenilasyon gergeklegtirilir.
(49,84,92) }

2.3.1.2.mRNA prosessing: Transkripsiyon sonrasi olusgturulan bu
prekiirsér mRNA intronlardan 'splicing' denilen bir islemle
aritilar. Intronlarin 5' baslangicinda ve 3' son kisminda
bulunan korunmus diziler GT ve AG dinikleotidleri (dondr ve
akseptdr bdlgeler) bulunur. (4492

2.3.1.3.mRNA dayanaklailaida: 5' o6n kisminda 7-Metil guanilat'la
basliklanmis, splicing ile intronlarindan aritilmis ve 3' son
kismina Poly(A) kuyrugu takilmis RNA'ya olgun (matiir) mRNA
denilir ve hiicre c¢ekirdeg§i icinden sitoplazmaya salindidinda
kararly yapisi bozulmaz (Sekil 3).*Y

2.3.1.4.Translasyon: mRNA'daki sifreye gbre aminoasit
dizilimlerinin belirlenerek protein sentezinin yapilmasina
translasyon denilir. Protein sentezi aktive edici enzimler,
aminoasitler ve tRNA'larin varliginda sitoplazmada

poliribozomlar tizerinde yapilir. ‘84

2.3.2. GLOBIN GEN KUMELERI

Globin genleri otozomal kromozomlarda gen kimeleri halinde
bulunurlar. o globin benzeri gen kimesi 16. kromozom'un kisa
kolunda 5'- &, y§, yaz, ya, oz, ay, 0-3' seklinde siralanir. B
globin benzeri gen kimesi 11. kromozom'un kisa kolunda 5'—3'
yéninde yerlesmis embriyonik € globin geni, fétal Sy ve M
genleri, islevsiz bir gen olan yB geni ve yetigkin & ve P
globin genlerinden olugur. Pseudo (y) genler ekspresyonu

yapilmayan islevsiz genlerdir, bu genlerin promotor ydrelerinde

ekspresyonun kontroluni sa§layan consensus dizilimleri

anlagilamamigtir (Sekil 4), (1% 28 37
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Transkripsiyon (nitesi I Dua l

lnm polimeraz II

5! ‘3‘
lkynlma ve poliadenilasyon
Priverullid (g 3l RV
Transkripti Bksonl  Ehson? Bkson3
lHetilasyon
TSI m . TUSLL
Eksonl EksonZ Ekson3
lSplicing

Poly{Alz0H

Nilklear mRMA  Cap

‘"C:‘_--

sitoplazna

Matdr nRNA Cap

Sekil 3:0karyotik mRNA iglemlenmesinin gematik gérinimi.



Insan gelisiminin her bir asamasinda bu kiimelerde bulunan
farkli genler aktive olur veya baskilanirlar. Belli genler
tarafindan ydnlendirilen globin =zincirleri Dbirbirlerinden

badimsiz olarak sentezlenirler ve birbirleriyle kombinasyonlar
olu$tururlar. Normalde bu kombinasyonlar a benzeri gen

kdimesinin Uyeleriyle B benzeri gen kimesinin Uyeleri

arasindadir. (1%.3%.37)

16. 5' g yyopyoy o oy 6 3
kromozott  ————{f—— 0
& globin gen kiimesi

1. & £ Gy Ay w8 8 g
kromozom i} mn——-1 i} 1

B elobin gen kiumesi

$ekil 4. Globin gen kimeleri.

Embriyonel dénemdeki en erken globin =zincirleri ¢§ ve
g'dir. Hb Gower 1 (& €;) kombinasyonundan olusur ve 5 haftadan
kiiglik embriyolarda major hemoglobindir. Hb Gower 2 ise T(a; &;)

zincirlerinden olusur ve en erken 4. haftadan itibaren éérﬁlﬁr,
13. haftada tamamen kaybolur. Hb Portland 10 haftanin altinda

gorilir ve &y kombinasyonundan olugur. § ve € zincirlerinin
sentezi a ve ¥ zincir sentezinin artmasiyla diismeye baslar. HDF
gen¢ embriyolarda goérdlidr, foétal yasamda ana hemoglobindir.
HbF'in iki farkla formu ¢y zincirlerinin 136. pozisyonunda
Guanin igerenler HbF; (a2 %2) ve ayni pozisyonda Adenin
icerenler HbF, (a2 Py2) 6larak tanimlanirlar. Fotal geligim

siiresince {'dan a'ya ve g'dan y'ya dbénisim olur. Sentez § ve B
ile devam eder, Erigkin yasamdaki ana hemoglobin olan HbA
(a2 B2) 'nin sentezi anne karninda en erken 9. haftadan itibaren
gériilmeye baslar, 34. haftadan itibaren HbF'in dilismeye
baslamasiyla kandaki konsantrasyonu artar. Dogumdan sonraki 6.



ayda HbF orani %2-3'lere diiser. Bu asgamadan itibaren ana
hemoglobin HbA'dir ve kandaki konsantrasyonu %97'dir. Minér
hemoglobin olarak da bilinen HbA, (o, §.;) ise 3. trimestairda
yapilmaya baslar, dodumdan sonra artmaya devam ederek yasamin
4, ve 5. aylarinda erigkin diizeye (%2-3.6) ¢ikar (Sekil 5 ve

Sekil 6)). (37.48.82,85)

HICRE TiPi— ﬁﬂeg&lnblaaﬁ‘ﬂakrosit @ Hornosit

ERITROPOEZ'M 7 kemik ilidi 1

YEF

L
.

50
TOTAL | 40
GLOBIN
SENTEZ [+ 30
ORAM

S 20

0 6 12 1% 24 30 36 0 & 12 18 24 30 36 A2 48
prenatal Dodum posthnateal hafta

gekil 5: Yasamin farkli evrelerinde iiretilen globin zincirleri.

2.3.3. ERITROPOEZ

Yebigkin bir kiside normal kosullarda globin zincir
sentezi ge¢ bazofilik eritroblast'ta baslar. Hiicre cekirde§inin
atilmasinin ardindan olgun eritrosit'in kemik ili&inden
periferal dolasima salinmasinin oncesinde sentez yaklasik
olarak %95 oraninda tamamlanir. Sentezlenen globin zincirleri
bitlnilyle stabil degildir. Fakat hizla hem molekiilleri
etrafinda katlanarak dayanikli hemoglobin tetramerlerini
olustururlar. Normal kosullarda biitlin bu islem her bir eritroid
hiicre i¢in her bir globin zincirinin yaklasik olarak 600 milyon
kopyasinin lretilmesiyle sonuglanir ki buda 30 pikogramlik (pg)
Mean Corpusculer Hemoglebin (MCH) de§erine karsilik gelir. *4°V



U ol pay Py a; oy 8 e % N 8 § 8

L2 & L2 72 dz €2 x7s 228y 33,
Hb Bower 1 Hb Portland  Hb Gower 2 HbF HbL  HbR2
EMBRIYONIK FOTAL YETISKIN

Sekil 6.Yasamin farkli evrelerinde olusan hemoglobin gegitleri.

2.3.4. B GLOBIN GENI
Her bir haploid genom igin iki tane o globin geni
bulunurken, sadece bir tane P globin geni bulunur. Yaklasik

olarak 2 kilo baz (kb) uzunlugunda bulunan P globin geninin
ekspresyonunda rol oynayan promotor bdlgeler 5' Cap bdlgesine
gbre -108'de bulunan CCTCACCC, -93'te bulunan CCACACCC, -76'da

CCAAT ve -31'de ATAAA konsensus dizilerini igerir. Bu diziler B
globin geninin hangi  siklikta ve ne kadar miktarda
Uretilecedini Dbelirler. Ig¢lerinde en ®nemlisi TATA kutusu
olarak da bilinen =~31'deki RNA polimeraz II'nin bagdlandiga
bélgedir. Bunun ardaindan +l1'le basglayan 51 baz ¢ift'lik (bg)
transkribe olan ancak translasyonu yapilamayan 5' Cap bdlgesi
gelir. Ekson 1, 1ug¢ld nt dizilerinden olugsan 30 adet kodon
icerir ve 1-30 no'lu aminoasitleri sifreler. iIntron I, (IVS I
=Intervening sequence I) 128 be¢ uzunlugundadar, 5
baslangicinda dondér bbdlge olarak adlandirilan GT ve 3' son
kisminda akseptdr bdlge olarak adlandirilan AG dinilikleotidleri
bulunur. Ekson 2, 31-104 no'lu aminoasitlerin kodonlaraina
icerir. Ardindan 850 bg¢'lik ayni intron I'de oldudu gibi dondr
bélge ile baslayip akseptdér bdlge ile biten Intron II gelir.
Ekson 3, 105-146 no'lu aminoasitlerin kodonlarini igerir.

Zincir sonlandirma kodonundan sonra ise vyaklasik 200 bg¢
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uzunlugunda, AATAAAA'den olugan Poly A sinyal dizisini icgeren
3' translasyonu yapilmayan bdlge (3'UTR=3'Untranslated Region)

bslge bulunur (Sekil 7). !47.48.50)

C C

cC C

T A A

C C C A A

A AC T skreptir T

C C A A donsr A

G NA G A A
Ce1 4 R A
A B EE 3

-108 -82 -76 =21 +1Cep 1-30 11-104 105~ 146 Folyd

PROMOTOR BOLGE 3 UTR

Sekil 7. B globin geni.Promotor b&lge, splice kavsaklari ve 3’ UTR’deki
poliadenilasyon dizilerinin yerleri isaretlenmigtir.

Bunlardan baska B globin geninin ekspresyonunun
diizenlenmesinde rol oynayan uzak regulatuvar elemanlar da
tanimlanmistir. Bunlar Lokus Kontrol B&lgesi (LCR=Locus Control
Region) olarak adlandirilan ve & geninin promotor bélgesine
6-18 kb uzaklikta bulunan doért adet DNAse I'e hassas 5°'
Hipersensitiv boélge (5'HS1, HS2, HS3, HS4) ile B geninin 3
sonlanma boélgesine 20 kb wuzakliktaki 3'HSl'den olusur. Bu
bolgelerin f globin gen kiumesinin sirali bir sekilde
aktivasyonunda rol aldig§i ve yine gen ekspresyonunu artirici
bzellikler tasiyan elemanlar (Enhancer elements) igerdigi
disinilmektedir. Bunlardan 5'HS2'nin eritroid ve
transkripsiyonel faktdrleri baflayan ¢ok sayida korunmus
dizilere sahip oldudu gosterilmistir (Sekil 8),‘!,40.60,64,78)

5'HS4 HS3 HS2 HSY 3'HS1
0 l -I» l l 2 40 1) g0 l 1o kb
LCR € Gy Ay 8 8

Sekil 8. B globin gen kumesinin Locus Kontrol Bblgesi.
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2.4. B TALASEMILERDE PATOFiZYOLOJI

f-talasemiler B geninde olusan mutasyonlar sonucunda mRNA
miktarinin azalmasi ve buna bagli olarak normal yapisal globin

sentezinin diismesi veya hig olmamasi sonucu olusur.

B talasemilerin biliyik ¢odunludu a talasemilerin tersine olarak
daha g¢ok gen delesyonlariyla dedil de gen regulasyonunu ve
ekspresyonunu etkileyen nokta mutasyonlar nedeniyle olusur.!®

Homozigot durumda globin zincir sentezi galismalariyla iki
ana tipte P talasemi tanimlanmigtir. Birinci grubu hasarli ya
da miktari az da olsa B zincirlerinin bulundudu B’ talasemiler;
ikinci grubu ise P zincirinin hi¢ bulunmadigi B° talasemiler
olusturur. B* talasemili bireylerde retikiilositlerdeki ve kemik
i1i§i normoblastlarindaki B globin zincir miktara 3 kattan 10
kata kadar azalmistir. Homozigot f° talasemili hastalarda
p globin zincir sentezi yoktur. Hastalarin hemen hemen
yarisinda eritrosit prekiirsérleri ve retikllositlerdeki
B globin mRNA ya yoktur ya da ¢ok azalmistir. Diger yarisinda
ise P globin mRNA miktari azalmis fakat 8lgiilebilir diizeydedir.
Hastalikta anemiye neden olan uU¢ farkli bilesen vardir. Bunlar

ineffektif eritropoez, hemoliz ve eritrositlerin "azalmis
hemoglobinizasyonudur. Ineffektif efitropoez ve hemoliz'in
nedeni normal olarak sentezi devam eden a zincirlerin
birlesebilecedi yeterli P zinciri olmamasi nedeniyle serbest o
zincir miktarinda artis ve buna bagdli olarak serbest «
zincirlerinin hiicre i¢inde ¢okelmesiyle olusan presipitatlarain
eritrosit hiicre zarina zarar vermesidir. (19:33:36)
2.5.p TALASEMILERDE KLINiIK
2.5.1.HETEROZIGOT P TALASEMI FENOTiPi

Sadece bir tane f talasemi geni tasiyan heterozigot
bireyler klinik olarak iyidir, nadiren orta dizeyde anemileri
vardir. B talasemi tagiyicisi olarak tanimlanan bu kigilerdeki
hematolojik parametreler ise sdyledir: Eritrosit sayasi (RBC)

artmistir, Ortalama Eritrosit Volumi (OEV=MCV) 60 ile 75
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femtolitre (£1) arasinda dismistur. Ortalama Eritrosit
Hemoglobini (OEH=MCH) 20-25 pikogram (pg) arasinda azalmistuir.
HbA, konsantransyonu %$3.5-%7 arasinda artmistar. HbF
diizeylerinde sinirli bir artis (%1.5-8.0) s6z konusudur.

