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OZET

ANAMUR YORESININ B-TALASEMI MUTASYON TiPLENDIRILMESi

Talasemi; yasamn erken evrelerinde siddetli anemiye yol acan, bir ya daha
fazla globin zincirinin azalmasi ile karakterize bir grup kalitsal hastaliktir. Talasemi
1925 yihinda Detroit’li bir pediatrist olan Thomas Cooley’in bir Italyan ¢ocukta derin
anemi, splenomegali ve kemik deformiteleri ile karakterize bir sendromu
tanimlamasina kadar klinik bir hastalik olarak kabul edilmiyordu.

B-talasemiler azalmis ya da bozuk gen ekspresyonuna yol agan mutasyonlarin
sebep oldugu konjenital anemilerdir. Diinya iizerinde yaklasik 250 milyon tasiyic ile
B-talasemi morbidite ve mortalitenin baghca genetik sebebidir.

B-talasemi diger Akdeniz iilkelerinde oldugu gibi Tiirkiye’de de en sik goriilen
tek gen hastaligidir. Tiirkiye’nin ii¢ kitanin birlesimi {izerinde yerlesmis olmasi, Asya
ve Avrupa arasmda koprii gorevi yapmasi, farkll popiilasyonlarin gogiine neden
olmustur. Bundan dolayr etnik farkhlhk Akdeniz bolgesindeki iilkelere paralel
degildir ve bu durum Tiirkiye’deki B-talasemi mutasyonlarinin ¢ok sayida olmasinin
ana nedenidir.

Bu c¢alismada; Anamur bolgesinde talasemi tasiyicilarinin mutasyon tipleri
saptanmustir. Talasemi mutasyonlarimin tiplendirilmesinde ARMS yontemi
kullanilmis, TVS1-110°nun (%68,5) Anamur bélgesinde goriilen en sik mutasyon,
bunu azalan oranlarda, IVS2-745 (%11,1), -30 (%9,3), IVS1-6 (%3,7), IVS2-1 (%3,7),
Cd 8 (%1,9) ve Fsc 5 (%1,9)’in izledigi gosterilmigtir.

Anamur bbolgesinde B-talasemi mutasyon tipi saptanmis ve bolgenin talasemi
acisindan riskli oldugu gozlenmistir.

Anahtar Sozciikler: B-talasemi, ARMS, Prenatal tani.



ABSTRACT

B-THALASSEMIA MUTATION TYPES OF ANAMUR REGION

Thalassemia is a group of related inherited disorders characterized by the
reduced synthesis of one or more globin chains leading to severe anemia early in life.
Thalassemia was not recognized as a clinical entity until 1925, when Thomas Cooley,
a Detroit pediatrician, described a syndrome among children of Italian descent
characterized by profound anemia, splenomegaly, and bony deformities.

B-thalassemias are congenital anemias caused by mutations that reduce or
abolish B-globin gene expression. With an estimated 250 million carriers worldwide
p-thalassemia is a major genetic cause of morbidity and mortality.

B-thalassemia is one of the most common genetic disorders in Turkey as it is
several other Mediterranean countries. Consistent with the history of Turkey, which
is situated at the meeting point of three continents and stands as a crossroad between
Asia and Europe, the country has attracted migrations of different populations; thus
it has etnic diversity unparalleled in any country of the Mediterranean region. This
admixture is the probable cause of the large number of B-thalassemia mutations
observed in Turkey.

In this study; we investigated thalassemia mutations of -thalassemia carriers
in Anamur region. ARMS method was used for characterization of molecular
mutations types. The IVS1-110 (68,5%) mutation is the most common (-thalassemia
defect in Anamur region, decreasing order by 1VS2-745 (11,1%), -30 (9,3%), IVS1-6
(3,7%), IVS2-1 (3,7%), Cd 8 (1,9%) and Fsc 5 (1,9%) mutations.

We conclude that B-thalassemia mutations exist in Anamur region and f-
thalassemia is a potential risk in same region. '

Key Words: p-thalassemia, ARMS, Prenatal Diagnosis.
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1. GiRIS ve AMAC

Talasemiler; genetik olarak hemoglobin sentezindeki bir bozukluk nedeni ile
hipokrom, mikrositer, hemolitik anemiye sebep olan otozomal resesif hastaliklardir. Tk
kez; 1925 yilinda Detroitli pediastrist Dr. Thomas Cooley ve Pearl Lee tarafindan
siddetli anemisi, dalak biiyiikliigii ve karakteristik kemik degisiklikleri olan bir ¢ocuk
hastada tanimlanmustir’. Onceleri sadece Akdeniz iilkelerinde yaygin oldugu
sanilldifindan adi Yunanca “Thalas” Akdeniz sozciigiinden gelmektedir. Ancak
giiniimiizde; Kuzey Afrika, Ortadogu, Hindistan, Cin, Giineydogu Asya gibi malaryanin
sik oldugu iilkelerde, Avrupa ve Amerika’da bulundugu bilinmektedir®® (Sekil 1.1).

Sekil 1.1. Diinya iizerindeki talasemi dagilimi (sar1 ile isaretli alanlar) ol

Talaseminin diinya iizerindeki en yaygin genetik hastalik oldugu kabul edilir®,
Diinya Saglik Orgiitii’niin yayinlarina gore, diinyada talasemi ve anormal hemoglobin
siklip1 %5,1°dir ve yaklasik 266 milyon tasiyict vardir. Her yil diinyada 144 milyon
bebek dogmakta, dogan bebeklerin %6,5’i, yani 9.285.000’u tasiyici olarak diinyaya
gelmektedir. Ayrica her yil yaklasik 300.000 hasta ¢ocuk diinyaya gelmektedir’. Diinya
niifusunun %4,5’i ise P-talasemi taslylcmdus,

Talasemi, hemoglobinin globin zincirlerinden bir ya da bir kaginin sentezinde

azalma veya hi¢ sentez edilememesi ile karekterize olan bir hastaliktir. B-talasemi



Tiirkiye’nin de iizerinde bulundugu Akdeniz iilkelerinden baglayarak, Ortadogu,
Hindistan ve Giineydogu Asya’ya kadar uzanan ve Diinya Talasemi Kusagi olarak
adlandirilan genis bir bolgede degisik oranlarda goriilmektedir’.

B-talasemi ozellikle Italya ve Yunanistan’da olduk¢a yaygindir. ftalya’da Po
Nehri deltasinda talasemi tasiyicilik oranm1 %20, Sicilya’da %10 ve Sardinya’da %]11-
34tiir'®. Kibris’ta talasemi tastyiciigi %15 civarindadir. Akdeniz bolgesinde, batiya
dogru gidildikce talasemi insidansi diismeye baslar. Ispanya’da Bask bolgesinde %3,5,
Yugoslavya’da %4,7°dir. Bulgaristan’da hastalik her bolgede goriiliirse de giineyde
daha siktir ve tastyict orant %30’a ulasmaktadir. Bulgaristan’in kuzeydogusunda ise
talasemi tastyictligi %0,5-2,1 arasinda degismektedir. Ayrica Azerbaycan’da %6,3-7,8,
Ozbekistan’da %0,2-15 ve Dagistan’da %3,2-16,8 arasinda gérﬁlmektedir7.