Periferik kan yaymasinda orta diizeyde mikrositik ve hipokromik

eritrositler goérulir. P talasemi tasiyicisi bireyler normal
yasam sUrelerine sahiptirler.(%?’
2.5.2.BOMOZiGOT P TALASEMILERIN FENOTiPri

tki P talasemi kromozomu tagiyan bireyler siklikla

homozigot olarak adlandirilirlar. Ancak P talasemilerin yiksek
heterojinetisinden dolaya homozigot olarak adlandirilan
olgularin ¢odu farkla B talasemi genleri igin g¢ifte
heterozigottur. Homozigot olgulara akraba evlilidinin ¢ok

oldudu izole codrafik bslgelerde sik rastlanar. !4453.39

2.5.2.1. B talasemi major fenotipi
tki tane hasarla P talasemi geni tasiyan kisiler

genellikle siddetli anemisi olan, transfiizyona bagimli f
talasemi major fenotipine sahiptirler. Bu olgularda klinik tani
yasamin ilk yilinda konulur, 3-4 haftada bir didzenli kan
transfizyonuna gereksinimleri vardar, vuicuttaki  demir
fazlaligina bagla olarak maksiller hiperplaii ve
hepatosplenomegali geligir. Genellikle 20-25 yasinda agir
anemiye bagli gelisen komplikasyonlar sonucu &liirler. (2030

2.5.2.2.p talasemi intermediya fenotipi

Olgularain bir kisminda iki tane hasarli B talasemi geni
bulunmasina radmen orta duzeyde bir klinik seyir wvardir ve
klinikte Talasemi Intermedia tanisi alirlar. Bu tirden
intermediyer fenotiplerde sessiz tasiyiciliktan transfiizyona
badimli fenotiplere kadar dedisebilen bir klinik heterojinite
bulunur. Bu hastalarda tani genellikle 2-5 yaslar arasinda veya
daha ge¢ dodnemlerde konulur, gbreceli olarak daha yilksek
hemoglobin = dederlerine sahiptirler, orta dizeyde kemik
degisiklikleri olusur, biylimeleri normaldir. Talasemi
intermedia‘'da aneminin daha az siddetli olmasi ortamda bulunan
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serbest a zincirlerinin bazi genetik faktodrler tarafindan

azaltilmasi ve «a/non o globin zincir imbalansinin daha az
olmasidir. Globin zincir imbalansini diigsldren genetik faktoérler
orta diuzeyde P talasemi alelleri, birlikte bulunan o talasemi
ve birlikte bulunan 88 ve HPFH sendromu'dur, (242%
2.5.2.2.1. Orta diizeyli § talasemi alelleri

Bu gruptaki P talasemi mutasyonlari sonucunda; hasarli ya
da miktari az da olsa B globin zincir iretimi bulunur. Bu
mutasyonlar i¢in homozigot olan kigiler dizenli kan
transfizyonuna gereksinim gdstermeyen orta dizeyli bir
B talasemi fenotipine sahiptirler. Bu mutasyonlar ig¢in birlegik
heterozigot olanlar ise talasemi intermedia'dan talasemi
major'a kadar dedisebilen siddette farkli klinik tablolara
sahip olabilirler. Bu mutasyonlarin ilk grubunu promotor
bblgedeki nt degisiklikleriyle ortaya ¢ikan Transkripsiyonel
Mutasyonlar olusturur. Transkripsiyonu azaltarak } globin mRNA
miktarinda azalmaya neden olan bu mutasyonlardan -31
pozisyonunda A->G yer dedistirmesi Japonlarda, =30 T->A yer
degistirmesi Tirkler ve Bulga;larda, -29 A->G yer defistirmesi

Amerikali zencilérde ve -28 A-»G yer defistirmesi Cinlilerde
gorildr. Promotor bdlgede TATA kutusunda bulunan bu
mutasyonlarin disinda proksimal ve distal consensus dizilerde
olusan mutasyonlarda homozigot durumda orta dizeyde seyirli bir
klinik fenotiple sonuglanirlar. Ikinci grupta ise alternatif
splice bolgelerini aktive eden mutasyonlar bulunur. Eksonlar
i¢inde bulunan consensus dizilerin olusturdudu kriptik bdlgeler
de denilen bu alternatif splice bdlgelerini aktive eden

mutasyonlar Kodon (Cd) 19 A—->G (Hbuamay;Asn—>Ser) Cd 24 T-A,

Cd 26 G—>A (HbE;Glu-»Lys) ve Cd 27 G=-T (Hbgnosses’Ala—>Ser)
olarak sayilabilir. UglUncll grupta intronlar ig¢inde bulunan
kriptik boélgelerde olusan mutasYonlar vardir. Bunlardan Intron

I'in 6. pozisyonunda T—C yer dedistirmesi (IVSI-6 T—C) ile

‘aktive olan kriptik splice bdlgesi mRNA miktarinda azalmaya
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neden olur. Akdeniz populasyonunda yaygin olan bu mutasyon
homozigot durumda Talasemi Intermediya fenotipiyle sonuglanar.
Dérdinci ve son olarak 3' UTR bélgesinde bulunan
poliadenilasyon sinyalinin verildigi AATAAA consensus

dizisindeki mutasyonlar da homozigot durumda orta dilzeyde kinik

seyirli talasemi intermedia fenotipi olustururlar. (547

2.5.2.2.2.Birlikte bulunan o talasemi

iki tane hasarli B globin geni yaninda hasta kisinin birde
o talasemi geni tasimasa serbest kalan a globin =zincir
miktarinin diismesine neden olur. Bu da a/non o dengesini
olumlu yénde etkileyerek Talasemi intermedia fenotipi olusumu
ile sonuglanair. ‘*®
2.5.2.2.3.Birlikte bulunan 3 talasemi ve HPFH sendromu

0p talasemi ve HPFH sendromunda artmig olan y zincirleri

ortamda bulunan serbest o zincirleriyle birleserek HbF
molekuliind olustururlar. Sonu¢gta globin zincir imbalansi azalair

ve Talasemi intermedia fenotipi ortaya ¢ikar.!®

2.6. P TALASEMIYE NEDEN OLAN MUTASYONLAR
B globin genindeki mutasyonlar gen ekspresyonunun‘hérhangi
bir kademesini etkileyerek P globin =zincir sentezinde

bozukluklara neden olur. Bu nedenle [ globin genindeki
mutasyonlarin siniflandirilmasi gen ekspresyonu kademelerindeki
etkilerine gére yapilabilir. (13:13,29,37,44,47,56)

2.6.1. TRANSKRiPSIYONEL MUTASYONLAR

B geninin promotor bdlgesinde bulunan consensus dizilerde
olusan mutasyonlar RNA polimeraz'an [ genine badlanma ve
transkripsiyonu Dbasglatma yeteneklerini azaltar, B mRNA
transkripsiyonu %20-30 arasinda diger. Bunlarin bir¢odunda
B* talasemiler goriilir, P globin zincir sentezi homozigotlarda

veya ¢cifte heterozigotlarda Talasemi Major'u dnlemeye

yeterlidir, klinik seyirin hafif oldugu talasemi intermedia

fenotipini olustururlar. ‘139
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2.6.2.RNA ISLEMLENMESI (PROCESSING) iILE ILGILI MUTASYONLAR
2.6.2.1. Splice Kavgagindaki mutasyonlar

Intron I ve Intron II'nin baslangi¢ ve bitis yerlerindeki
dondr ve akseptsdr dinilkleotitleri GT ve AG'yi kapsayan
mutésyonlar RNA processing'i sasirtici big¢imde bozabilir. Bu

nikleottidlerdeki dedigsimler RNA splicing'i bilitiniyle bozar ve

olusan mRNA B globin sentezi iéin kullanigsizdir; sonugta B°
talasemi fenotipi olusur. ‘4%

2.6.2.2.Consensus dizi degigikliklerine neden olan mutasyonlar

B mRNA'dan intronlarin etkili bir sekilde aritilmasi igin
Splice kavsaklarda bulunan diJer anahtar baz dizilimleri de
dnemlidir. Okaryotik hiicre genlerinde ¢ok sayida yapilan dizi
analizi c¢alismalari bir¢ok intron-ekson baglanma bélgelerinde
benzer dizilimler oldudunu ortaya koymustur ve bunlar Consensus
Diziler olarak adlandirilmistir. Bu diziler dondr bdlgelerdeki
eksonlarain son ¢ nukleotidi ile intron'un ilk alta
niltkleotidini, akseptdr bdlgede ise intron son on nitkleotidi ile
ekson'un ilk niikleotidinden olusur. Iste bu dizilerdeki
mutasyonlar sonucunda B* talasemiler olusur. 5:37
2.6.2.3.intronlardaki»deﬁiqikliklexi

B geninin iginde GT ve .AGu\dinukleotidleri' splice
kavsaklari haricinde birgok yerde bulunabilir. Ancak bunlar
normal splicing isleminde donodr ve akseptor olarak
kullanilmazlar. Ancak kriptik bélgeler (cryptic sites) olarak
adlandirilan bu yerler olugsan bazi mutasyonlarla aktive olurlar
ve yeni splice b&lgeleri olustururlar. Orneg§in Dodu Akdeniz
bélgesindeki iilkelerde ve Ulkemizde en yaygin saiklikta gorilen
I. Intron'un 110. pozisyonundaki G—>A defisimi yeni Dbir
akseptdr bolgenin olusumuna neden olur. Bu olay kriptik
bélgenin aktivasyonu olarak adlandirilir. Bu yeni bodlge
normalde bulunan akseptdr boélge ile yarigma ig¢ine girer. Bu
durumda yeni akseptdr bodlge dondr bélge tarafindan daha ¢ok

tercih edilir ve normalde splicing sonucu atilmasi gereken 18

nikleotidlik bir parga P mRNA iginde kalarak kararsiz bir B

globin zinciri olusumuna yol agar. 1Intron igindeki bu tirden
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dedigimler sonucunda genel olarak B* talasemi fenotipi ortaya
cikar, (1537
2.6.2.4.Kodlanan bélgelerdeki mutasyonlar

Eksonlarin ig¢inde de kriptik splice boélgeleri vardar.
Oluéan mutasyonlar sonucu bu yerler de aktive olarak mRNA
processing'i bozarlar. Bunlardan ekson 1'in 24-27 kodonlara
arasindaki diziler normal éplice bélgesindeki dizilere
benzerlik godsterir. Ekson 1 igindeki bu kriptik donér bélge

olusan 11i¢ mutasyonla aktive olur. Bu mutasyonlar HbE (Cd26

olusan GAG—>AAG mutasyonuyla iki tidr mRNA ortaya ¢ikacaktar.
Birincisi azalmisg olmasina ragmen normal splicing
mekanizmasinin isledidi glutamik asit'le lysin'in yer
dedistirdigi (glu-»lys) PB® mRNA'dir, ikincisi ise aktive olan
yeni dondér bbdlge nedeniyle bozulan splicing isleminin sonucu
olusan islevsel olmayan bir mRNA'dir. HbE'ye en yaygin siklikta
Uzakdodu Asya Ulkelerinde rastlanir. Kodon 24'deki (T—A)
mutasyonuyla aminoasit diziliminde bir dedisiklik olmaz ancak
intronlardan aritilma diglemi olugan yeni kavsak nedeniyle

bozulur. Bu mutasyonlar sonucu orta diizeyde klinik seyir

gésteren bir B* talasemi fenotipi gorilur. "

2.6.3.RNA TRANSLASYON MUTASYONLARI
2.6.3.1.Anlamsaz (nonsense) mutasyonlar

Tek bir nt'in yer de§istirmesi sonucu normalde bir
aminoasidi kodlayan kodon translasyonun durdurulmasi sinyalini
veren durdurucu kodon (stop codon: UAA,UAG veya UGA) haline
gelir. Mutasyonun oldugu kodondan itibaren globin zincir
iretimi normalden 6énce durur. Bunlardan en yaygin gérileni
kodon 39 C->T (CAG-TAG) mutasyonudur. Akdeniz Bolgesinde

yliksek siklikta goriilen bu mutasyon sonucu B° talasemi fenotipi

ortaya cikar. (8:31,6%)

2.6.3.2.Cexrceve kaymasi (frameshift) mutasyonlara
Bir veya birden fazla nt'in delesyonu veya insersiyonu

sonucu one veya arkaya dogru (5'-=»3'veya 3'-»5' ydnde) olugan
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nikleotid kaymasi ile mutasyon bdlgesinden sonraki kodonlarin
sifreleri degiserek farkli aminoasitlerin gifreleri ortaya
¢ikar. Bu sekilde olugan bir ¢ergeve kaymasi kaginilmaz olarak
normalden &nce bir durdurucu kodon olusumuna da neden olur.
Farklli amino asit dizilimli ve normalden kisa olan bu mRNA

normal bir globin zinciri olusturamaz ve B° talasemi fenotipine
neden olur (Sekil 9). 59 '

31| 32 | 33 34 | 35 36 | 37 |38 39 40
CTG |CTG | GTG |GTC | TAC |CCT |TGG | ACC |CAG | AGG
Leu | Leu | Val | Val| Tyr| Pro | Trp | Thr | Gln | Arg

TAG
sTOR

€d 39 C—T Mutasyonu

Delesyon
4l 42 43 44 45 46 | 47 48 49 50

TTC | TTT | GAG | TC[C] | TTT |GGG |GAT | CTG | TCC |ACT
Phe| Phe|Glu [Ser | Phe | Gly | &sp | Leu| Ser|Thr

l

44 | 45 46 | 47 48 49 50 | .... | 61

;d 44 (-0 TCT | TTG| 66G|ATC [TGT | ccal cTC|....|TGa
utasyonu Ser { Leu | Gly | Ile| Cys| Pro|lLeu STOP

$ekil 9: RNA Translasyon mutasyonlarindan ikisinin gematik Szeti. pe°

talasemiyle sonuglanan Nonsense mutasyon Cd 39 (C-T) ve Frameshift
mutasyon Cd 44 (-C).

2.6.4.RNA AYRILMASI VE POLIADENILASYON'LA iLGILi MUTASYONLAR
Ugiinci eksondan sonra gelen 3' translasyonu yapilmayan
bdélgede bulunan consensus dizi -AATAAAA- enzimatik bir islemi
tetikleyerek biylyen mRNA'nin uygun noktadan kesilerek genden
ayrilmasini saglayan bir sinyal gérevi gérir. Bu y8rede olusan
nt yer dedistirmeleri poliadenilasyon sinyalinin yapisini bozar
ve mRNA'nin ayrilmasi 900 nt sonra gelen baska bir sinyal
bdlgesine kadar ertelenir. Dolayisiyla eklenen materyal olusan
pre-mRNA'nin yaklagik iki kat wuzun olmasina ve kararla

yapisinin bozulmasina neden olarak PB* talasemi fenotipi

olusturur. 3744
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2.6.5.BASLIK BOLGESiI (CAP SITE) MUTASYONU

B* talasemi fenotipiyie sonug¢lanan +1 A—C yer
dedistirmesi sonucu transkripsiyon azalar, bagliklanma
(capping) yavaslar ve mRNA kararlilig§ar bozulur. Homozigot
olarak bulunmasi halinde bile kigide heterozigot gibi bulgu
veren bir fenotip olusturur. (6684 |
2.6.6. 3' TRANSLASYONU YAPILMAYAN BOLGEDEKI MUTASYON

3' UTR bdlgesinde +1565'den +1577 nt'e kadar olan kismin
delesyonu sonucu B* talasemi fenotipi ortaya cikar. ‘"
2.6.7.BASLANGIC KODONU MUTASYONLARI

Baslangi¢ kodonu ATG'deki nt dedisiklikleri sonucu
transkripsiyon baglatilamaz, fp° talasemi fenotipi olusur

(Tablo I)."7"
2.6.8.DELESYONEL MUTASYONLAR

B° talasemi fenotipine sahip birgok delesyonel mutasyon
tarif edilmistir. Digerlerine gdre godreceli daha az siklikta
rastlanilan bu mutasyonlarin en sik gérileni Intron II'den

bagslayip P geninin 3' sonuna kadar giden =619 bg¢'lik

delesyondur. Hindistan'da vyasayan f talasemili olgularain

yaklasik %30'u bu mutasyonu tasir. ‘%

B talasemilerde gdriilen bu birbirinden oldukgca farkla
mutasyon tipleri homozigot veya birlesik heterozigot olarak
bulunmasi ¢ok farkli fenotiplerin olusumuna neden olur.
Mutasyon tiplerinin Diinyanin dedigik bolgelerinde populasyon
i¢inde gotridlme sikliklari da oldukga dedigkendir. Bu agamada
B talasemili olgularda mutasyon tiplerinin belirlenerek; bu
mutasyonlarin ydresel goérulme sikliklarinin hesaplanmasi biiylk
bir ®nem tagimaktadir. Bu sayede klinikte B talasemili
olgularin tedavileri daha do§ru diizenlenebilecek, molekiiler
taninain konuldudu ve prenatal taninin konuldugu laboratuvarlar
daha uygun seg¢ilen y6ntemlerle hizli ve disik maliyetle
caligabilecek, ailelere verilen genetik danigmanlik hizmetleri

daha etkili olacaktair, 3089
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B talasemilere neden olan mutasyonlar genotip, fenotip ve

etnik kokene gbre 6zellikleriyle asafida verilmigtir. (Tablo I,

11, I1I1I, IV, V, VI, VII.)"®

Tablo I. Transkripsiyonel Mutasyonlar.

MUTASYON FENOTIP ETINIK KOKEN

~-101 (C-T) B Turk, Bulgar, ltalyan
-92 (C-HT) g Akdeniz

~90 (C-T) p* Portekiz

-88 (C—T) p* Amerikali zenci

-88 (C—A) B* Kirt

~87 (C-G) p* Akdeniz

~-87 (CoT) p* Alman, Italyan

~-87 (C—A) B Yugoslav, Amerikali zenci
-86 (C—G) B’ Lilbnanla

-86 (C—A) B* ftalyan

-32 (C—A) g* Tayvanli

~31 (A—>G) B* Japon

=31 (A—C) B* ttalyan

-30 (T—A) B! Tuirk, Bulgar

=30 (T—C) B* Cinli

-29 (A-G) Br Amerikali zenci, Ginli
-28 (A—C) B* Kirt

-28 (A—G) B Cinli

+10 (-T) p* Yunan

+22 (G—A) g* Tirk, Bulgar, ltalyan
+43'ten +44'e (-AAAC) B* Cinli

Tablo II. RNA islemlenmesi ile ilgili Mutasyonlar.

1.8plice kavsadindaki mutasyonlar.

MUTASYON FENOTIP ETNIK KOKEN
IVSI-1 (G—A) pe Akdeniz
IVSI-1 (G-T) ge Hintli, Cinli
IVSII-1 (G—>A) ge Akdeniz, Tunuslu,Amerikali zenci
IVSI-2 (TG) g° Amerikali zenci
IVSI-2 (T—>C) pe Kirt
IVSI-2 (T—A) pe Akdeniz
IVSI 17 nt del 3'son pe Alman, Italyan
IVSI 25 nt del 3'son fe Hintli
IVSI-130 (G=»C) pe Libnanli
IVSI-130 (G—3) pe Italyan
IVSII-849 (A—G) pe Tayvanli
IVSII-849 (A-»C) pe Japon
IVSII-850 (G—C) pe italyan
IVSII-850 (-G) pe Tirk, Bulgar
IVSII-850 (G—A) pe Cinli
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2.Consensus dizi dedisikliklerine neden olan mutasyonlar.

MUTASYON FENOTIP ETNIK KOKEN
IVSI-5 (G—C) Bt Hintli, Cinli,Malezyali
IVSI-5 (G>T) g* Akdeniz, Amerikali zenci
IVSI-5 (GA) g* Cezayirli, BAkdeniz
IVSI-6 (T=>C) B Akdeniz .

+ IVSI,-1 (Cd30) (G—C) gt Tunuslu, Amerikali zenci
IVSI,-1 (Cd30) (G—oA) ? Bulgar
IVSI,-3 (Cd29) (C-»T ? Libnanli,
IVSI-128 (T-»G) B Suudi Arabistan
IVSII-837 (T—G) ? Hintli
IVSII-843 (T-—»G) p* Cezayirli
IVSII-844 (CHG) p* Italyan
IVSII-848 (C—A) p* Amerikali zenci,Misir,Iran
IVSII-B848 (C—G) gt Japon

3.Intronla:da dedisikliklere neden olan mutasyonlar.

MUTASYON FENOTIP ETNIK KOKEN
IVSI-110 (G—A) p* Akdeniz
IVSI-116 (T—G) p° Akdeniz
IVSII-4,5 (-AG) p* Portekiz
IVSII-654 (C—T) g* Cinli
IVSII-705 (T-—C) p* Akdeniz
IVSII-745 (C—G) B* Akdeniz
4.Kodlanan bdlgedeki mutasyonlar.

MUTASYON FENOTIP ETNIK KOKEN

Cd 19 (A-»G) Asn—»Ser p* Malay-=Hbya,,

Cd 24 (T—»A) B Amerikali zenci,Japon
Cd 26 (G—A) Glu—Lys p* Uzakdodu Asya-HbE

Cd 27 (GoT) Ala—Ser g Akdeniz-Hbgnessos

Tablo III. RNA Translasyon Mutasyonlari.

l.Anlams1z (nonsense) mutasyonlar.

MUTASYON FENOTIP ETNIK KOKEN
Cd 15 (TGG—TAG) pe Hintli
Cd 15 (TGG—>TGA) pe Portekiz
Cd 17 (A>T) pe° Cinli
Cd 22 (GHT) ge Reunion Adalari
Cd 26 (G—T) p° Tayland
Cd 35 (C=»A) pe Tayland
Cd 37 (G-»A) pe Suudi Arabistan
Cd 39 (C-T) p° Akdeniz
Cd 43 (G=-T) ge Cinli
Cd 61 (RA-T) pe Zenci
Cd 90 (G-T) pe. . _Japon.
Cd 112 (T-»A) geo Slovak
Cd 121 (G-T) pe Polonya, Fransiz/lsveg, Japon,tngilirz
Cd 127 (C-T) Be Ingiliz
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2.Cergeve kaymasi (Frameshit) mutasyonlar.

MUTASYON FENOTIP ETNIK KOKEN
cd 1 (=G) o pe Akdeniz
Cd 5 (-CT) pe Akdeniz
Cd 6 {(-3) pe Akdeniz,BAmerikall zenci
Cd 8 (~AA) B° Akdeniz
cd 8/9  (+G) g° Hintli
Cd 9/10 (+C) p° Tirk
Cd 11 (=T) pe Meksikali
Cd 14/15 (+G) pe Cinli
cd 15 (-T) pe Hintli
cd 16 (~C) ge Hintli
Cd 22 (~-AAGTTGG) pe Tirk
Cd 24 (-G+CAC) ge Misairla
Cd 25/26 (+T) pe Tunuslu
Ccd 27/28 (+C) pe Cinli
Cd 29 (-G) pe Japon
Cd 35 (-C) pe Malay
cd 36/37 (-T) pe Iranli,Kiurt
Cd 37/38/39 (~GACCCAG) g° Tirk
Cd 38/39 (-C) ge Cek
cd 40 {-G) pe Japon
cd 41 (-C) pe Taylandli
Cd 41/42 (-TTCT) pe Cinli
cd 43 (+G) pe Japon
cd 44 (-C) p° Kirt
cd 47 (+A4) pe Surinamli
Cd 47/48 (+ATCT) Be Pencabi
Cd 51 (=C) pe Macar
Cd 54 (+G) ge Japon
Cd 54 (=T) pe Cezaylrli
Cd 55 (+A) pe Hintli
Cd 57/58 (+C) ge Pencabi
Cd 59 {-A) ge ttalyan
Cd 64 {(~G) pe Isvec .
Cd 67 (-TG) pe Filipinli
cd 71 (+T) p° Cinli
Cd 71/72 (+A) pe Cinli
cd 74/75 (-C) B Tirk
Cd 76 {(~C) pe Italyan
Cd 82/83 (-G) e Azerbaycan, Cek
Cd 84/85 (+C) pe Japon
Cd 85/86 (+T) pe Japon
cd 88 (+T) pe Hintli
Cd 95 (+A) pe Taylandll
Cd 106/107 (+G) a° Amerikali zenci
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Tablo IV. RNA Ayrilmasi ve Poliadenilasyon ile ilgili mutasyonlar.

MUTASYON FENOTIP BTNIK KOKEN ]
AATAAA—AACAAA g* ‘Amerikali zenci
AACAAA—>AATAAG p* Kirt
AATAAA—AATGAA pg* Akdeniz
AATAAA—AATAGA p* Malezyali
AATAAA—A (-AATAAA) Bt Arab
AATAAA—AAAA (-AT) Bt Fransiz

Tablo V. Baslik B&lgesi (Cap site) Mutasyonu.

MUTASYON FENOTIP . ETNIK KOKEN
+1 A-C g* Hintli

Tablo VI. 3' Translasyonu Yapilmayan B&lgedeki Mutasyon.

MUTASYON FENOTIP ETNIK KOKEN

3'UTR (+1565'ten +1577 bg'e B* Tirk
kadar -GCATCTGGATTCT)

Tablo VII. Baslangi¢ Kodonu mutasyonlari.

MUTASYON ~ FENOTIP T ETNIK KOKEN
ATG—»ACG p° Yugoslav
ATG—AGG pe Cinli,Koreli
ATGHGTG pe Japon
ATGATC pe Japon
ATG—ATA ' g° ttalyan
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.GEREGC ve YONTEMLER

.1.GEREGCLER
.1:1.KULLANILAN ALETLER
.Coulter Counter.
.Mikrosantrifuj. . . . . .
.Sodutmali santrifdj. . .
.UV spektrofotometre.

.UV spektrofotometre.
.Spektrofotometre.

.pH metre.

.Manyetik karistirici.

.Buz makinasa.

.Konsantratér.
.Elektroforez tankai.
.PAG Elektroforez tanki .

Jel kurutucusu . . . .
Otomatik banyo cihazi.
Mikro dalga fairan.
.Kamera.

.UV lamba.

Su banyosu.

Derin dondurucu.

Termal dongi aleti (1).

Termal déngi aleti (2).

.Elektrikli terazi.

.Otomatik pipet. . .

Elektroforez gli¢ kaynadi.

*

. Bethesda Research Lab.,

T 890
.Fischer 235 B

Eppendorf Centrifuge 5403
Schimadzu UV 120-02

Schimadzu UV 260
.Bausch and Lamb, Spectronic 20
.Beckman , Century SS-1
.Ka Cambimag RCD
.Scotsman AF-10

Speed Vac SVC, 100 H
Pharmacia LKB, Bio-Lab
Life
Technologies Inc. Model S2

Gelman,

.LKB Browma; 2297-~Macrodrives

. Bio-RAD, Slab Dryer Model 483

Kodak X-omat M20 processor

. Vestel Goldstar

.Poloroid MP4 Land Camera
.Cole Parmer 9814
.Nive

. Bosch -20°C
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.DNA Thermal Cycler,
Perkin Elmer Cetus
.GeneAmp PCR System 9600,
Perkin Elmer Cetus

. Mettler AJ-100

.Gilson 10, 20, 100, 1000 uL



3.1.2.KULLANILAN KiMYASAL MADDELER

l.Fenol . . . . . . . . . .+« .+« .+« « . Merck, 100200.
2.Kloroform. . . . . . . . . . . . Merck, 2431.

3.HbA, Kiti. . . . . . . . . . . . .Isolab QS 7100, QS 7020
4.Proteinaz K. . . . . . . . . . . .Sigma P6556

S.AgAr0zZ. . +: + s s s o s +« s« « + . Promega V312A
6.NuSieve agaroz. . . . . . . . . . FMC Bioproducts
7.Etidiyum Bromir. . . . . . . . . .Sigma E8751

8.ARMS ve Dizi Analizi primerleri . Boehringer, P.E.Cetus
9.Tag polimeraz. . . . . . . . . . .Boehringer, P.E.Cetus
10.dATP, dCTP, dGTP, ATTP. . . . . P.E.Cetus

11.Dizi Analizi Kiti . . . . . . . .USB, Sequenase Version 2.0

DNA Sequencing Kit, US70770

12 . 353"‘dATP o . e . . . . . . . . . Dupont
13.Amonyum persulfat. . . . . . . . Electrophoresis grade, BRL
14.TEMED . . . . . « « + « « « » « . Electrophoresis grade, BRL

3.2.0RNEKLER
3.2.1.ANTAKYA DEVLET HASTANESI ORNEKLERI

Gukurova Universitesi Tip Fakiiltesi Biyokimya A.B.D. ve
Antakya Devlet Hastanesi  tarafindan Dbirlikte  yiriitilen
Talasemilerin teshisine y®tnelik proje kapsaminda Antakyé Devlet
Hastanesinde EDTA'li tupler ig¢ine alinan kanlarain hematolojik
parametreleri otomatik kan sayim aleti ile ¢alisildi. MCV'si
disik olan supheli oOrnekler (MCV<L79 fL.), soduk =zincir
kurallarina uyularak Adana'ya transfer edildi. Gonderilen 6rnek
sayisi 213'td. Biyokimya A.B.D.'da bu 6rneklerin kan sayimlarai
otomatik kan sayim aleti ile tekrar yapildi. MCV<79 fL. ve
MCH<25 pg olan 6rneklerde alkali denaturasyon ydntemiyle HbF ve

mikrokolon yoéntemiyle HbA,; dederleri saptandi. HbA2%3.7 olan
brneklerin DNA'lari Poncz yodntemine gbre izole edildi.
Bolgemizde yaygain siklikta rastlanan dokuz tane B talasemi
mutasyonu ARMS yéntemiyle tarandi. Toplam 33 éfnegin B talasemi

mutasyon tipi saptandai. (%8637
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3.2.2.ERCIYES UNIVERSITESI TIP FAKULTESI ORNEKLERI

E.U.Tip Fakiiltesi GCocuk Sag§ligsr A.B.D.'dan B talasemi
fenotipi tasiyan hasta veya yakinlarindan EDTA'li tipler igine-
alinan kan drnekleri souk zincir kurallarina uyularak
Kayéeri'den Adana'ya gdnderildi. Orneklerin kan sayimlari
otomatik kan sayim aleti ile yapildiktan sonra HbA; ve HDF
degerleri  mikrokolon ve alkali denaturasyon y&ntemiyle
belirlendi. Toplam 34 ornedin DNA'lari Poncz ydntemiyle izole
edildikten sonra ARMS yéntemiyle B talasemi mutasyon tipleri
belirlendi. (855,678
3.2.3. EGE UNIVERSITESI TIP FAKULTESI ORNEKLERI

Ege U. Taip Fakiltesi Gocuk Hematoloji B.D.'dan B talasemi
fenotipleri belirlenmis kisilere ve yakinlarina ait EDTA'la
tipler ig¢indeki kan o6rnekleri sofuk zincir kurallarina uyularak
Adana'ya godnderildi. Bu O6rneklerin DNA'lari Poncz ydntemiyle
izole edilerek P talasemi mutasyon tipleri dokuz mutasyon ig¢in
ARMS yéntemiyle tarandi. ARMS ydntemiyle mutasyon tipleri
belirlenemeyen dort o6rnedin mutasyonlari DNA Dizi Analizi ile
saptandi. Bundan baska génderilen orneklerle baglantilai olarak
i¢ aile Izmir'den gelerek bélﬁmﬁmﬁze Prenatal tani ic¢in
basvurdu. Bu ailelefin kén 6rnekleri éllndl, alinan Koryonik

villus'larin (CVS) DNA'lari izole edildikten sonra B talasemi

mutasyon tipleri belirlendi. (?8:38/63.72,74)

3.3. YONTEMLER
3.3.1.HEMATOLOJIK TETKIKLER

Coulter Counter otomatik kan sayim aleti ile Hemoglobin
(Hb, g/dL), hemotokrit (Htc, %), Eritrosit sayisi (Rbgc,
10'%/L), ortalama eritrosit hacmi (MCV=0OEH, femtolitre=fL),
ortalama eritrosit hemoglobini (MCH=0EHb, pikogram=pg) ve
ortalama eritrosit hemoglobin konsantrasyonu (MCHC=OEHbK, %)
deferleri g¢alaigaldi. Mikrokolon yoéntemiyle  HbA;, Alkali
denatlirasyon yontemiyle de HbF deferleri saptandi. Hemoglobin

tiplerinin belirlenmesinde Seluloz asetat elektroforezi

kullanilda, (283874
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3.3.2.TAM KANDAN DNA iZOLASYONU
3.3.2.1.Prensip:EDTA'l1 tiplere alinmis tam kanin plazmasi
santrifiij edilerek atilir. Tiup igeridi idzerine hipotonik bir

¢bzelti ekleyerek efitrositler patlatilar, santrifidj edilerek
' 1skositlerden ayrilair. Loékositlerin, proteinaz K ve Sodyum
kloriir-Tris-EDTA (STE) ¢6zeltisi ile hiicre zarlari parcalanir,
proteinleri hidroliz edilir. “~Fenol-kloroform karisimi ve
kloroform ile hiicre ve protein artiklarindan arindirilan DNA
saf etanolde ¢oktiurilerek elde edilir. (63.90)
3.3.2.2.Q6zeltiler

1. 5X Retikiilogit Salin Qézeltisi:
NacCl 40.1 g
KC1 1.85 g
MgCl, 6H;0 7.10 g
Distile suyla 1 L'ye tamamlanir. 1X hazirlanarak kullanilir.