Tiirkiye’de en 6nemli saglk probleminden biri olan B-talasemi ile ilgili ilk
galigmalar Prof. Dr. Muzaffer Aksoy tarafindan baglatilmustir. Ulkemizde ilk tarama
calismast da Cavdar ve Arcasoy tarafindan yapilmis olup Tiirkiye insidansinin %2,1
(1.300.000 tastyici birey) oldugu bildirilmistir. Fakat bazi bolgelerde daha yogun olarak
bulundugu (%0,6-12) bilinmektedir’ (Sekil 1.2). T.C. Saglik Bakanligi kayitlarina gore
Tiirkiye’de yaklasik olarak 4000 B-talasemi hastasi bulunmaktadir'".

Antalya % 12,0 _ Mugla%89

Dogu Anadolu
% 0,6

Van % 2,6—- Antakya % 7,6
Denizli % 3,0

[ Mersin % 3,7
Konya % 3,0

'@ Mugla B Antakya O Adana O Mersin iﬁny'@:pqni@i_l Van O Dogu Anadolu M Antalya |

Sekil 1.2. Tiirkiye’de B-talasemi dagihm''



Daha sonraki galigmalarda B-talasemi mutasyon tipleri molekiiler diizeyde
saptanmis ve bugiine kadar iilkemizde 30°dan fazla mutasyon tipi bulunmustur. Bu
mutasyonlarin tiirii ve siklig1 bdlgeden bolgeye farkliliklar gostermektedir.

Heterozigotlarin taramalarla belirlenmesi ve prenatal tani ile, basta Kuzey Kibris
Tirk Cumhuriyeti, Giiney Kibris, Yunanistan ve talya’da olmak iizere Akdeniz
iilkelerinde talasemi sorunu biiyiik dlgiide ¢oziilmiistiir.

Tirkiye’de de yapilan tarama galigmalar1 ve buna ek olarak kayitli hasta sayis
dikkate alindiginda B-talaseminin ulusal bir saglik sorunu oldugu gériilmektedir. Bu
nedenle, 30.12.1993 Tarih ve 21804 sayili Resmi Gazete’de 3960 sayili Kalitsal Kan
Hastaliklar1 ile Miicadele Kanunu ¢ikmis ve bu gergevede, 5 ana iiniteden olusmasi
planlanan Kalitsal Kan Hastaliklar1 Arastirma ve Tedavi Merkezleri kurulmasina karar
verilmisgtir.

Bu tez galismasinda da talasemi agisindan daha once herhangi bir galisma
yapilmamis olan Igel’e bagli Anamur ilgesinde mutasyon tipleri belirlenerek riskli

giftlere prenatal tanida yardimer olmak amaglanmustir.



2. GENEL BIiLGI

B-talasemi otozomal resesif gegis gosteren genetik hastaliklar arasinda diinyada
en yaygin olanidir. Akdeniz ilkeleri, Ortadogu, Afrika ve Giineydogu Asya basta olmak
tizere, gogler ve kitlesel etkilesimler nedeniyle diinyanin her yerinde yaygm olarak
gozlenmektedir. Talasemi kusaginda bulunan iilkemizde de hastaliga her bélgede
rastlanabilmektedir. B-talasemi tasiyic1 sikligi yorelere gore degismekle birlikte Tiirkiye

ortalamasi %2,1 olarak bildirilmigtir>'>!5.

Talasemi eritrositler igerisindeki hemoglobin molekiiliinti olusturan globin
zincirlerinden birinin ya da daha fazlasmin yapilamamasi veya yetersiz yapimi ile

ortaya ¢ikan anemidir'®"7.

2.1. Anamur’un Tarihi ve Cografi Ozellikleri

Akdeniz bolgesinde bulunan Anamur ilgesi doguda Bozyazi, batida Antalya iline
bagl Gazipasa, kuzeyde Karaman iline bagli Ermenek ilgesi, giineyde Akdeniz ile
gevrilidir. Ilge merkezi Mersin'e 230 km., Antalya'ya 265 km., Karaman'a 230 km.,
Kibris'a 40 Mil (76 km) uzaklikta olup, Mersin-Antalya Devlet Karayolu iizerinde
kurulmus, yiizélgtimii 1241 km?’dir. Cam ormanlanyla 6rtiilii daglarla ¢evrili, 18
km’lik kumul sahiliyle Akdeniz’le kucaklasan, Sultan suyu ve Dragon gaylarinin
suladigi verimli bir ovada kurulmus olan Anamur kentinin Antik dénemlerdeki ad:
Anamerium’dur. Anamur M.O. 8.yy’da Asurlularin eline gegmis, daha sonra Roma
Imparatoru Calicula tarafindan Kommagene Krali IV. Antiochos’a verilmistir. M.S. 395
yilinda ise Bizans donemi baglamustir. M.S. 8.yy’da Arap ve Bizanshlar arasinda el
degistiren kent 11. ve 12.yy’larda énce Selguklularin, daha sonra Karamanogullari’nin

egemenliginde kalmugtir. 15. yy.’in ikinci yarisinda ise Osmanli’lara baglanmistir.

Cografi konumu itibariyle, Tiirkiye’nin en giineyinde bulunmasi ve ikliminin
¢ok uygun olmasi nedeniyle tarim alaninda, dzellikle seracilik, muz, ¢ilek ve yer fistigt

{iretiminde Tiirkiye’de iin kazanmugtir'®,



2.2. Hemoglobin'in Yapisal Ozellikleri

Hemoglobin, kirmizi kan hiicrelerinin oksijen tastyan proteinidir (Sekil 2.1).
Eritrositin yaklagik %30 unu igerir. Kirmizi hiicrelerin 1 ml’si oksijen gazinin yaklasik
0,5 ml’sini tutar. Eritrositler akcigerlerden gecerken hemoglobin molekiilii oksijeni

baglar, kirmizi hiicre dokularin kapillerine eristifinde ise yiikiinii bosaltir.

Hemoglobinin oksijen baglama &zellikleri ¢ogu dokularda hakim olan nispeten yiiksek
19,20

oksijen geriliminde dahi kendi oksijenini bosaltabilme seklindedir

Sekil 2.1. Eritrositin yapis®!