2, Pargalayici (Lysing) Goézelti:
NH,C1 131 mM 7.14 g
NH4HCO; 9 mM 35.0 mg

Distile suyla 1 L'ye tamamlanair.

3. Sodyum Tris EDTA (STE) Gdzeltisi:

NaCl 0.1 M 5.84 g
Tris HC1 0.05 M 6.05 g
EDTA 1 mM 0.37 g

Distile suyla 1 L'ye tamamlanir. Konsantre HCl veya doymus
NaOH'le pH 7.4'e ayarlanar,

4. Tris EDTA (TE) Cbzeltisi:
Tris 1 mM 0.122 g
EDTA 1 mM 0.372 ¢

Distile suyla 1 L'ye tamamlanir. Konsantre HCl veya doymus
NaOH'le pH 7.4'e ayarlanir,

5. Doymug Fenol Cdzeltisi:
Fenol 2509
Distile su 50 mL
Tris 1M 50 mL

Kristal halde fenol 250 g tartilir, 50 mL distile suda eritilir.
Uzerine pH'syi 8'e ayarlanmis 50 mL Tris eklenir, karistarilar.
Fenol ve su fazi ayrildiktan sonra dstte kalan su fazinin pH'sa
8.0'in altindaysa su fazi atilir yeniden Tris eklemeleri yapilarak
pH8.0 ayarlanir. Ardindan konsantrasyonu %1 olacak gekilde
Hidroksikinolin eklenir. Ustte bir miktar su fazi bairakilarak

renkli sisede +4°C'da saklanar.
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3.3.2.3.¥6ntem:

1.EDTA'ly tipler igindeki 5 mL taze kan 15 mL'lik plastik
santriflij tuplerine aktarilarak agzi kapatilir. +4°C'da, 2500
rpm'de, 10 dakika doéndirilerek plazma atilair.

2.Tub tizerine 5 mL 1X Retiklilosit salin ¢6zeltisi eklenir,
altist edilir, +4°C'da, 2500 rp@'de, 10 dakika déndirtildikten
sonra lst faz atilir; islem iki kez daha tekrarlanair.

3.Tip lzerine 5 mL Lysing ¢o6zeltisi eklenir; altlst edilerek
buz igerisinde 15 dakika bekletilir. Ardindan +4°C'da, 2500
rpm'de, 10 dakika doéndirudliur. TuUp dikkatlice yan g¢evrilerek
dibe yapismis olan 1l6kosit topadi koparilmadan bosaltilair;
islem iki kez daha tekrarlanair.

4.Tupln dibindeki l&kosit topadi Uzerine:

STE 5 mL
Proteinaz K (10mg/mL) 50 pL
SDS %20 125 ulL

eklenir. Altust edilip vortekslenir. Bir gece 37°C su
banyosunda inkibe edilir.

5.Tip lizerine 2.5 mL doymus Fenol ve 2.5 mL Kloroform karisimi
eklenir. Dikkatli bir sekilde 15 dakika altilist edilir. +4°C'da,
2500 rpm'de, 10 dakika donduridliur. Alt faz pastdr pipetiyle
'buffy coat' denilen orta tabakay1l almadan g¢ekilerek atilar.
Islem bir kez daha tekrarlanir. Uglincii kez ayni islem sadece
2.5 mL kloroform ile tekrarlanair.

6.Ust faz tek kullanamlik plastik pastdr pipetiyle -20°C'dan
hemen ¢ikarilip 15 mL'lik cam sigselere konulan soguk saf alkol
Uzerine aktarilair. 30 dakika bekletilerek hava kabarciklarina
tutunan DNA iplikg¢iklerinin sgigenin Ust kisminda birikerek
¢bkelmesi saglanir.

7.DNA topagi 1000 pL'lik bir mikropipetle dikkatlice alinir ve
1.5 mL'lik eppendorf tipler ig¢ine aktarailir. 3 dakika, 2500
rpm'de dondirildikten sonra dibe yapigsan DNA topadi kurutulur.
Uzerine 1 mL %70 alkol eklenir, altist edilip 2500 rpm'de 3
dakika doéndiritilir. Son islem iki kez daha tekrarlanar.
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8.Kurutulmus DNA topadi Uzerine 250 pL apirojen bidistile su

eklenir; «c¢oziunmesi i¢in 37°C'lik etlilvde en az iki saat
bekletilir. '

9.DNA Konsantrasyonu ve veriminin hesaplanmasi: Ornekten 20
pL  alinir lzerine 580 upl saf su eklenir. Olgim UV
spektrofotometrede 260 ve 280 nanometre dalga boylarinda
yapilarak Optik Dansite 260 (ODzgp) ve Optik Dansite 280 (ODagp)

kaydedilir. (899

Konsantrasyon (pg/mL) = OD2g X Seyreltme Faktoru X 50

Verim = ODzgo/ OD2go

3.3.3.POLIMERAZ ZiINCIR REAKSIYONU (PCR) iILE BELIiRLI GEN
BOLGELERININ COGALTILMASI
Polimeraz zincir reaksiyonu DNA lizerinde belirlenen; en az
50-100 en ¢ok 2500 nt uvzunludundaki bir bélgenin milyon kez
¢oJaltilmasidir (amplifikasyon). Hedeflenen bdlgenin iki ucuna
aynl yoénden ve ters ydnden karsilik gelen ve DNA sentezleyici

aletle onceden sentezlenmis primer amplifikasyonun o6zgiinldgiinu

sadlar. Amplifikasyonunun yapilacadir DNA’nin 1sisi 95°C'ye
kadar yilkseltilerek ¢ift iplik¢ikli DNA'nan ayrilarak tek
iplike¢ik haline geldidi denaturasyon sa§lanar. tkinci asamada
1s1 55°C-65°C arasina dilisirilerek 6zglin primerlerin tamamlayici
dizilerine yapismasi (annealing) saglanir. Son agama ise DNA
polimeraz'ain yerini tutan ve ylksek i1sidan etkilenmeyen bir
enzim olan Tag polimeraz'la ortamda bulunan deoksintikleotit

trifosfatlarin (dNTP'ler) 5'-»3' yoéniinde =zincire eklenerek

zincir uzamasinin (ekstensiyon) saglandidi 1sinin 72°C'da
tutuldugu fazdir. Boyle bir 1si dedisimi déngisi sonrasinda iki
katina ¢ikan hedef dizilerin kendisi de tekrarlanan sonraki
déngiide sablon olarak kullanilacak ve her déngilniin (n) ardindan

(2") sayida eksponensiyel bir artis gerceklesecektir (Sekil
10) . (7/16,33,34,39,41,42,43,51,52,83)
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Sekil 10: PCR ydntemiyle gen amplifikasyonunun gematik &zeti.
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3.3.4.ARMS YONTEMIYLE B GLOBIN GEN BOZUKLUKLARININ SAPTANMASI

3.3.4.1.Prensip: Klasik PCR'dan farkli olarak mutasyona &zgin
amplifikasyon yapilarak mutant f globiﬂ alelleri saptanmaya

galigilair. Mutant f globin alelline 6zgil primer sadece
mutasyonun oldudu bdlgeyi tanirken, tek bir nt degisiklidinde
bile mutasyonun olmadidi bdlgeye. yapigmayacak ve amplifikasyon
sonugsuz kalacaktir. Bodylece bir tane mutant alelle &zgi, bir
tane bunun zit bdlgesini karsilayan (6zgun amplifikasyon), iki
tane de genin herhangi bir boélgesini ¢odaltarak kosullaran

dogrulugunu kontrol etmeye yarayacak (kontrol amplifikasyon)

toplam dort primerin tek bir tipte kullanilmasiyla P geninin
bilinen mutasyonlari saptanabilecektir, (8r45.46.55.67,68,69,70,71,76,79,80)

3.3.4.2.G6zeltilex
1. PCR karigimi (4 mlL)

10X Tampon 500 ML
Steril saf su 2700 pL
1,25 mM dNTPyarigim 800 pL
1 M Spermidine 4 uL
2. 10X Tampon
2 M KCl1 1,2 mL
1 M Tris (pH:8,3) 0,5 mL
1M MgCl, » 75,0 uL
Gelatin 5,0 mg
Steril saf su 3,2 mL
2 M KC1l

. 1M Tris (pH:8,3)

1M MgClz
ANTPrarsgam (1,25 mM)

dATP 100 mM 60 pL
dGTP 100 mM 60 uL
dCTP 100 mM 60 L
dTTP 100 mM 60 pL
Steril saf su 4740 uL
7. 50X AGB Tamponu (pH:8,3)

o] o & W

=

Tris 2M 242,28 g
Sodyum Asetat 3H,0 1M 136,08 ¢
EDTA Na, 10 mM 3,72 g

Distile su ile 1 L’ye tamamlanir. pH, glasiyel asetik asit ile 8,3'e
ayarlanir.

8. 1 M Spermidin (Serbest Baz)
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3.3.4.3.Y6ntem

Amplifikasyon 1siya dayanikli mikrotipler ig¢inde Termal
Déngli Dizenleyici Alet’1le (Thermal CYcler) yapilar.
Amplifikasyon tiplerinin yerlestirildig§i bir isi bloku ve 1isi
degisimlerinin kisa silrede gergeklestiren bir mikroislemci’den
olusan bu alette termal déngii protokolleri &nceden belirlenerek
uygulanabilir. )
3.3.4.3.1. Amplifikasyon Protokoli

PCR karisimi, mutasyonu igeren bdlgeye o6zgl ARMS primeri,
genel primer 1 veya 2, 5’ sabit primer, 3’ sabit primer,
ornekten izole wedilen sablon genomik DNA (gDNA) ve Taq
polimeraz’dan olusan karigim amplifikasyon igin izerine 1 damla
mineral oil damlatilarak termal dongl aletine yerlestirilir.

PCR karigimi 20 pL
ARMS primeri 1 puL
Genel Pimer 1 veya 2 1 uL
5’ Sabit primer 1 pL
3’ Sabit primer 1 uL
gDNA (0.5-1 pug/mL) 1 pL
Taq pclimeraz (5 U/uL) 0.1 uL
qulam 25.1 uL

3.3.4.3.2. ARMS ydénteminde kullanilan primerler .
ARMS yénteminde kullanilan genel ve sabit primerler Tablo
VIII'’de gésterilmigtir. Tablo IX’da ise B talasemi
mutasyonlarina 6zgin ARMS primerleri bulunmaktadir. Sekil 12’de
B globin geni baz dizleri verilmigtir. Sekil 13’de ise B IVS 1-
110 mutasyonu i¢in kullanilan mutant ve normal primerlerle (40 M
ve 41 N ile g&sterilmistir) her iki primere karsilik olan génel
primer 1’in (30 ile gdsterilmigtir) P geni izerindeki yerleri
gosterilmigtir.
Tablo VIII: ARMS y6nteminde kullanilan genel ve sabit primerler.
Genel Primer 1 5!' ACC TCA CCC TGT GGA GCC AC 3'
Genel Primer 2 5' CCC CTT CCT ATG ACA TGA ACT TAA 3'

S5'Sabit primer 5' CAA TGT ATC ATG CCT CTT TGC ACC 3'
3'Sabit primer 5' GAG TCA AGG CTG AGA GAT GCA GGA 3'
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Tablo IX: B talasemi mutasyonlarina &zgin ARMS primerleri.

IVS1-110 (G—»A) (m)" |5' ACC AGC AGC CTA AGG GTG GGA AAA TAC ACT 3
IVS1-110 (G—>A) (n)' |5' ACC AGC AGC CTA AGG GTG GGA AAA TAC ACC 3'
IVS1-1(G—>A) (m) |5' TTA AAC CTG TCT TGT AAC CTT GAT ACG AAT 3'
IVS1-1(Goa) (n) |[5' TTA AAC CTG TCT TGT AAC CTT GAT ACG AAC 3
Cd 39(C-T) (m) |5' CAG ATC CCC AAA GGA CTC AAA GAA CCT GTA 3
cd 39(C—T) (n) |5' TTA GGC TGC TGG TGG TCT ACC CTT GGT CCC 3
IVS 1-6(C—>T) (m) |5' TCT CCT TAA ACC TGT CTT GTA ACC TTC ATG 3’
TVS 1-6(CT) (n) |5’ TCT CCT TAA ACC TGT CIT GTA ACC TIC ATA 3'
IVS2-1(G->A) (m) |5' AAG AAA ACA TCA AGG GTC CCA TAG ACT GAT 3'
IVS2-1(G—A) (n) |[5' AAG AAA ACA TCA AGG GTC CCA TAG ACT GAC 3'
cd 8 (-AA) (m) |5’ ACA CCA TGG TGC ACC TGA CTC CTG AGC AGG 3’
Ccd 8 (-AA) (n) |5’ ACA CCA TGG TGC ACC TGA CTC CTG AGC AGA 3’
230 (T—-A) (m) |5’ GCA GGG AGG GCA GGA GCC AGG GCT GGC CAT 3'
230 (T—A) (n) |5' GCA GGG AGG GCA GGA GCC AGG GCT GGC CAA 3'
IVS2-745(C—G) (m) |5' TCA TAT TGC TAA TAG CAG CTA CAA TCG AGG 3'
IVS2-745(C—»G) (n) |5’ TCA TAT TGC TAA TAG CAG CTA CAA TCG AGC 3
cd 5 (-CT) (m) [5' ACA GGG CAG TAA CGG CAG ACT TCT CCG CGA 3'
cd 5 (-CT) (n) |5' CAC AGG GCA GTA ACG GCA GAC TTC TCG TCG 3°

*(m:mutant, n:normal)

Tablo X: Genel ve sabit primerlerle birlikte kullanilan ARMS primerleri.