Hemoglobin (Hb) globin ve hem’den olusan 64400 dalton agirliginda tetramer
bir yapidir. 1ki gift 6zdes olmayan polipeptid zinciri ve dort molekiil hem'den oiusur.
Globiiler hemoglobin molekiiliiniin kompleks yapisindaki hem molekiilii tiim insan
hemoglobin tiplerinde aynidir ve hidrofobik bir ortam olusturan hem cepleri igerisinde
yerlesmistir. Oksijenin kanda taginmasi O,’nin hemoglobinle reversibil kombinasyonlar

yapmastyla saglamr22 (Sekil 2.2)



Sekil 2.2. Hemoglobin A’nin yapisi®®.

Hemoglobin prostetik grup olarak hem adinda bir siklik tetrahidropirole sahiptir
ve bu grup, proteinlerin kirmizi renginden sorumludur. Tetrapiroller, diizeysel bir
halkada, dort o--metenil kopriileri ile birbirine baglanmuis 4 pirol molekiiliinden meydana

gelirler (Sekil 2.3)".

o
X | — R
NH-Fe-HN
X I -

Sekil 2.3. Hem molekiilii*!



2.3. Hemoglobin Tipleri

Hemoglobini oksijen transportu i¢in kullanan biitiin canlilar gelismelerinin erken

ve geg safhalarinda farkli hemoglobin tiirlerine sahiptirler. Insanlarda iki gen kiimesi

geligim sirasinda hemoglobinlerin sentezini yonetir; embriyonik ¢ geni ve iki yetiskin a

genini igeren a lokusu ile &, Gy, Ay, 8 ve B genlerini iceren B lokusu?*.

Erigkin hemoglobininin yaklasik %97sini majér hemoglobin olan HbA (a,f,),

geri kalanlar ise mindr erigkin hemoglobini HbA, (.8;) ve fetal hemoglobin olan HbF

(a272) olugturur

17,25-28

a zinciri 141 aminoasit, B ve diger insan hemoglobinlerinden HbA, ve HbF‘in

yapisina giren § ve y zincirleri ise 146 aminoasit icermektedir. Embriyonik gelisimde

tanimlanan hemoglobinler Hb Gower I ((¢:), Hb Gower II (1:g;) ile hemoglobin

Portland I ({y2) ve hemoglobin Portland II (§p,)’dir®2?7**(Cizelge 2.1).

Cizelge 2.1. Hemoglobin tipleri™.

Isim Donem Formiil | Eriskin degeri Fetusta Yapim Zaman

Hb Gower I Embriyonik Hb s = [lk 3 ayda

Hb Gower Il | Embriyonik Hb o6, - Ilk 3 ayda

Hb Portland I | Embriyonik Hb CaYs x 1lk 3 aydan sonra ve kordon

kaninda

Hb Portland II | Embriyonik Hb CqB, Hb H ve talasemi Ilk 3 aydan sonra
tastyicilarinda az miktarda

HbF Fetal Hb sy %1°den az Intrauterin 10-12. haftada

Hb A Erigkin Hb o,B, %96 3. trimesterde

Hb A, Eriskin Hb 58, %2,5-3,5 6-8. haftada yapim baglar

2.4. Hemoglobin Sentezi

Ontojeniteleri sirasinda insan kirmizi kan hiicreleri farkhi o ve B benzeri globin

genleri eksprese eder. Bu fenomen “hemoglobin switching™ olarak bilinir ve iki farkli

gelisimsel basamakta ortaya ¢ikar; (i) gestasyonun ilk evrelerinde meydana gelen o ve B




gen kiimelerinin ikisinde birden ekspresyonal defisim gerektiren embriyonik—fetal
globin déniistimii ve (ii) dogum esnasinda sadece B gen kiimesinde meydana gelen
fetal->yetiskin doniisimii seklindedir®**®. e—y ve y—B globin gen ekspresyonunda
doniistim yalniz transkripsiyonel diizeyde kontrol edilir. a—{ déniisiimiinde ise her ne
kadar post-transkripsiyonel mekanizmalar rol oynasa da transkripsiyonel diizeyde de
kontrol edilir. Insan digindaki pekgok tiirde, erken gelisim sirasinda ortaya ¢ikan sadece
bir tane embriyonikten son globin ekspresyonuna doniigiim vardir. Fetal periyod
siiresince y geninin ekspresyonu, yaklagik 35-55 milyon yil énce, primatlarin evrimi
strasinda yer alan oldukga yeni bir olaydir®.

Memelilerin ¢ok erken gelisim basamaklari sirasinda eritroid farklilagmasi ¢ok
fazla anlagilamamistir, ama primitif eritroblastlarda embriyonik o ve B benzeri globin
genlerinin aktivasyonunu gerektiren embriyonik yumurta kesesinin kan adaciklarinda
bagladigia inamilir. Insanlarda bu hemoglobin déniisiimii gestasyonun bes ya da altinci
haftalari sirasinda meydana gelir. Boylece, embriyonik globin genleri insan gelisiminin
¢ok erken bir safhasinda aktive edilir ve tekrar kapanmadan &énce sadece birkag
haftaligina eksprese edilir. Fetal eritropoez perinatal periyoda kadar hakimdir,
eritropoez tekrar degisime basladiginda kemik ilifi ve globin gen ekspresyonunun
yetiskin modelinin ¢atis1 kurulur. Insan globin genlerinin embriyonik degisimi Sekil

2.4°de bzetlenmistir (Sekil 2.4).

Embriyonik
yumurta
kesesi Fetal karacﬁer. Yetiskin kemik iligi
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Sekil 2.4. insan globin genleri arasindaki zamana dair iligki*®



Gebeligin erken devrelerinde Hb Portland I ((y2), Hb Portland I (28,), Hb
Gower I (L) ve Hb Gower II (upe;), dominant tespit edilen embriyonik
hemoglobinlerdir. Ancak, ¢ok az miktarlarda HbF ve HbA da vardir. Gebeligin 10-11.
haftalarinda eritropoezin karaciger ve dalakta baglamasi ile embriyonik Hb'ler azalarak
kaybolur ve HbF (uzy;) yapimi baglar. HbF'nin gama zincirinin 136. pozisyonunda
Alanin igeriyorsa A, veya Glisin igeriyorsa G, olmak iizere iki farkli gama zinciri vardir.

Gy/Ay orani dogumdan 6nce 3/ iken dogumdan sonra 2/3'e iner (Sekil 2.5)*72%30:31,

e LCR
HS bilgesi s 53 27

[ ils o

yuwmurta kesesi fetal karaciger kemik ilizi

i ]
Evreye 0zgil embriyo / fetus yetiskin
regiilatrler

Sekil 2.5. Insan B-globin lokusunun organizasyonu*’

2.4.1. Globin Genlerinin Gelisimsel Kontrolii

Hemoglobin zincirleri iki ayr1 kromozomdaki iki ayri gen kiimesi tarafindan
sentez edilmektedir. o benzeri genler 16. kromozomun kisa kolunda, B benzeri gen
kiimesi ise 11. kromozomun kisa kolunda yer almaktadir. Alfa gen kiimesinde teta, o,
a, psddo o, psddo zeta ve zeta geni vardir. B gen kiimesi 5' bolgesinden itibaren bir
adet embriyonik epsilon, G, A, genleri, psddobeta, delta ve beta genlerini igerir® (Sekil

2.6).



g gen kiimesi
5! <& Gy Ay whl 8 B 3"

s . pseudogen
a gen kumesi / /
—

Sekil 2.6. insan hemoglobinlerinin genetik yapisi®™.