IvVS2-1 mve n
Cd S5mven
Cd 39 n

Genel veya sabit | Genel primer 1 Genel primer 2 3’ sabit primer
primer no: (30) (31) (16)
. IVS 1-110 m ve n cd8mven IVS2-745 m ve n
ARMS primeri: Ivsl-l1 mve n =30 mve n
IVsl-é mve n Cd 39 m
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3.3.4.3.3. Termal déngii Protokoli
Termal doéngli aletinde programlanan déngiilerin 1s1 ve

sireleri asagida verilmistir.

94°C 1 dakika

65°C 1 dakika |- 25 dsngi

72°C 1 dakika |

72°C 3 dakika |- polimerizasyon

3.3.5. AGAROZ JEL ELEKTROFOREZI

3.3.5.1.Prensip: Agaroz jel elektroforezi DNA molekiiliinin
tanimlanmasai, ayristirilmasi ve saflastirilmasa amaciyla
kulanilir. Elektriksel bir ortamda agaroz jel ig¢inde bulunan DNA
molekiilleri igerdikleri nt sayisisinin logaritmasi ile (LoglO)

ters orantili olarak anoda dodru gé¢ ederler. ®”

3.3.5.2.Q6zeltiler:

1. %3'lik NuSieve-Agaroz jel:
‘NuSieve 1.5 g

Agaroz 1.5 ¢g
100 mL 1XAGB Tamponu ic¢inde mikrodalga firinda eritilerek

hazirlanair.

2.Yikleme Tamponu:
Brom fenol Mavisi %0.25

Sukroz %40
olacak sekilde 1XTBE tamponunda hazirlanir.

3.5X Tris Borat EDTA (TBE) Tamponu:
Tris baz 54.0 g
Borik asit 27.5 g
EDTA (0.5 M, pH:8.0) 20 mL
1 L. saf suda ¢odzilerek hazirlanir.

4 .Etidiyum Bromiir ¢ézeltisi:

EtBr 5 pug/pL olacak gekilde saf suda g¢dzilerek hazirlanir.
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3.3.5.3.Y6ntem: 1X AGB tamponu ig¢inde mikrodalga firinda c¢oéziilen
$3'1lldk NuSieve-Agaroz jel elektroforez kaplari icine dokiildiikten
sonra sodumaya barakilir. 1X AGB tamponuyla dolu elektroforez

tanki igine yerlestirilerek jel igindeki tarak ¢akarildidinda

olusan kuyulara, amplifiye o&rnekten 20 pL alinarak 2 uL yikleme
tamponu ile parafilm Uzerinde karistirildiktan sonra aplike
edilir. 150‘volt’ta 30 dakika yﬁrﬁtﬁlﬁr. Elektroforez sonrasi
jel etidyum bromir (EtBr) kabi iginde 3 dakika bekletilerek
boyanir ve saf su dolu kap i¢inde 20 dakika bekletilerek fazla
boyalardan aritilar. Jel UV lamba altina alinarak DNA
fragmanlari goriunir hale getirilir ve Polaroid kamera ile

fotodrafi gekilerek degerlendirilir (Sekil 11).

-';—+Kontrol Amplifikasyon
. —~0zgin (mutant) Amplifikasyon

—»Kontrol Amplifikasyon

—0zgiin (normal) Amplifikasyon

Sekil 11: f IVS1-110 Mutant ve Normal bantlarinin elektroforez sonrasi jel
tizerindeki géruntisi. 3,4 ve 6 no’lu o&érnekler (-), 1,2 ve 5 no’lu &rnekler
IVS1-110 Mutant (+), 7 {(-)Kontrol (A/A), 8 (+) Kontrol (IVS1-110/IVS1-110).
9,10,11,12 ve 14 IVS1-110 Normal (+); 13 no’lu 6rnefin IVS1-110 Normal band:
yok (-). 15 (-) Kontrol (IVS1-110/IVS1-110), 16 (+) Kontrol (A/A).
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~148

121
EksonlI
Cd 47
Cd 63
cd 79
Cd 95
IVSII-1
6l

121

181

241

301

361

421

481

541

601

661

121

781

841
Ekson 3
Cd 121
cd 137
3’UTR1
3’ UTR61
3'UTR121
3/UTR181

ccagaagagc caaggacagg tacggctgtc atcacttaga cctcaccctg tggagecaca
ccctagggtt ggecaatcta ctcccaggag cagggagggce
aaagtcaggg cagagccatc tattgcttAc atttgcettct

caacctcaaa cagacacc

+1

ATG GTG CAC CTG ACT CCT GAG GAG AAG TCT GCC
GGC AAG CTG AAC GTG GAT GAA GTT GGT GGT GAG
gttggtatca aggttacaag acaggtttaa ggagaccaat
cagagaagac tcttgggttt ctgataggca ctgactctct

ccacccttag

aggagccagg gctgggcata
gacacaactg tgttcactag

GTT ACT GCC CTG TGG
GCC CTG GGC AG
agaaactggg catgtggaga
ctgcctattg gtctattttc

G CTG CTG GTG GTC TAC CCT TGG ACC CAG AGG TTC TTT GAG TCC TTT GGG
GAT CTG TCC ACT CCT GAT GCT GTT ATG GGC AAC CCT AAG GTG AAG GCT
CAT GGC AAG AAA GTG CTC GGT GCC TTT AGT GAT GGC CTG GCT CAC CTG
GAC AAC CTC AAG GGC ACC TTT GCC ACA CTG AGT GAG CTG CAC TGT GAC
AAG CTG CAC GTG GAT CCT GAG AAC TTC AGG

gtgagtctat
cataggaagg
tcagtgtgga
ttcttttgtt
taatgcctta
aaaaaaaact
tgcatattca
tacatattta
ggtaattttg
atcttatttc
catgcctctt
aatatttctg
ttgctaatag
ctggattatt
cctcccacag

gggacccttg atgttttctt

ggagaagtaa cagggtacag

tccecttett ttctatggtt
tttagaatgg gaaacagacg
ttcttttatt tgctgttcat

agtctcagga
taattcttgc
acattgtgta
ttacacagtc
taatctccct
tgggttaaag
catttgtaat
taatactttc
tgcaccattc
catataaata
cagctacaat
ctgagtccaa

tcgttttagt
tttetttttt
taacaaaagg
tgcctagtac
actttatttt
tgtaatgttt
tttaaaaaat
cctaatctet
taaagaataa
tttctgcata
ccagctacca
gctaggccct

tttcttctec gcaattttta

aaatatctct
attactattt
cttttatttt
taatatgtgt
gctttecttcet
ttctttcagg
cagtgataat
taaattgtaa
ttctgcectttt
tttgctaatc

CTC CTG GGC AAC GTG CTG GTC TGT GTG CTG GCC
GAA TTC ACC CCA CCA GTG CAG GCT GCC TAT CAG

GTG GCT AAT GCC CTG GCC CAC AAG TAT CAC TaAa

gctegettte ttgectgtcca atttctatta aaggttcett
taaactgggg gatattatga agggcecttga geatctggat
tattttcatt gcaatgatgt atttaaatta tttctgaata
gggaggtcag tgcatttaaa acataaagaa atgaagagct

gagatacatt
ggaatatatg
taattgatac
acacatattg
tttaatatac
gcaataatga
ttctgggtta
ctgatgtaag
attttatggt
atgttcatac

aagttcatgt -
aatgattgca
aacaattgtt
ctattatact
aagtaactta
tgtgcttatt
ataatcatta
accaaatcag
ttttttgttt
tacaatgtat
aggcaatagc
aggtttcata

tgggataagg
ctcttatctt

CAT CAC TTT GGC AAA
AAA GTG GTG GCT GGT

tgttcecctaa gtccaactac
tctgcctAAT ARMAAaacatt
ttttactaaa aagggaatgt
agttcaaacc ttgggaaaat

Sekil 12: Insan B globin geni baz dizileri.
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30 »

-148 ccagaagagc caaggacagg tacggetgtc atcacttaga
-88 ccctagggtt ggecaatcta ctcccaggag cagggagggce
-28 aaagtcaggg cagagccatc tattgcttAc atttgcttct

+33 caacctcaaa cagacacc 1

Ekson 1: ATG GTG CAC CTG ACT CCT GAG GAG AAG TCT GCC

cd 16 GGC AAG CTG AAC GTG GAT GAA GTT GGT GGT GAG

IVSI-1 gttggtatca aggttacaag acaggtt;aa ggagaccaat

61 cagagaagac tcttgggttt ctgataggca ctgactctct

e T
121 ccacccttag

—_———

cctcacectg tggagecaca
aggagccagg gctgggcata
gacacaactg tgttcactag

GTT ACT GCC CTG TGG
GCC CTG GGC AG
agaaactggg catgtggaga

«—— 41 N —
ctgcctattg gtctatttte

¢~ 40 M —

EksonIl G CTG CTG GTG GTC TAC CCT TGG ACC CAG AGG TTC TTT GAG TCC TTT GGG

Sekil 13: P IVS1-110 Mutant ve Normal ARMS primerleriyle genel primer 1’in

(30) P geni iizerinde g®sterilmesi.

3.3.6. DNA Dizi ANALiZI

DNA Dizi Analizi yonteminin temel prensipleri su sekilde
siralanar; 1. Baz dizisi belirlenecek olan gen b&lgesi PCR ile
tek zincir halinde amplifiye edilir. 2. Amplifiye edilen bu
diziye komplementer zincir olusumunu baslatmak i¢in uygun bir

primerin yapismasi saglanir. 3. Primer DNA polimeraz'la dért

ayrl reaksiyon karisimi ig¢inde uzatilir. Her bir reaksiyon

karisimi o isaretli dNTP (deoksi niikleotid trifosfat) ve

isaretlenmemis dNTP karigsimi ile zincir sonlandirici ddNTP

(dideoksi niikleotid trifosfat) icgerir. 4.

Dért ayri setten

olusan reaksiyon ilridnlerinin elektroforezi yiiksek c¢oziniirlikli
poliakrilamid-ire jelinde yapilir. 5. Jel'den otoradyografik
bir film olusturularak ¢odaltilan gen bdlgesinin baz dizilimi

belirlenir (17,18,27,33,54,73)

3.3.7. DNA Dizi ANALIZI YONTEMIYLE [ GLOBIN GENININ BaAZ

DizZzILiMININ BELIRLENMESI

3.3.7.1. Prensip: B globin geni doért tane &6zglin primer ile iki

bliyik pargaya bolinerek tek =zincir halinde

(ssDNA) PCR ile

¢oaltilir. GoJaltilan bu iki ssDNA'nin komplementer zincirleri

iki farkli primer'in yapismasinin ardindan 3°S-dATPa ile

isaretlenerek dideoksi terminasyon yéntemiyle sentezlenir.
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Poliakrilamid-iire Jjelinde yiirlitilen orneklerin otoradyografi
sonrasinda baz siralari belirlenir. Boylelikle ARMS yéntemiyle
rutin olarak taradigimiz P talaseminin dokuz mutasyonun disinda
kalan, bdlgemizde nadir goérilen mutasyonlar veya daha &nce hig
saptanmamig$ bir mutasyon belirlenebilir. Ayni zamanda ARMS
yéntemiyle elde edilen sonug¢lar gerek duyulursa P gen dizi

analizi ile kontrol edilebilir, {172,849

3.3.7.2.Tek zincir DNA (ssDNA) amplifikasyonu

B globin geni iki parga halinde dért tane &zgin primer
kullanilarak asimetrik olarak amplifiye edilir. Birinci parcga,
B geninin 5' tarafindan -140 no'lu nt ile baslar promotor bélge,
Exon I, IVSI ve Exon II'yi ig¢ine alir. IVS II'nin 71. nt'i ile
sonlanan birinci parga 704 bp uzunludundadir. Kullanilan

amplifikasyon ve sekans primerleri Tablo XI'de verilmistir.®®

Tablo XI: [ globin geninin birinci kisminin amplifikasyon ve dizi analizi
(sequencing) reaksiyonlari i¢in kullanilan primerleri.

Primer Primer no Baz dizilimi
Forward Primer 108 5'-GCCAAGGACAGGTACGGCTGTCATC-3"
Reverse Primer 109 5';CCCTTCCTATGACATGAACTTAACCATf3'
Sequencing Primer 410 5'-TGTGGAGCCACACCCTAGGGTTGG-3'
Sequencing Primer 16 5'-GCAGGTTGGTATCAAGGTT-3'

B geninin, IVS II'nin 122, niikleotidinden baslayarak, Exon
3 ve Poli A'yil da ig¢ine alarak 3' UTR bélgesinde sonlanan, 1098
nt uzunludundaki ikinci pargasinin amplifikasyon ve sequencing
primerleri Tablo XII'de gosterilmistir.
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Tablo XII: B globin geninin ikinci kisminin amplifikasyon ve dizi analizi
(sequencing) reaksiyonlari igin kullanilan primerleri.

Primer Primer no Baz dizilimi

Forward Primer 143 51 ~CAGTGTGGAAGTCTCAGG-3"

Reverse Primer 230 5'-GTATTTTCCCAAGGTTTGAACTAGCTC-3'
Sequencing Primer| 229 5'-ATACAATGTATCATGCCTCTTTGCACC=-3"'
Sequencing Primer| 169 5'-GTCTGTGTGCTGGCCCATC-3"'

3.3.7.2.1.ssDNA Amplifikasyon Protokolii

Amplifikasyon 1 pg genomik DNA, 20 mM MOPS (pH 7.8), 300 mM
dNTP, 50 mM NaCl, 3 mM MgCl, ve 1 pmol forward primer ile 100
pmol reverse primer ve Taq polimeraz’dan olusan karisim ig¢inde
yapilair. Tek zincir DNA amplifikasyonunda ¢ift zincir (dsDNA)
amplifikasyondan farkli olarak primer konsantrasyonlari esgit
degildir. "

Her 6rnek igin U¢ tane eppendorf tipd alinir, Her tupe ayni
DNA ornedinden 1 pg konulur. Daha sonra Ulg¢ tipe yetecek kadar

reaksiyon karisimi hazirlanar.

Reaksiyon karigimi (3 tiip igin):

MOPS Tamponu 20 mM 3x93 279 uL

dNTPxarigama 300 mM 3x5 15 pL

Forward (Limiting primer,l pmol/ul) 3x1 3 uL

Reverse (Excess primer,100 pmol/ul) 3x1 3 pL
Toplam 300 pL

Baslangigta her tiupe bu karigsimdan 50 pl aktarilarak tipler
Termal déngi aletine yerlestirilir ve DNA 95°C'de 6 dakika
denatiire edilir. Karisimin geri kalan kismina (150 uL) 1.5 uL

Tag polimeraz (5 U/uL) eklenir. Denatlirasyonun bitiminde her
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tipe 50 pL, igerisinde enzim bulunan reaksiyon karisiminin
ikinci kismi eklenir ardindan her tlpe 2 damla mineral oil
damlatilarak termal déngli aletine yerlestirilir.
3.3.7.2.2.Termal Déngii Protokolii:

., DNA’nin enzim igermeyen reaksiyon karisimi ig¢inde 95°C’da 6

dakika denatire edilmesinden sonra iU¢ farkli asamadan olusan
termal doéngd protokollt Tablo XIII’'da verildidi sekilde

uygulanir, ¥
Tablo XIII: ssDNA amplifikasyonu igin termal déngi protokolil.

Islem Isa 1.déngi 2.déngii 3.déngii
Denatilirasyon 94°C 4.30 dakika | 1.30 dakika || 1.15 dakika
Annealing 55°C 1.30 dakika | 1.30 dakika || 1.30 dakika
Ekstensiyon 72°C 6.00 dakika || 5.30 dakika [|10.00 dakika
Déngii tekrar sayisa: 1 32 1

Toplam 34 dongiliniin tamamlanmasinin ardindan her bir tipden

5 pl alinir, 1 pL metilen blue ile karaigtirilip %1.5'luk agaroz
jel'e aplike edilir. 100 V'ta 20 dakika elektroforez uygulanar
ve UV lamba altinda amplifikasyon kontrol edilir.‘®
3.3.7.3. Amplifiye DNA'nin pilirifikasyonu 4
Amplifikasyon {rinlerini igeren tilipler parafilm .Ulzerine
bogsaltilirak mineral oil'den arindiralir. Tek bir eppendorf tipi
igerisinde birlestirilen amplifiye Uriine (~280 uL) kendi hacmi
kadar 2.5 M Amonyum Asetat eklenir. Uzerine 700 pL saf soduk
(-20°C) etanol eklenip yavagga alt st edilerek karistirilan tilp
20 dakika +4°C'de bekletilir. Ayni sicaklikta 15 dakika, 10.000
rpm'de déndirulir. Isiga kargi tutularak bakildigdinda toplu idne
basi kadar kiguk miktarda bir DNA ¢tkeltisi tUpln dibine
yapismig olarak gorilidr. Tip whatman kadidi tzerine dipteki DNA
topadi kopmadan dikkatlice ters ¢evrilerek igerisindeki siva
atilir. Uzerine 1 mL %70'lik etil alkol ilave edilir ve 2-3 ke:z
alt st edilerek 10.000 rpm'de 5 dakika doéndiriilir. Cok kicgik
miktardaki DNA genellikle tiUpun dibine yapisir. Ayni islem ii¢
kez tekrarlandiktan sonra dipte kalan DNA topadi (ssDNA) Speed
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Vac'da 20-25 dakika kurutulur. Uzerine 15 pL saf su eklenerek

(37°C'de 2 saat) ¢dzilmesi beklenir. Bundan 1 uL alinarak
%$1.5'1ik agaroz ijel'e, konsantrasyonu bilinen bagska bir ssDNA
6rnedi ile birlikte aplike edilir. Elektroforezden sonra band
siddetleri karsilastirilarak amplifiye Uriunin konsantrasyonu
yaklasik olarak saptanir. Amplifikasyonu ve purifikasyonu
tamamlanan 6rnek dizi analizindeki ikinci kisim reaksiyonlar
icin kullanilar.®®

3.3.7.4.Dideocksi Terminasyon Reaksiyonuyla Baz diziliminin
belirlenmesi, Sekans reaksiyonu:
Sekans reaksiyonunda bir DNA polimeraz enzimi olan,3'—>

5' ekzoniikleaz aktivitesi yok edilmis Sequence Version 2.0
enzimi kullanilir. Reaksiyon, isaretleme ve zincir sonlandirma
olmak idzere iki basamaktan (Labeling and Chain termination)
olusur. Birinci basamakta deoksiniikleotid trifosfatlar dcCTP,
dGTP, TTP ve 3°S-dATP a'nin (deoksiadenosine 5'[a-thio]
triphosphate, spesifik aktivite 1325 Ci/mmol, konsantrasyonu
12.5 mCi/mL) sinirlai miktardaki konsantrasyonlari primerleri
uzatir. Ikinci basamakda dNTP'lerin konsantrasyonu artirilirken
ddNTP'ler de ortama eklenir. Uzayan zincirler ddNTP'ler
tarafindan sonlandirilir. Bu basamak 5 dakika sonra stop
soliisyonu ile (EDTA ve formamid varliginda) durdurulur. ‘"
3.3.7.4.1. Primer baglanma basamadgi (Annealing)

Bir eppendorf tipl isaretlenerek, ig¢ine yaklasik 250-300 ng

ssDNA konulur. DNA'nin hacmi 7 pL'den fazla ise DNA konsantérde

7 pL'ye indirilir. Daha az ise 7 pL'ye HO ile tamamlanair.

Annealing karigimi:
ssDNA 7 HL
5X Reaksiyon tamponu 2 uL
Primer (20-30 pmol) 1 upL
Toplam 10 pL

41



Toplam hacim 10 puL olmalidir. ssDNA konsantrasyonu ile
primer yaklagik oclarak esit olmalidir. Tipler o&nceden 68°C'ye
ayarlanmis 1s1 bloku igerisine konulur, 3 dakika inkiibe edilir;
siirenin bitiminde oda sicakli§ina alinir, asinin 30°C'a kadar
diismesi beklenir. Bu esnada isaretleme ve sonlandirma
basamagindaki ¢dzeltiler hazirlanarak buz igerisinde korunur.‘’?
3.3.7.4.2.igaretleme Reaksiyonu

Bir eppendorf tipune 1 pL isaretleme karigimi ve 8 uL saf

su konularak karistairalir. Dider bir tupe 7 L enzim seyreltme

tamponu alinip uzerine 1 ML enzim (Sequence versiyon 2.0)
eklenir. Enzim seyreltmesi tam kullanilacadi anda yapilir. Enzim
kesinlikle oda 1sisinda bekletilmez. Seyreltilen enzim buz
igerisine alinarak hemen kullanilir. 1Isaretleme reaksiyonu
karisimindaki maddeler ve miktarlari asadida verilmistir.
Hafifce karistirilan tip 5 saniye kadar santrifilj edilerek oda

1si1sinda 3 dakika bekletilir. ‘7@

v’

Isaretleme reaksivonu karigimai:
Template-primer 10.0 puL
DDT (Dithiothreitol)0.1 M 1.0 uL
Seyrelmis isaretleme karisimi 2.0 uL
S dATPa 0.5 pL
Seyreltilmis enzim 2.0 pL

Toplam R 15.5 pL

3.3.7.4.3.80onlandarma Reaksiyonu

Dért tane eppendorf tiplinin kapagdina A, C, G ve T harfleri
yazilir., A 1ile isgaretlenmis tupe 2.5 ML ddATP eklenir. Ayni
sekilde C, G ve T tuplerine de ayni miktarda ddCTP, ddGTP ve
ddTTP eklenir. Bu iglem tek zincir DNA'ya baglanmis primer
karigsiminin oda isisina kadar sodumasi ve igaretleme igin gegen
zamanda hazirlanar.

tsaretleme siiresince ddNTP konulan tipler 37°C'deki 1sitici

blokda preinkilbbasyona tabi tutulur. 1Isaretleme siliresi biter
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bitmez igerigi 15.5 upL olan igaretleme karisimindan 3.6 HL
alinip A tiuplne konarak karigstirilir. Ayni sekilde C,G ve T ile
igaretli tilplere de ayni hacimde eklenerek karistairilir. Bu dért
tip santrifiije konularak 5-10 saniye ddndiliriilir ve tekrar
37°C'ye alinarak 5 dakika bekletilir. Son iki islem miimkin
oldugu kadar kisa slire igerisinde yapilir. Sonlandirma siiresinin
bitiminde her tipe 4 ul stop solisyonu eklenerek reaksiyon
durdurulur. Kisa sireli hizli doéndiirmeden sonra, 95°C'de 5
dakika denatire edilen brnekler onceden hazirlanmisg

poliakrilamid-iire jeline aplike edilir,'6*.72

Sst AIALLLLLLLLL L L LE L L L L1 LIAAAA

}

At el e ittt

!
°'°i12 o~_ [Ped]
4

Annealing ./

Isaretlene

CTACGCATTA[QT
CTACGCATTLR
CTACGCA THEAT
Sonlandirma CTACGCR
CTACGC[dd]
CTACG[EdA]
CTAaC[EdG

C T A[adq

C T [ddy

C

ddC

Sekil 14: DNA dizi analizindeki basamaklarin gematik gdriniimd.
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3.3.7.5. Poliakrilamid-iire Jel Elektroforezi (PAGE)

Jel hazirlanmasinda bir ¢ift cam kullanilar. Kalinlidi 3 mm
olan camlarin boyutlari 33x38 ve 33x40 cm'dir. Deterjanla c¢ok
iyi yaikanmig ve etil alkol ile silinmis bu camlarin arasina
0.4 mm kalainliginda ve 1 cm eninde polikarbonat "seritler"
yerléstirilir. Bunlar camin alt, sad ve sol tarafina gelecek
sekilde ayarlanarak plastik yapaistirici ile etrafi sarilir, ya
da %1'lik agaroz iie yapistirilip kenarlardan kiska¢ ile
sikistairilir. Camlarin st kismi farkli uzunluklarda olup jel
dékerken uzun olan alt tarafa yatay diuzlemle 45° ag¢i olusturacak
sekilde ayarlanir. Hazirlanan Jjel buradan iki cam arasina
dokilerek doldurulur. (1850
3.3.7.5.1. Jel hazairlanmasi:

Akrilamide/Bisakrilamide: 19:1 oraninda karistirailar. 1ki
yuiz gram karisim Uzerine 352 mL saf steril su ilave edilerek
manyetik karistirici ile tamamen c¢dzlnmesi saglanir. Bu %40'lik
stok ¢6zelti +4°C'de uzun siire saklanabilir. Bu c¢dzeltiden 10.5
mL alinip Uzerine 10 mL 10xTBE tamponu (1 M Tris, 1 M Borik
asit, 20 mM EDTA Naz; pH:8.3), 25 mL saf su ve 29.4 gr lire
konarak manyetik karistiricida ¢ozlninceye kadar karistirilair

veya jel hazirlanirken tartilarak asadidaki gibi hazarlanar.

Poliakrilamid jel'in igeridgi:
Akrilamide 6.33 g
Bisakrilamide 0.33 g
Ure 29.40 g
10xTBE Tamponu 10.50 mL
Distile su 36.50 mL

Yukardaki maddeler manyetik karastirici yardimiyla tamamen
¢dzulir ve whatman kadit ile sizllerek plastik bir siseye

transfer edilir. Bu sigseye 330 uL taze hazirlanmig %10'luk
Amonyum persulfat ve 33 uL TEMED (N,N,N',N'-Tetramethyl ethylene

diamine) eklenir. Amonyum persulfat saf suda ¢6zilir, en fazla

bir hafta kullanilir. Bu jel iki cam arasina hava kabarcigi
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girmemesine dikkat edilerek dokilur. Efer kabarcik girmigse cam
yere dikey olarak tutulur ve kabarciklarin ¢ikmasi beklenir, ve
tekrar 45°C ag¢i yapacak sekilde konularak tarak bu iki cam
arasina ters olarak yerlestirilir. Camlarain ist kismi
kiskaglarla sikistirilarak jelin polimerlesmesi beklenir. Bir
eppendorf tiipline yaklasik 1 mL jel ¢6zeltisinden alinarak 15-20
dakika sonra polimerlesme kontrol edilir. Polimerlesme
gerceklestikten sonra jel kullanima hazirdir. EJer jel hazirlama
asamasinda erken polimerize oluyor ise (5-6 dakika igerisinde)
amonyum persulfat konsantrasyonu azaltilir, polimerlesme zamani
15 dakikadan fazla ise artirilir, 890

3.3.7.5.2. Jel Elektroforezi:

Onceden hazirlanan jelin Ust kismina koyduumuz kiskaglar
ve tarak <c¢ikaralir, alt kisimdaki bant sokilerek dikey
elektroforez tankina yerlestirilir . Boyu kisa olan cam cihazdan
tarafa getirilerek yandaki vidalarla sabitlegtirilir. Cihazin
alt ve list rezervuarina 1X TBE tampon konulur. Jelin tampon ile
temas etti§i yerde olusan hava kabarciklari, kristallegen ilre ve
akrilamid jel artiklari plastik bir pastdér pipeti kullalinilarak
temizlenir. Jelin st kismindan ayrilan tarak bu sefer digleri
jele hafifge bastirilarak kiiglik kiskaglarla sabitlestirilir.
Stop soliisyonundan jelin Ust kisminda olugsan kuyucuklara
otomatik pipetle biri dolu diferi bos olmak lizere ardlslk olarak
birer uL uygulanir. Yiiksek voltaj gli¢ kaynagina baglanan jel
elektroforez cihazaina 75 W (~1500 Volt, 50 mA) akim yliklenir.
Ornekleri aplike etmeden 1-1.5 saat camlarin isinmasi saglanir.
Stop solusyonu ig¢indeki bromfenol mavisinin jeldeki hareketi
gbzlenir. Her o6rnek ig¢in hazairlanan A, C, G ve T tipleri
95°C'de 5 dakika denatire edilir. Bu siirede gili¢ kaynagi
kapatilarak tarak disleri arasinda olugsan hava kabarciklari
temizlenir. Denatiirasyonun ardindan 95°C'den alinan bu 4 tip
buz icerisine daldirilir. A tiplinden alinan 2.5-3.0 puL'lik
érnek jele aplike edilir. Sirasiyla ayni miktarda C, G ve T
tiuplerinden alinarak aplike edilir. Tekrar gid¢ kaynadi agilarak
ayni miktarda akim ii¢ saat uygulanir($ekil 15) , (6190
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Sekil 15.Poliakrilamid jel elektroforezinin sematik g&rinumi.