Globin genlerinin gelisimsel kontrolii globin genleri ve asil diizenleyici element,
lokusun 5’ bolgesinde yerlesmis bulunan LCR (Locus Control Region) arasindaki
kompleks etkilesimler sayesinde kurulur. LCR; globin genlerinin pozisyondan bagimsiz

ekspresyonu i¢in yiiksek seviyede gereken B lokus kromatin domainini aktive eder?,

2.4.1.1. Locus Control Region (LCR)

LCR; bir dokunun herbir hiicresinde ekspresyonun yiiksek seviyelerde ilerlemesi
icin birlikte davranir gibi goziiken DNAse hipersensitiv bolgeler (HS) olarak bilinen
kiimelerden olusur”. LCR ilk olarak memelilerde B-globin lokusu ile ilgili yaygin

incelemeler sirasinda tammlann‘ugur”"35

. P-globin LCR’si bir grup gelisimsel olarak
sabit, 5° ugtan embriyonik € genine kadar olan bolgede yerlesmis bulunan eritroid-
spesifik HS’ler igerir. Bu element yaklasik 16 kb uzunlugundadir ve dort tanesi eritroid-
lineage spesifik olan bes adet DNAse I hipersensitiv bolge iqerir24'30‘34'38. LCR iizerinde

sonradan tanimlanmis 2 adet daha hipersensitiv bolge yer alr22832 (Sekil 2.7).

5 . 543121 FHSI
omemiem W v 22
—————————— -
“iis
Hispanik delesyon

Sekil 2.7. B-globin geni ve LCR*



2.4.1.1.1. LCR’nin Ozellikleri

LCR’ler fenotipik olarak baglica ii¢ 6zelligi ile karakterize olan gliclii genetik
regiilator elementlerdir®®. 1) Bagli olduklari genlerde dokuya 6zgii ve fizyolojik
seviyelerdeki ekspresyonu saglarlar, 2) ftranskripsiyonu kopya sayisina bagimli,
pozisyondan bagimsiz bigimde aktive ederler, 3) DNA replikasyon zamani ile baglama
noktasina karar verirler®>>°,

LCR’ler promotorlar ile klasik enhancer’lar ve kromozomal insulatérlerden
farkly, yeni elementlerdir. Gergekte her iki fonksiyonu da igerirler’®,

LCR’ler vyiiksek seviyede enhancer aktivitesine sahiptirler’>*>2®., LCR’nin
enhancer aktivitesi 5°HS2, 3 ve 4’de bulunur, 5’HS1 ve 5°de yoktur3°’3’5’36’3 8 5°’HS 2 ve
3 LCR’nin maj6ér enhancer aktiviteye sahip elemanlar1 gibi goziikiir. LCR
mikrolokusunda herhangi birinin delesyonu transgenik farelerdeki B geninde globin gen
ekspresyonunda %50’ye varan azalmalara neden olur. RNA analizleri sonucu HS2’nin
3°den daha kuvvetli promotor aktivitesine sahip oldugu gosterilmistir’®. 5’HS3 ve
4’deki aktivite sadece kromatine entegre olduklarinda ortaya ¢ikar’>~°. 5°’HS5 kromatin
insulatdrii olarak fonksiyon goriir>. 5°HS1’in fonksiyonu ise tamimlanmayi
beklemektedir®*®. Gegmis caligmalar 5°HS5 ve yeni tammlanan 5°HS6’daki
delesyonlarin globin gen ekspresyonu tlizerine major etkilerinin olmadigim
gostermistir’®.

LCR’nin delesyonu sadece globin gen ekspresyonu tizerine degil, aym: zamanda
kromatin yapis: ve biitiin lokus boyunca replikasyon zamanina da etki eder®.

LCR’nin yoklugunda B-globin lokusunun transkripsiyonu tamamen ortadan
kalkar’®.

2.4.1.1.2. LCR’nin Calisma Modeli

LCR fonksiyonlarmma dair doért model onerilmistir; looping, tracking,
kolaylastirilmug tracking ve linking modelleri (Sekil 2.8). Eldeki veriler herhangi birini
giiclii bir bigimde desteklemedigi gibi disarida da birakmaz®’.

Looping modeli uygun konformasyonda holokompleksi zorlayan core-flanking
sekanslar ve transkripsiyon faktorlerini baglayan aktif bolge olusturan HS i¢ elementleri
ile holokompleks olugturmak i¢in LCR’nin 5’HS’sinin katlandigim &ne siirer. Bu yap1
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fiziksel olarak ilmeklenir, boylece LCR uygun promotora yaklagir (Sekil 2.9)%35-3%,

Pekgok veri looping modelini desteklemektedir®®>>%,

Holokompleks fikrini destekleyen kanitlar gelisim sathasina dayanan iki ya da
daha fazla promotor arasinda takla atabilen ve bir tek gen promotoruna aym anda
LCR’nin etki ettigini gdstermektedir. Bu modelde, LCR holokompleksi genden gene
hareket etmekte 6zgiirdiir.

Tracking ya da scanning modelinde eritroid-spesifik ve mevcut transkripsiyon
faktorleri ve kofaktdrleri LCR sekansindaki taninan sekanslara baglanir, lokusun DNA
heliksi boyunca ¢izgisel olarak gb¢ eden ya da lokusu takip eden bir aktivasyon
kompleksi olusturur. Bu transkripsiyon kompleksi gelisimsel sathaya gére dogru
promotorda yerlesmis bulunan bazal transkripsiyon makinesi ile karsi karsiya
geldiginde biitlin transkripsiyonel takim bir araya gelir ve bu genin transkripsiyonu
baglatilir. Eger bu model gegerli ise bazt anormal transkriptlerin lokus boyunca kriptik
baslangi¢ yerlerinden kalktif1 beklenebilir. Gergekte transkriptler eritroid hiicrelerdeki
interjenik bolgelerde ve LCR i¢inde kesfedilirler. Bununla birlikte bu transkriptler
nukleusa 6zgiidiirler, stoplazmada bulunmazlar. Olgun mRNA ile igleme girmedikleri
6ne siirilir>>,

Kolaylastirilmig tracking modeli goriiniiste looping ve tracking modellerini
birlestiren bir modeldir. Bir LCR baglayan transkripsiyon faktérii ve kofaktor
kompleksi, transkripsiyon faktér kompleksi serbest kaldiginda promotor-distal
bolgedeki DNA’yla temas etmek igin ilmeklenir. Sonra bu kompleks bagli proteinlere
bagli uygun promotor ile karst karsiya gelene kadar kromatin boyunca kiigiik
basamaklarla ilerler. Sabit bir ilmek yapis olusturularak gen ekspresyonu ilerler®>>°.

Linking modeline gore, kromozomdaki kolaylastiric1 proteinler domainin
transkribe olmasi igin tamimlayic1 lokusa baglamr ve evreye 6zgii transkripsiyon
faktorlerinin baglanmasina aracilik ederler. Non-DNA baglayan kolaylastiric: profeinler
LCR’den transkribe olan globin genine kadar, siirekli bir protein zinciri olustururlar,

zincirlenen proteinler transkripsiyonel olarak genden gene baglanirlar®.
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Globin geni yesil dikdortgen kutu ile gosterilmis, promotor bolge ise
acik yesil ile isaretlenmistir. Transkripsiyon faktorleri renkli daireler ile,
4 eritroid-spesifik hipersensitiv bolge (HSs) kiigiik kirmizi kutularla
gosterilmigtir. Mavi kutular 5°’HSS ve 3’HS1’in yerleridir, insulatfr
elementleri simgelerler. HS’lerin yanindaki DNA sekanslart igleri
arasinda ilmekler seklinde cizilmistir. Transkriptler dalgali oklarla
gosterilmistir. (A) Looping Modeli. Transkripsiyon faktorleri LCR
HS’leri ve gen promotorlarina baglanir. LCR arada bulunan DNA’dan
ilmek yapan gen promotoru ile direkt etkilesir, boOylece gen
promotorunda aktif transkripsiyon kompleksi olusur. (B). Tracking
Modeli. Sekans-spesifik transkripsiyon faktorleri LCR’ye baglanir,
DNA sekansini izleyerek bulan bir kompleks olusturur. Bu kompleks
biiyiik siyah ok baghf ile gosterilmigti. Karsi karsiya gelen
transkripsiyon faktdrleri uygun gen promotoruna baglanana kadar
yiiksek seviyede gen ekspresyonu baglatilir. (C) Kolaylagtirilmg
Tracking Modeli. Goriiniigte tracking ve looping modellerinin birlegimi
gibidir. Sekans-spesifik transkripsiyon faktorleri LCR’ye baglanur,
ilmeklenir, sonra gen promotoruna proksimal bagli transkripsiyon
faktorlerinin birakilmasi gergeklesir, bunu tracking izler, uygun gen
promotoruna bagl transkripsiyon faktorleri karg1 karsiya gelene kadar
islem devam eder. (D) Linking Modeli. DNA boyunca olan
transkripsiyon  faktdrlerinin  sekansa  baglanmasi  kromatin
konformasyonunda degisikliklere neden olur ve transkripsiyonel
domaini sekillendirir. Transkripsiyon faktorleri non-DNA baglayan
proteinler ve kromatin modifiye edicileri ile (kiiglik renkli daireler ile
gosterilmistir) LCR’den gen promotoruna baglanirlar®.

Sekil 2.8. LCR’nin ¢alisma modelleri®

Sekil 2.9. LCR Holokompleksi>®
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2.4.1.1.3. Eritroid Lineage Spesifik Transkripsiyon Faktérleri

2.4.1.1.3.1. GATA-1

Ik olarak tanimlanan ve klonlanan eritroid spesifik transkripsiyon faktorii “zinc
finger” proteini GATA-1'dir. Uzerinde fikir birligine varlan GATA tanima motifi
(T/A)GATA(A/G), incelenen biitiin eritroid spesifik genlerin promotor bolgelerinde
bulunan bir cis-regiilatér elementtir. LCR’nin aktif HS bolgelerinde de yer alir.

Omurgalilarda tanimlanmis alti GATA tiyesi vardir’’. & geninin bastirilmas1 GATA-1%in

over-ekspresyonu ile bagarilir®*,

2.4.1.1.3.2. Niikleer Faktor-Eritroid 2 (NF-E2)

NF-E2 LCR’de AP-1 benzeri bolgeleri baglayan basit bir 16sin fermuar
proteindir’®. 5’HS2’ye baglanan NF-E2 seviyesi ile globin gen ekspresyonu yakin
paralellik gdsterir>. GATA-1 ve NF-E2 serbest kromatin yapisint stabilize ederek glicli
HS yapisinin olusumunu saglar®®, Sekil 2.10°da HS2 ve HS3 igindeki transkripsiyon

faktrleri gosterilmektedir®,

GATA-t  (EKLF) GATA GATA- GATAA

Sekil 2.10. HS2 ve HS3 igerisindeki transkripsiyon faktdrleri. a HS2’yi, b HS3'@
simgelemektedir®®.

2.4.1.1.3.3. Eritroid Kruppel-like Faktor (EKLF)
EKLF olarak adlandirilan ve eritroid hiicrelerde bol bulunan niikleeer protein,
globin gen promotoru iizerinde yer alan CACCC motifini baglar ve B-globin lokus

regiilasyonunda major transkripsiyon faktorii olarak gosterilir’®’*®4%4!  pek cok
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transkripsiyon faktorii gibi bir fosfo protein olan insan EKLF’si ilk olarak kemik iligi
cDNA kiitliphanesinden klonlanmig olup sigan EKLF’si ile homoloji gosterir (Sekil
2.11). Insan EKLF’si 362 aminoasitlik bir proteini sifreler ve 19. kromozomun kisa
kolunda 19p13 lokalizasyonunda yer alu®'. Biitiin insan B-globin -genleri promotor
bolgelerinde potansiyel EKLF baglayan bolgeyi igerirler’®. Mast hiicrelerinde disiik
seviyelerde éksprése edilirler. Yetigkin B-globin genini fetal B benzeri globin geninden
(v) ¢ok daha fazla aktive ederler’®. EKLF y—)B dontisimii sirasinda B-globin genine
kompetetif bir avantaj saglar’. EKLF’nin yoklugunda DNAse I HS B-globin
promotorunda ve de LCR’de olugmadigindan yiiksek y globin seviyelerinin devami
sebebiyle y—>B doniigimii aksayacaktir. EKLF geninin inaktivasyonu farelerde p-

talasemiye yol agar’’.

Prolin zengin bdlge

1]9 $

Sican t
T, GED DNA baglanmasi
Aktivasyon
1
Insan |
[ .
Tyfi00

Sekil 2.11. Insan ve sigan EKLF’leri*!