3.3.7.5.3.Tespit (Fixing)

Elektroforez bitiminde gii¢ kaynagdi kapatilarak cam aletten
ayrilir. GCesme suyu altinda 5 dakika sogutulur. Birlegik olan
camlar bir bicak yardimiyla ayrilir. Jeli iizerinde tasiyan cam,
bir kap igerisine alinarak uzerine tespit soliusyonu (%10 asetik
asit, %12 Metanol) eklenir. Tespit sirasinda jel biyllkliginde
pir tane Whatman 3 kadidi kesilir. 15 dakika siren tespit
islemi tamamlaninca ¢ézelti aspire edilerek alinir. Cam ve jel
hafifce edilir, uzerindeki fazla solusyon akitilir. Kesilen
Whatman kadidi jel tiizerine kapatilip kagit kaldirilarak ters
cevrilip jelin lste gelmesi saglanir. %9
3.3.7.5.4.Kurutma ve Otoradyogram

Whatman kagdidi tzerine alinan jel, ince naylon film ile
kaplanarak vakuma bagli jel kurutucusunda 80°C de 1 saat
kurutulur. Naylon film ayrilarak, jel kaset igerisine
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yerlegtirilip Uzerine uygun buylklikte réntgen filmi konarak
bir gece ekspoze edildi. Filmin banyosu otomatik banyo cihazai
kullanilarak yapilar.®

3.3.7.5.5.Deferlendirme

_Film tlizerinde elde edilen gériunti P globin gen dizisi ile

kontrol edilir. Bir niikleotidin didgerine dedisimi, eksilmesi

veya yeni bir nikleotidin araya girmesi gibi dedisimlerin
varligr kontrol edilir(Sekil 16).?

AadannideondondaodandnidannlEosaandidaoapasn

Sekil 16: Otoradyografi ve baz dizisinin degerlendirilmesi.
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4 .BULGULAR
4.1 .ANTAKYA ORNEKLERI

C.U0.T1p Fakiiltesi Biyokimya A.B.D ve Antakya Devlet
Hastanesi tarafindan ortaklasa yuritilen Antakya yodresinde
evlilik ®ncesi Talasemilerin taranmasi projesi kapsaminda

yapilan testlerle MCV<L79 olan ve B talasemi fenotipi siipheli
213 ornek calismaya alindi. Hematolojik verileri Otomatik kan
cihazinda ortalama *

g¢alisilan orneklerin standart

(ORTtSD)

sayim

deviasyonlari

Tablo XIV'de,

sonuglari ise Tablo XV’/de verilmistir.

Tablo XIV: Antakya &rneklerinin hematolojik verileri.

hemoglobin elektroforezi

Hb RBC Hct MCV MCH ~ MCHC HbA, HbF

g/dL 10*3/L % £L Pg g/dL % ¥
ORT:SD :11.7+6.5 {5.32+1.04 {38.5:13.8 |71.348.7 20.4+3.5 28.5:¢4.0 12.6+1.1 ;2.3%3.8
n=213

Tablo XV: Antakya érneklerinde Hemoglobin Elektroforezi sonuglara.
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Bu o6rneklerden MCV<79,

yeterli miktarda kani olan 33 6rnedin DNA'lari Fenol-kloroform

HbA23.7 ve DNA izolasyonu igin

ekstraksiyonu yodntemiyle izole edildi. Yaslari 1 ile 42
arasinda (22.2+7.6) dedisen, 1l6'si erkek (%48,5) 17'si kadin
(%$51.5) ve B-talasemi tasima suUphesi bulunan bu 6rneklerin

hematolojik verilerinin ortalama ve standart sapmalari Tablo
XVI'da gbsterilmigtir. Bu o6rneklerden elde edilen DNA'larin

konsantrasyon ve verimleri Tablo XVII'de gdsterilmistir.
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Tablo XVI:f-talasemi giiphesi olan 8rneklerin hematolojik verileri.

Hb RBC Het MCV MCH MCHC Hba, HbF
_g/dL 102/L % £L Pg__ g/dL % %
ORT+SD :11.3%1.5{5.6410.8 {38.5%6.1 {68.3+3.8;19.8+1.6:28.942.3{4.1+0.61.9%0.6
n=33
Tablo XVII: Antakya ©6rneklerinden elde edilen DNA'larin konsantrasyon ve
verimleri.
NO DNA NO Konsantransyon Verim
Hg/mL
1 1182 427 1.4
2 1187 285 1.4
3 1195 750 1.6
4 1255 560 1.7
5 1256 785 1.5
6 1259 285 1.6
7 1264 292 1.5
8 1272 625 1.5
9 1279 775 1.6
10 1309 1547 1.4
11 1324 275 1.5
12 1334 790 1.3
13 1337 912 1.6
14 1343 1130 1.5
15 1344 350 1.5
16 1346 720 1.3
17 1347 395 1.3
18 1348 520 1.5
19 1351 675 1.7
20 1353 645 1.4
21 1355 455 1.9
22 1357 936 1.8
23 1360 397 1.4
24 1364 287 1.4
25 1468 495 1.5
26 1479 586 1.6
27 1481 625 1.4
28 1484 486 1.5
29 1516 1092 1.4
30 1522 902 1.5
31 1574 335 1.5
32 1619 240 1.9
33 1720 617 2.1
ORT+SD 611.31+294.2 1.52+0.17

ARMS

DNA'lari izole edilen bu &rneklerin mutasyon tipleri ise

yontemiyle

yaptidimiz

¢alismalar

sonucunda

saptandai.

Akdeniz bélgesinde sik goériilen gesitli mutasyonlari heterozigot
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olarak tasiyan bu kisilerin mutasyon tipleri Tablo XVIII'de
gbésterilmistir. IVS 1-110 (G-»A) mutasyonu 21 kigide (%63.6),
IVS 1-1 (G—A) mutasyonu 6 kigide (%18.2), Cd 39 (C-T)
mutasyonu 2 kigide (%6.1), IVS 1-6 (C—-T) mutasyonu 2 kiside
($6.1), IVS 2-1 (G—>A) mutasyonu 2 kiside (%$6.1) saptandi.

Tablo XVIII: Antakya drneklerinde saptanan mutasyon tipleri.

NO DNA NO 1.Kromozom 2 .Kromozom
1 1182 IVsS 1-110 N*
2 1187 IVsS 1-110 N
3 1195 IVS 1-110 N
4 1255 IVS 1-110 N
5 1256 IvVvs 1-1 N
6 1259 Ivs 1~-110 N
7 1264 IVs 1-110 N.
8 1272 Ivs 2-1 N
9 1279 IVS 1-6 N

10 1309 "IVs 1-1 N

11 1324 _Ivs 1-110 N .

12 1334 Ivs 1-110 N

13 1337 Cd 39 _ N

14 1343 IVsS 1-110 N

15 1344 - IVS 2-1 N

16 1346 -IVs 1-110 N

17 1347 IVsS 1-110 N

18 1348 IVS 1-110 N

19 1351 ' IVS 1-110 N

20 1353 IVS 1-110 N

21 1355 cd 39 N

22 1357 Ivs 1-110. N

23 1360 - IVS 1-1 s N

24 1364 Ivs 1-1 - N

25 1468 IVS 1-6 . N

26 1479 Ivs 1-110 . N

27 1481 - IVS 1-110 N.

28 1484 Ivs 1~-110 ol o N

29 1516 Ivs 1-110 . <N

30 1522 o IVS 1-1 e b ONe

31 1574 4 IVS 1-1 ¢ N

32 1619 Ivs 1-110 ‘N

33 1720 IVS 1-110 N

*Normal kromozomu g8stermektedir
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4.2 .KAYSERI ORNEKLERI

Kayseri 6rnekleri E.U.T1p Fakiltesi Cocuk
A.B.D.'da B talasemi fenotipleri belirlenen 31
olusuyordu. Hasta ¢ocuklar ile bunlarain

olusan bu gruptaki kisilerin 14'ud erkek (%45.2),

yaslari 4-48 yil

(22.1£12.7)
hematolojik verileri ORT*SD olarak Tablo XIX'da,
($87.1),

elektroforezi sonuclari 27 kiside HbAA

(%9.7)

verilmistir.

ve 1 kiside HDbAF

DNA'lari izole edilen O6rneklerin konsantrasyon ve

(%3.2)

verimleri Tablo XXI'de verilmistir.

Sagliga
kisiden
anne-babalarindan
17'si kadaindi,
arasinda dedisiyordu. Orneklerin

hemoglobin

3 kiside HDbF

olarak bulunmus ve Tablo XX'de

Tablo XIX: Kayseriden génderilen f-talasemili hasta ve yakinlarina ait
drneklerin hematolojik verileri.
Hb RBC Het MCV MCH MCHC HbA, HbF
g/dL 10*%/1L, % fL Pg g/dL % %
ORTiS8D : 9.412.9 4.31+1,.66 |36.2+13.9 086.118.3 24.9+11.8 {28.41+20.3 ;3.240.9 6.6114.6

ne3l

Tablo XX: Kayseri &érneklerinde Hb Elektroforezi sonuglara.

Hemoglobin tipi n %
AA 27 87.1

F 3 9.7

AF 1 3.2
Toplam 31 100.0

Bu &rneklerin B talasemi mutasyon tipleri ARMS yontemiyle
ve 31 B talasemik kromozomun
mutasyonu belirlendi. ($68.3) 1IVS
1-110 8 tanesi Cd 8 (-AA) (%19.5) , 2 tanesi IVS 1-6

(=CT) (%4.9)

saptanda brnekte toplam 41

Bu kromozomlardan 28 tanesi
(G>Aa),

(%4.9), ve 1 tanesi IVS 1-1

(C—T) 2 tanesi Cd 5

(G—>A) (%2.4)‘mutasyonunu tasiyordu.
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Tablo XXI: Kayseri o6rneklerinde DNA konsantrasyon ve verimleri.

NO " Ornek Konsantransyon Verim
pg/mL
1 HS 620 1,5
2 Us 640 1,5
3 RS 500 1,5
4 FA 360 1,5
5 AA 360 1,7
6 MA 905 1,5
7 FA 680 1,7
8 FA 293 1,5
9 FB 500 1,6
10 AB 370 1,5
11 : BB 245 1,9
12 CcC 145 1,5
13 KC 637 1,4
14 BC 242 1,9
15 MC 105 1,3
16 AT 367 1,6
17 2T 500 1,7
18 s¢ 478 1,8
19 NC 533 1,7
20 SC 214 1,7
21 EK 765 1,7
22 GK 103 2,2
23 ME 255 1,5
24 ME 277 1,6
25 CE 340 1,7
26 EO 440 1,7
27 RO ' 400 1,7
28 MO 135 2,7
29 so 245 1,6
30 YE 607 1,6
31 GE 468 2,0
ORT+SD 400.1+£211.1 (1.65+0.26

Buna gére 1IVS 1-110 (G—A) mutasyonu toplam 20 kiside
(%64.5), Cd 8 (-AA) mutasyonu 4 kigide (%12.9), IVS 1-6 (C-T)
mutasyonu 2 kiside (%6.4), Cd 5 (-CT) mutasyonu 2 kisgide
(%6.4), IVS 1~1 (G—>A) mutasyonu 1 kisgide (%3.2) saptanmigtir.
Kayseri &6rneklerinde Antakya o6rneklerinden farkliai olarak

homozigot olgular da bulunmaktaydi. IVS 1-110 (G—A) mutasyonu
i¢gin 8 kisi (%25.8), Cd 8 (-AA) mutasyonu ig¢in 2 kisi (%6.4)
homozigot idi. Geriye kalan 21 kigi (%67.7)ise bu saptadifimiz
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mutasyonlardan biri i¢in heterozigot idi. Kayseri o6rneklerinde

saptanan bu mutasyonlar Tablo XXII'de gdsterilmigtir.

Tablo XXII: Kayseri 6rneklerinde saptanan mutasyon tipleri.

NO ORNEK 1.Kromozom 2 .Kromozom
1 HS IvVs 1-110 N
2 Us IVsS 1-110 N
3 RS ivs 1-110 Ivs 1-110
4 FA IVS 1-110 N
5 AA Ivs 1-110 IVS 1-110
6 MA IVs 1-110 IvVS 1-110
7 FA IVS 1-110 N
8 FA ivs 1-110 N
9 FB IvVS 1-110 ‘ N
10 AB IVS 1-110 N
11 BB Ivs 1-110 IVS 1-110
12 cC IVS 1-110 N
13 KC IVS 1-110 N
14 BC Ivs 1-110 IVsS 1-110
15 MC Jvs 1-110 Ivs 1-110
16 AT IVS 1-110 N
17 ZT IvVvs 1-110 Ivs 1-110
18 SC IVS 1-6 N
19 NG IVS 1-110 N
20 SC IVS 1-6 N
21 EK IvVs 1-110 N
22 GK IVS 1-110 Ivs 1-110
23 ME Cd 8 N
24 ME Cd 8 N
25 CE Cd 8 Cd 8
26 EO Cd 8 N
27 RO Cd 8 N
28 MO Cd 8 Cd 8
29 [Je) IVS 1-1 N
30 YE Cd 5 N
31 GE Cd 5 N
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4.3.izMIR ORNEKLERY

Ege Universitesi Tip Fakiltesi Cocuk Hematoloji B.D.'da B
talasemi fenotipleri belirlenmig kigilere ve yakinlarina ait
orneklerin DNA'lari dodrudan fenol-kloroform ekstraksiyonu
yontemiyle izole edildi, o&rneklerden elde edilen DNA'larin

konsantrasyon ve verimleri Tablo XXIII'de verilmistir.

Tablo XXIII: Izmir o&rneklerinden elde edilen DNA'larin konsantrasyon ve
verimleri..

NO Ornek Konsantransyon Verim
pg/mL -
1 GK 390 1,5
2 00 658 1,6
3 NU 1142 1,7
4 MB 705 1,7
5 Ic 308 1,6
6 0o 655 1,7
7 [o]i] 1065 1,7
8 RY 385 1,6
9 CA 570 1,6
10 TE 510 1,6
11 ZB 608 1,6
12 DG 283 1,5
13 HC 375 1,7
14 HB 484 1,5
15 EB 536 1,7
16 SB 475 1,6
17 OK 635 1,7
18 HK 524 1,8
19 CK 230 1,7
ORT+SD 554,6+235.8 1.6310.08

Orneklerin P talasemi mutasyon tipleri dokuz mutasyon igin

ARMS yéntemiyle taranda. ARMS yéntemiyle mutasyon tipleri
belirlenemeyen u¢ &rnedin mutasyonu DNA Dizi Analizi yontemi
ile saptandi. DNA Dizi Analizi ile saptanan 2 drnedin mutasyonu

promotor ydrede bulunan -30 (T—A) ve biri de yine ayni bdlgede
bulunan -28 (A-G) mutasyonuydu. Ege Dbodlgesinden gelen
drneklerde hem homozigot hem de ¢ifte heterozigot olgular
saptandi, 2 kigi IVS 1-110 ve 2 kigi de -30 (T—»A) mutasyonunu

icin homozigottu. Kromozomlarinda iki farkli mutasyon tagiyan
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vani ¢ifte heterozigot olan 7 kisi vardi, geriye kalan 8 kisi
ise c¢egitli mutasyonlar i¢in heterozigot bireylerdi. (Tablo

XXIV).

Tablo XXIV: 1Izmir &rneklerinde ARMS ve DNA Dizi BAnalizi y®éntemleriyle
saptanan mutasyon tipleri.