2.4.1.1.3.4. TAL1/SCL ve RBTN2

TALI1/SCL ve RBTN2 onkogenleri ilk olarak kendi kromozomal translokasyon
kaynaklarinda ve daha sonra da baz1 T hiicre 16semilerinde ektopik aktivasyon sirasinda
tammlanmiglardir. Her ikisinin de normal eritroid geligimi igin gerekli oldugu
gOsterilmis olup, ad1 gegen hiicrelere fiziksel olarak etki ettikleri anlagilmigtir. Yapisal
olarak aralarinda bir baglant1 yoktur; TAL1 transkripsiyon faktér ailesinin temel heliks-
loop-heliks kismina aittir, buna karsiik RBTN2 sisteince zengin bir “zinc finger”
benzeri domain ihtiva eder. RBTN2’nin sadece TAL1 ile degil, aymi zamanda GATA-1
ile de etkilestigi ortaya konmugtur®.
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2.4.1.1.3.5. Niikleer Faktor-Eritroid 4 (NF-E4)
Eritroid ve evreye Ozgli bir protein olan NF-E4 yeni tamimlanmis bir
transkripsiyon faktdriidiir'®’. Fonksiyon gosterirken GATA-1 ile birlikte hareket eder

ve transkripsiyonu aktive eder. NF-E4 igeren gen heniiz klonlanamamstir®’.

2.4.1.14. Eritroid Hiicrelerde Yaygmn Olarak Eksprese Edilen
Transkripsiyon Faktorleri

2.4.1.14.1. GATA-2

Akrabast olan GATA-1’in aksine GATA-2 proteini erken eritroid
progenitorlerinde gereklidir. GATA-1’in yoklugunda tamamen represe edilir. GATA-
2’nin GATA-1 tarafindan negatif olarak regiile edildigi diistiniilmektedir®®.

2.4.1.1.4.2. Yin Yang-1 (YY1)

YY1 GLI-Kruppel protein ailesinin bir iiyesidir. Bu bifonksiyonel protein
promotor kontektine dayanarak transkripsiyonu represe ya da aktive eder. Insan
embriyonik ve fetal B-benzeri globin genleri € ve y’min YY1 baglayan niikleer
proteinlere sahip olduklari ispatlanmigtir. & globin geni igindeki YY1 baglayan
bolgelerdeki mutasyonlar eksiksiz olarak eritroid hiicrelerdeki durdurma ile

etkilesirler™.

2.5. B-Talasemiler

B-talasemideki molekiiler bozukluk B zincir yapiminin azhi: ya da yoklugudur.
P globin sentezinin azalmas B*—talasemiye, yoklugu ise B’-talasemiye yol agar. o
globin/non a globin oraninda olugan bu dengesizlik talaseminin giddetinin tayininde en
6nemHl faktordiir®. Molekiiler ¢alismalar ile simdiye kadar 200°{in tizerinde talasemi
alleli bulunmustur. Bu mutasyonlarn tipleri Cizelge 2.2°de gosterilmistir®. B zincir
sentezindeki yetersizlige kars1 a zincir sentezinde stabil olmayan artig gézlenir. Artan a

zincir ise kirmuz1 hiicrelerde birikerek inkliizyon cisimlerinin olusmasina neden olur*,
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Cizelge 2.2, p-talaseminin molekiiler patolojisi®®

B’ veya p*-talasemi

Dominant p-talasemi .
talasemi

Normal HbA, diizeyli -

Intron/ekson baglantisi

Gen delesyonlarr Tek.baz degisir.r'li”aslrl B-talas.emi + d-talasemi, Splice site konsensus
stabil olmayan iiriinler cis veya trans __ sekanslari
Promotor bdlge Kodon delesyonlari Sessiz talasemi Ekson?a ki kriptik
mutasyonlari bolgeler
. Ekson 3’te erken Bazi promotor bolge Introndaki kriptik
CAP site -
sonlanma mutasyonlari bdlgeler
5' untranslated Frameshift uzamis, . . .
bolge stabil olmayan iirlinler CAP+1 Poli(A) sinyali
CAP + 33 B globin mRNA’nin
translasyonu
5' ucu kopyalanmayan i ..
bdlgeler Inisiasyon
IVS 11 844 (C—G) splice Nonsense
mutasyonu
Kodon + 6°da sonlanma Frameshift
Stabil olmayan

B globin zincirleri

2.5.1. p-talasemik mutasyon tipleri

B globin geninde B-talasemiye neden olan yaklasik 200’e yakin mutasyon

bildirilmistir. Bunlarin ¢gogunu 6ncelikle B-talasemideki nokta mutasyonlar1 ve daha az

siklikla delesyonlar gseklindedir.

Nokta mutasyonlart RNA transkripsiyonunun

baglamasimi, RNA islemlenmesini ve RNA stabilitesini 6nleyerek globin sentezini

etkilemektedir. Buna karsin frameshift veya zincir mutasyonlan translasyonu bloke

ederek globin zincir sentezini engeller43. Farkli etnik koékenlere 6zgii B-talasemik

mutasyon tiplerinin dagilimi Cizelge 2.3°te gbsterilmektedir.
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Cizelge 2.3 Farkli etnik kékenlere 8zgii B-talasemik mutasyon tipleri*,

Mutasyon | Tip | EmikGrup | Mutasyon | Tip | EtmikGrup
A. Transkipsiyonel Mutasyonlar (n=22)
+ | Tiirkler, Bulgarlar, + ;
-101, Cf>T B italyanlar -31,A>C B Italyanlar
-92,C->T | B Akdenizliler 31, A>G B Japonlar
. . e + Tiirkler, Bulgarlar,
-90, C->T B Portekizliler 30, T->A B Makedonlar
-88,C>A | B’ Kiirtler -30, T->C B* Cinliler
¥ . . + Amerikal1 zenciler,
-88, C->T B Zenci popiilasyon -29, A->G B Cinliler
-87,C->A | PB° | Amerikali zenciler | -28, A->C B* Kiirtler
-87, C->G B* Akdenizliler -28, A->G B Cinliler
+ Almanlar, +
-87, C->T B italyanlar +10, -T B Yunanlilar
+ . + Tiirkler, Bulgarlar,
-86, C>A B Italyanlar +22, G->A § italyanlar
-86, C->G B" | Liibnanlilar, Thai +33. C->G B* Kibrisli Yunanlar
32,C>A | B Tayvanllar | 742 €0 a0 g Cinliler
Mutasyon | Tip | Etnik Grup

B-a. RNA Islemlenmesi ile Ilgili Mutasyonlar: Sphce Kavsagindaki Mutasyonlar

IVS-I (-3), C->T (codon 29; Gly->Gly) B" | Liibnanhlar
IVS-I (-2), A->G (codon 30; Arg->Gly) B° | Ispanyol Museviler
IVS-I (-1), G->A (codon 30; Arg->Lys) B° | Bulgarlar
o | Amerikal1 zenciler, Tunuslular,
IVS-I (-1), G->C (codon 30; Arg->Thr) B BAE, Hintliler
IVS-I-1, G->A B° | Akdenizliler, Asya Hintlileri
IVS-I-1, G->T B° | Asya Hintlileri
IVS-II-1, G->A go Akdenizliler, Amerikali zenciler,
Tunuslular
IVS-1I-1, G->C B° | Iranhlar
IVS-I-2, T->A B° | Cezayirliler ,
IVS-1-2, T->C B° | Amerikali zenciler
IVS-I-2, T->G B° | Tunuslular
IVS-1I-2,3, +11 bp, -2 bp B° | Iranlilar
IVS-1, -17 nts (3' end) B° | Kuveytliler
IVS-I-130, G-=>A B° | Musirhlar
IVS-1-130, G->C B° | Tirkler, Japonlar
Codon 30, G->C [IVS-I-130 (+1)] B° | Ortadogulular
IVS-1I-849, A->C B° | Amerikali zenciler
IVS-II-849, A->G B° | Amerikali zenciler
IVS-II-850, -G B° | italyanlar
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IVS-1-850, G>A B° [ Ingilizler, Iskoglar

IVS-II-850, G->C B° | Yugoslavlar
IVS-1I-850, G->T B° | Japonlar
B-b. RNA Islemlenmesi ile Ilgili Mutasyonlar: Konsensus Dizilerdeki Mutasyonlar
IVS-I-5, G-=>A B" | Cezayirliler, Akdenizliler
.IVS-I- 5, G->C B* Asya Hintlileri, Cinliler,
Melanezyalilar
IVS-I-5, G=>T B* | Akdenizliler, Amerikali zenciler
IVS-1I-4,5, -AG B°? | Portekizliler
IVS-II-5, G->C B" | Cinliler
IVS-I-6, T->C B* | Akdenizliler
IVS-I1-128, T>G B" | Suudi Arabistanlilar
IVS-1I-837, T->G ? Asya Hintlileri
IVS-II-843, T->G B" | Cezayirliler
IVS-11-844, C->G B | Italyanlar
+ | Amerikal1 zenciler, Misirlilar,
IVS-II-848, C->A B tranltlar
IVS-II-848, C->G B* | Japonlar

B-c. RNA Islemlenmesi ile Ilgili Mutasyonlar: IVS-I ya da IVS-II’deki
Degisiklikler

-+

IVS-1-110, G->A B Akdenizliler
IVS-I-116, T->G B° | Akdenizliler
IVS-II-654, C->T B | Cinliler

IVS-1I-705, T->G B* | Akdenizliler
IVS-II-745, C->G B" | Akdenizliler

B-d. RNA islemlenmesi ile Ilgili Mutasyonlar: Kodlanan Bilgedeki Mutasyonlar
¥

Codon 10, C->A (Ala->Ala) B" | Asya Hintlileri

Codon 19, A->G (Hb Malay; Asn->Ser) B* | Malezyalilar

Codon 24, T->A (Gly->Gly) B" | Amerikali zenciler, Japonlar
Codon 26, G->A (Hb E; Glu->Lys) B | Giineydogu Asyalilar

Codon 27, G->T (Hb Knossos; Ala->Ser) B* | Akdenizliler

C-a. RNA Translasyon Mutasyonlari: Anlamsiz Mutasyonlar

Codon 15, TGG->TAG B° | Asya Hintlileri, Tiirkler
Codon 15, TGG->TG4 B° | Portekizliler

Codon 17, A->T ' B° | Cinliler

Codon 22, G->T B° | Reunion Adalilar

Codon 26, G->T p° | Tayvanlilar

Codon 35, C->A B° | Tayvanlilar

Codon 37, G->A B° | Suudi Araplar, Ispanyollar
Codon 39, C->T B° | Akdenizliler

Codon 43, G->T B° | Cinliler

Codon 61, A->T B° | Zenciler

Codon 90, G->T B° | Japonlar

Codon 112, T->A B° | Slovaklar

C-b. RNA Translasyon Mutasyonlari: Cerceve Kaymasi (Frameshift) Mutasyonlar
Codon 1, -G | B° | Akdenizliler
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Codon 2/3/4, -9 bp; +31 bp B° | Cezayirliler
Codon 5, -CT B° | Akdenizliler
Codon 6, -A B° | Akdenizliler, Amerikali zenciler
Codon §, -AA B° | Akdenizliler
Codon 8/9, +G B° | Asya Hintlileri
Codon 9/10, +T B° | Yunanlilar
Codon 11, -T B° | Meksikalilar
Codon 14/15,+G B° | Cinliler

Codon 15, -T B° | Malezyalilar
Codon 16, -C B° | Asya Hintlileri
Codon 22/23/24, -AAGTTGG B° | Tiirkler

Codon 24, -G; +CAC B° | Misirlilar
Codon 25/26, +T B° | Tunuslular
Codon 26, +T B° | Japonlar

Codon 27/28, +C B° | Cinliler

Codon 28, -C B° | Misirhlar
Codon 28/29, -G B° | Japonlar, Misirlilar
Codon 31, -C B° | Cinliler

Codon 35, -C B° | Malezyalilar
Codon 36/37, -T B° | Iranlilar, Kiirtler
Codon 37/38/39, -GACCCAG B° | Tiirkler

Codon 38/39, -C B° | Cekler

Codon 38/39, -CC B° | Belgikallar
Codon 40, -G B° | Japonlar

Codon 40/41, +T B° | Cinliler

Codon 41, -C B° | Tayvanlilar
Codon 41/42, -TTCT B° | Cinliler

Codon 42/43, +G B° | Japonlar

Codon 42/43, +T B° | Japonlar

Codon 44, -C B° | Kirtler

Codon 45, -T B° | Birlesik Arap Emirlikleri
Codon 47, +A B° | Surinamlilar
Codon 47/48, +ATCT B° | Pencaplilar
Codon 51, -C B° | Macarlar
Codon 53/54, +G B° | Japonlar

Codon 54, -T B° | Cezayirliler, isvegliler
Codon 54/55, +A B° | Hintliler

Codon 56-60, +14 bp e | -

Codon 57/58, +C B° | Pencaplilar
Codon 59, -A B° | Italyanlar
Codon 64, -G B° | Isvigreliler
Codon 67, -TG B° | Filipinliler
Codon 71/72, +A B° | Cinliler

Codon 71/72,+T B° | Cinliler

Codon 72/73, -AGTGA; +T B° | Britanyalilar
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Codon 74/75, -C B° | Tiirkler

Codon 76, -C B° | Italyanlar

Codon 82/83, -G B° | Azerbaycanlilar, Cekler, Hirvatlar
Codon 84/85, +C B° | Japonlar