NO Ornek 1.Kromozom 2.Kromozom
1 GK Ccd 8 N
2 (ole] Cd 8 Cd 5
3 NU Ivs 1-110 -28 t
4 MB IVS 1-1 N
5 Ic IVS 1-110 Cd 3¢
6 [§{0] IVs 1-110 N
7 fo]i] IVS 1-110 IVS 1-1
8 RY IVS 1-110 IVS 2-745
9 CcA Ivs 1-6 IVS 2-745
10 TE Ivs 1-110 Cd 39
11 ZB IVS 2-1 N
12 D¢ -30 ¥ -30 ¢t
13 HC -30 t -30 ¢
14 HB IVsS 1-110 N
15 EB IVsS 1-110 N
16 SB Ivs 1-110 Ivs 1-110
17 OK IVs 1-110 N
18 HK Ivs 1-110 N
19 CK Ivs 1-110 Ivs 1-110

{ DNA Dizi Analizi ile saptanan mutasyonlar.

Izmir'den gelerek bo6lumimize bagvuran iki aileye ise

Prenatal Tani uygulandi. Bu ailelerin her ikisi de 1IVS1-110

mutasyonu i¢in homozigot olan P talasemi Major fenotipi almais
hasta ¢ocuklara sahipti. ¢.U.Tip Fakiiltesi Kadin Hastaliklara
ve Dodum A.B.D.'da annelerden alinan Koryénik villus'larin
(CVS) DNA'lari izole edildikten sonra [ talasemi mutasyon
tipleri ARMS y&éntemiyle belirlendi. Birinci aileye ait olan
CVS-B IVS 1-110 mutasyonu igin homozigot olarak belirlendi,
ailenin istediyle tibbi abortus uygulandi. 1lkinci aileye ait
olan CVS-K ise anne babasindan saglam olan kromozomlari

almisti, hasarli kromozom tasimiyordu (Tablo XXV).
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Tablo XXV: Prenatal tani uygulanan ailelerde mutasyon tipleri.

Aileler 1.Kromozom 2.Kromozom
EB (Anne) IvVvs 1-110 N
HB (Baba) Ivs 1-110 N
$B (cocuk) IvVvs 1-110 IVS 1-110
CVvs B IVs 1-110 IVS 1-110
[ HK(Anne) | 1vs 1-110 | N |
OK (Baba) IVs 1-110 N
CK (¢ocuk) IVS 1-110 IvVs 1-110
Cvs K N N

Bu u¢ ornek grubunda toplam 83 kisinin mutasyonlari
belirlendi. Belirlenen P talasemik kromozom sayisi 104 idi.

Her li¢ ydrede de en sik karsilasilan IVS 1-110 mutasyonu oldu.
Her u¢ yore ig¢in g¢alaisilan kromozom sayilari ve sikliklara

Tablo XXVI’da verilmisgtir.

Tablo XXVI: Antakya, Kayseri ve Izmir &rneklerinde galisilan kromozomlarda
saptanan B talasemi mutasyonlari ve saikliklara.

MOTASYON | ANTAKYA ORNEKLERI | KAYSERT ORNEKLERE | IZMIR ORNEKLERE | BUTUN ORNEKLER
Tipi n %  n % n % n %
IVS1-110 21 63,7 28 68.3 14 46.1 63 60.6
Ivs 1-1 6 18.2 1 2.4 2 6.7 9 8.6
cd 39 2 6.0 - - 2 6.7 4 3.8
IVs 1-6 2 6.0 2 7.9 1 3.3 5 7.8
VS 2-1 3 6.0 = = 1 3.3 3 2.9
cd 8 = - B 19.5 2 6.7 10 9.6
cd 5 - - 2 4.9 1 3.3 3 2.9
IVs2-748 - - - - 2 3.3 2 1.9
=30 - - - - ) 13.3 ] 3.8
=28 - - - - 1 3.3 1 0.9
TOPLAM 33 100.0 41 100.0 38 100.0 104 100.0
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62’ si (%74.8)

heterozigot olgulardai. ($18.0)
¢ifte heterozigot olgu sayisi 6 (%7.2) idi (Tablo XXVII).

83

Homozigot olgu sayisi 15

Mutasyonlarzi belirlenen érnekten

ve

Tablo XXVII: Biitiin olgularda heterozigot, homozigot wve g¢ifte heterozigot

olgu sayisi ve siklaiklara.

ORNEKLER | HETEROZIGOT| % HOMOZIGOT % CIFTE %
HETEROZiGOT

ANTAKYA 33 39.7 - - - -
n=33

KAYSERI 21 25.3 10 12.0 - -
n=31

IZMIR 8 9.6 5 6.0 6 7.2
n=19

TOPLAM 62 74.8 15 18.0 6 7.2
n=83

Bu 8rneklere ait hematolojik veriler eslestirilmis

8rnekler ig¢in yapilan T-testiyle karsilastirmali olarak Tablo
XXVIII'de Bu veriler SPSS 1Istatistik VYazilim
programi kullanilarak elde edildi (SPSS/PC, SPSS Inc,
II). Mutasyon tiplerini belirledidimiz heterozigot o&rneklerin

mutasyon tiplerine g6re hematolojik parametreleri Tablo XXIX'da

verilmistir.
Chicago

verilmistir. Heterozigot, homozigot ve ¢ifte heterozigot

olgularin mutasyon tipleri ve goriilme sakliklari Tablo XXX’da

verilmigtir.
Tablo XXVIII: Heterozigot olgularla homozigot olgularin hematolojik
verilerinin karsilagtirilmasi.
Hb RBC Hot - MCV MCH MCHC HbA, HbF
g/dL 10%%/L % fL Pg g/dL % %
Wn ' EGR —
ORNEKLER 711 0+1,9715,48+1.11% {40.438.5¢ {74.0+8,67 }20.4+2.4% }27.543.3fF {3.9+0.7¢ {3.1+6.5%
ORTHSD nw62
T HOMDZIGOT
a;:::fzf;s 7.4£2.7% §2.77+0.99% {24,1£10,0% | 92.4210.4% | 32.5218.8% { 34.5216.317{2.50.9% {10.1£21,41%

Egslestirilmis ornekler igin yapilan t-testiyle:f p<0.05 ve t p<0.5
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Tablo XXIX: Heterozigot &rneklerde mutasyon tiplerine gdre hematolojik
verilerin ORT%SD'si.
MUTASYON Hb RBC Het MCV MCH MCHC Hba, HbF
Tiri g/dL 10*%/L % £fL Pg g/dL % %
i ORT£SD ORT#SD ORT+SD ORT+SD ORT+SD ORT+SD ORT+SD ORT+SD
IV81-110)10.741.9 |[5.3841,07(39.6+7.8 [[74.148.8 {20.32.3 [(27.3%2.7 |[3.9+0.7 2.7%4.5
.n=33
IVSs 1-1 [f12.141.1 }{6.01%0.74 ||41.5%7.2 [ 68.7+4.7 [/20.442.8 [[29.9%5.2 [l4.1%0.3 [ 1.8%0.2
n=7 )
Cd 8 10.3£2.4 |[[5.26+1.7 [{42.2%14.2[79.9£1.5 [20.3x2.8 [[25.5%4.1 |i3.840.6 1.740,2
n=4
IvVs 1-6 [|11.7+3.2 |[5.38£1.91(/41.6£14.9((77.9410.1[22.622.9 | 29.243.7 |[[3.0+0.8 12.2+20.3
n=4 )
IVS 2-1 || 9.4%0.7 | 5.15%0.19( 33.9%4,0 [/ 65.745.3 || 18.3%0.7 || 27.9%1.0 || 4.6%0.5 | 1.5%0.0
n=2
cd 39 [[12.1x2.1 | 6.37+1.13[43.849.3 | 68.5+2.5 ||19.0%0.0 |27.8%0.9 ||5.1x0.3 | 1.5%0.0
n=2
cd 5 10.720.4 [[5.4120.43(/47.0+1.9 |[86.94£3.4 |19.9t0.7 [[22.8%£0.0 [/ 4.2%0.0 | 1.70.3
n=2
Tablo XXX: Heterozigot, homozigot ve ¢ifte heterozigot olgularain mutasyon

tipleri ve g6rilme sikliklara,

HETEROZIGOT ORNEKLER

HOMOZIGOT veya CIFTE HETEROZIGOT

ORNEKLER
MUTASYON TIPI n % MUTASYON Tipri n %
IVS1-110 38 61.3 | Ivs1-110/IvS1-110 | 10 -| 47.6
IVs 1-1 8 12.9 cd 8/ cd 8 2 9.5
cd 8 5 8.1 -30/-30 2 9.5
IVS 1-6 4 6.5 1VS1-110/cd 39 2 9.5
IVs 2-1 3 4.8 1VS1-110/-28 1 4.7
cd 39 2 3.2 IVS1-110/1IVS2-745 1 4.7
cd 5 2 3.2 IVS1-110/IVSl-1 1 4.7
cd 8/cd 5 1 4.7
: IVS1~6/1VS2-745 1 4.7
Toplam 62 100.0 Toplam 21 100.0
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Bu mutasyon tiplerini belirlemek ig¢in ARMS yéntemi
kullanilda. Bu yoéntemle belirledidimiz drneklere ait
resimlerden bazilari asagida verilmigtir. Sekil 17’de IVS1-110
mutant primerle yapilan 6 o6rnede ait ARMS amplifikasyonunun
resmi gérilmektedir. $ekil 18, 19, 20 ve 21’de sirasiyla IVS1l-6
mutant, cd 8 mutant, IVS2-1 mutant ve IVS2-745 mutant
primerlerle yapilan c¢esitli Orneklere ait ARMS amplifikasyon
resimleri goérilmektedir. Sekil 22'de Izmir’den gelerek
boélumimize basvuran ve prenatal tani uygulanan ailede anne
(EB), baba (HB), g¢ocuk ($B) ve Koryonik Villus’a (CVS B) ait
IVS1-110 mutant ve normal primerle yapilan ARMS
amplifikasyonunun resmi izlenmektedir. Sekil 23 de ise 3
drnekte yapilan DNA Dizi Analizinde elde edilen otoradyografin
resmi verilmistir. 1lk ®rnek -28 (A—G), 3. &rnek =30 (T-A)
mutasyonunu tasaimaktadir; 2. o6rnek ise normal kromozoma

sahiptir.

Sekil 17: IVS1-110 mutant primer’le yapilan ARMS calismasinin resmi. 1. kuyu negatif
(=), 2, 3, 4, 5, 6. kuyular pozitif (+) ®rnekler; 8. kuyu (-) Kontrol, 9. kuyu (+

Kontrol.
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Sekil 18: IVS1-6 mutant primer’le yapilan ARMS galismasinin resmi. 1. ve 13. kuyu
(+), Rl 5, G T MO 11 12, 14. kuyular (-) Ornekler; 15. kuyu (-)

Kontrol, 16. kuyu (+) Kontrol.
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$ekil 19: Cd 8 mutant primer’le yapilan ARMS galigmasinin resmi. 2, 3, 4, ve 5. kuyu
(#ye 1,56y 1, 8 9 10, 13, 12, 13. kuyular (=) ®rnekler; 14. kuyuda amplifikasyon

yok, 15. kuyu (=) Kontrol, 16, kuyu (+) Kontrol.
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Sekil 20: IVS2-1 mutant primer’le yapilan ARMS galigmasinin resmi. 5. kuyu (+), 1,
2, 3, 4, 6, 1, 8, 9. kuyular (-) drnekler; 10. kuyu (=) Kontrol, 11. kuyu (+)
Kontrol.

¢ 1 2 3 “ REG - 1 8 9- 10+

Sekil 21: IVS2-745 mutant primer’le yapilan ARMS galigmasinin resmi. 4 ve 5. kuyu
#)is Len 2y 3,950 Ty B kwynlar i) srnekler; 9. kuyu (-) Kontrol, 10. kuyu (+)
Kontrol.
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$ekil 22: Izmir‘den gelen B. ailesinde prenatal tani: IVS1-110 mutant ve normal

primer’le yapilan ARMS c¢alismasinin resmi. Ust b&Llum, "IVE1=110 (m) 1 (H.B.), 2
Yo 4 (CVS1 B.), wve 5./ (CVS; B.) kuyil (+), 6 kuyu' (=) Kentrol, 7.
Alt bolim, IVS1-110 (n) 1 (H.B.), 2 (E.B.), 3 ($.B.) kuyu (+), 4
(CVvSz B.) (-); 6. kuyu (-) Kontrol, 7. kuyu (+) Kontrol.
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$ekil 23: B geni 1. bdlgenin sekans resmi. 108 ve 109 no’lu primerlerle ssDNA
halinde PCR’la amplifiye edilen orneklerin 410 no’lu sekans primeri ile baz dizisi
belirlenmistir. 1. 6rnek -28 (A—G) mutasyonunu bir kromozomunda tasimakta, 3.

-30 (T—>A) mutasyonunu her iki kromozomunda tasimakta (okla isaretli), 2.
normal kromozoma sahiptir.

drnek
drnek ise
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5.TARTISMA ve SONUG

B Talasemiler Diinya'da oldugdu gibi tiilkemizde de yaygin
siklikta goérilen kalitsal hastaliklardir. Homozigot ya da g¢ifte
heterozigot tutulumda klinik bulgu vermeyen hafif anemiden geng
yasta olumle sonuglanabilen transfiizyona badimli adir anemiye
kadar deJisebilen klinik heterojineteye sahiptir. Otozomal
resesif gegisli olan bu hastalik grubunda asil neden B globin
geninde daha ¢ok nokta mutasyonlar sonucunda olusan
hasarlardir. Simdiye kadar 140'ain Uzerinde niikleotid yer
dedisimi, delesyonu ve insersiyonu sonucu olusan B gen mutasyon
tipi tanimlanmistir. Bu mutasyonlar P geni ilzerindeki yerlerine
gore gen ekspresyonunun g¢esitli asamalarini etkilemekte ve P
globin zincirinin olugumunu bozmaktadirlar. B globin zincir
sentezinin hi¢ olusmadigi mutasyonlar f° talasemi fenotipine

neden olurken sentezin az ya da hasarli olmasi PB* talasemi
fenotipine yol agar. ‘®1%19

B talasemik gen igin heterozigot tasiyici bireyler
morfolojik olarak anormal eritrositlere sahip olmalarina ragmen
klinik yakinmalari yoktur ancak bazi istisnalarin disinda iki
tane hasarli kromozoma sahip homozigot ya da ¢ifte heterozigot
bireyler igin mikrositik hemolitik bir anemi s6z konusudur.
Aneminin siddetini ise daha ¢ok tasinan mutasyon tipi
belirlemektedir. Etkilenmis kisiler klinik olarak orta siddette
seyreden Talasemi Intermediya ya da siddetli anemi ile
karakterize, sik kan transfiizyonuna gereksinim duyan Talasemi
Major fenotipine sahiptirler. Gilinumizde halen kesin tedavisi
mimkin olmayan bu hastalikta hasta kisiler oldukga pahali ve
riskli olan diizenli kan transflizyonu programina alinmakta,
viicutta birikerek ciddi komplikasyonlara neden olan demir
miktarini azaltmak amaciyla demir baglayica ajanlar
kullanilmakta ve erken yasta asiril biliyliyen dalak nedeniyle
olusan komplikasyonlari dnlemek igin splenektomi yapilmaktadir.

Bazi merkezlerde kemik ilidi transplantasyonu g¢ok iyi secilmis
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