Codon 84/85/86, +T B° | Japonlar

Codon 88, +T B° | Asya Hintlileri

Codon 89/90, -GT B° | Koreliler

Codon 95, +A B° | Tayvanlilar

Codon 106/107, +G B° | Amerikali zenciler

D. Dominant Beta-Thal ve Stabil Olmayan Beta Zincir Varyantlan

132/133/134/135, -11 bp

Codon 24/25, -GGT B° | Japonlar
Codon 28, CTG->CGG B° | (Hb Chesterfield)
Codon 31/32, +CGG B° | Ispanyollar
Codon 32, CIG->CAG (Leu->Gln); o . .
Codon 98, GTG->ATG EVal->Met; p* | (Hb Medicine Lake)
Codon 33/34, -GTG B° | (Hb Korea) Koreliler
Codon 60, GTG->GAG (Val->Glu) B° | (Hb Cagliari) italyanlar
Codon 94, +TG B° | (Hb Agnana) Italyanlar
Codon 100, -CTT, +TCTGAGAACTT B° | Giiney Afrikalilar
Codon 108/109/110/111/112, -12 bp B° | Isvigreliler
o | (Hb Manhattan) Askenazi
Codon 109, -G [3. Yahudileri
Codon 110, T->C B° | (Hb Showa-Yakushiji) Japonlar
Codon 114, -CT; +G B° | (Hb Geneva) Isvigreli Fransizlar
Codon 114, T->C Bo I(glllbygﬁralrlam-N.C., Hb Brescia)
Codon 115, C->A B [Hb Hradec Kralove (Hb HK)]
Cekler
Codon 120/121, +A B° | Filipinliler
o | Polonyalilar, Isvigreliler,

Codon 121, G->T p Japon{ar, ingilizlgr, Cekler
Codon 123, -A B° | (Hb Makabe) Japonlar
Codon 123/124/125, -ACCCCACC B° | Tayvanhlar
Codon 124, -A B° | Ruslar
Codon 124/125/126, +CCA B° | Ruslar
Codon 125, -A B° | Japonlar
Codon 126, -T | B° | (Hb Vercelli) Italyanlar
Codon 126, GIG->GGG B° g&gﬁgﬁzxﬁﬁm
Codon 126/127/128/129/130/131, -17 bp B° | Pakistanlilar
Codon 127, CAG->TAG (Gln->stop codon) | B° | Ingilizler
Codon 127, CAG->CCG (Gln->Pro) B° | (Hb Houston) Britanyalilar
Codon 127, C4G->CGG (GIn->Arg) B° | Fransizlar
Codon 127/128, -AGG (Gln-Ala->Pro) p° | (Hb Gunma) Japonlar

{ Codon 128/129, -4 bp, +5 bp and Codon g° | irlandahlar
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Codon 134/135/136/137, -10 bp, +4 bp [ B° [ Portekizliler

E. Baslik Bolgesi (Cap Site) Mutasyonlari

Cap +1, A>C B* Asya Hintlileri

F. Baslangic Kodonu Mutasyonlari

ATG>GTG B° | Japonlar

ATIG->ACG B° | Yugoslavlar

ATG->AGG Be Cinliler, Koreliler, Kuzey
Avrupalilar

ATG->ATA B° | Italyanlar, Isvegcliler

ATG->ATC B° | Japonlar

ATG->ATT B° | Iranllar

G. 3'UTR Mutasyonlar

3UTR +6, +1,480; C->G pr | Yunanhlar (+6, C->G olarak da
bilinir)

3'UTR +1,565 to +1,577; -13 bp B7? | Tiirkler

3'UTR +1,570; T->C B*? | Irlandahlar

H. Poliadenilasyon (poly A) ile Ilgili Mutasyonlar

AATAAA->AACAAA B* | Amerikah zenciler

AATAAA->AATGAA B" | Akdenizliler

AATAAA->AATAGA B" | Malezyalilar

AATAAA->AATAAG , B* | Kiirtler

AATAAA->AAAA (-AT or —-TA) B" | Fransizlar

AATAAA->A (-AATAA) ' B* | Araplar

2.5.1.1. Gen Delesyonlari

a-talasemilerin aksine B-talasemide gen delesyonlart ¢ok sik gézlenmez. Bugiine
kadar yaklasik 17 tane gen delesyonu tamimlanmustir. B geninin 3’ ucundaki 619-bp
delesyonu Pakistan ve Hindistan’daki, Sind ve Gujarati populasyonunda goriilen B-

talasemilerin %350’sinden sorumludur'~*>%°

2.5.1.2. Transkripsiyonel Mutasyonlar

B geninin promotor bolgesinde birgok baz degisimi tamimlanmistir. CAP
bolgesinde CCAAT ve ATA kutusunda goriilen mutasyonlar RNA polimerazin, 3
genine baglanma ve transkripsiyonu baglatma yetenegini azaltr. B mRNA
transkripsiyonu bu durumdan etkilenir ve p mRNA miktar1 azalir®. Biitiin olgularmn
fenotipi, p'-talasemidir®.
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2.5.1.3. RNA Prosessing Mutasyonlar:

mRNA’nin nukleusa girmesini engelleyen tek baz mutasyonudur. Ekson ve
intronun baglanma noktasinda 5° GT (donor) 3° AG (receptdr) bolgesinde gozlenir. Bu
splice noktasindaki tek baz degisiklizi splisingi bozar ve p’-talasemi fenotipini
olugturur’*>?°, B-talaseminin farkli tipleri IVS-1-konsensus sekansmndaki tek baz

degisimine baghdir'.

2.5.1.3.1. Splice Kavsagindaki Mutasyonlar

Bu sekanstaki mutasyonlar splicingi farkli oranlarda etkiler ve kriptik bélge
cevresinde alternatif bir splicing olusturur. IVS I-5’deki bir mutasyonla G— C veya T
degisimi; B zincir iiretiminde orta derecede bir azalma ve siddetli B*-talasemi ile
sonuglanir. Diger taraftan IVS 1-6’da T’nin C ile degisimi B yapiminda orta derecede bir
azalmaya neden olur. Bu mutasyon Akdeniz bolgesinde goriilen B-talaseminin Portekiz

formu olarak adlandirilmaktadar’.

2.5.1.3.2. Konsensus Dizi Degisikliklerine Neden Olan Mutasyonlar

Okaryotik hiicre genlerindeki intron-ekson baglanma bolgelerinde yer alan
konsensus dizilerde meydana gelen degisiklikler de B-talasemiye neden olmaktadir. Bu
diziler donér bélgelerdeki eksonlarin son iig niikleotidi ile intronun ilk altt nitkleotidini,
akseptdr bolgede ise intronun son 10 niikleotidi ile eksonun ilk niikleotidinden olusur.

Bu mutasyonlar B*-talasemiye sebep olurlar®.

2.5.1.3.3. Intronlardaki Degisiklikler

B geninin iginde GT ve AG diniikleotidleri splice kavsaklart diginda birgok yerde
bulunabilir. Ancak bunlar normal splicing isleminde dondr ve akseptdr olarak
kullamlmazlar. Kriptik bolgeler olarak adlandirilan bu yerlerde olugan baz: mutasyonlar
yeni splice bolgelerini olustururlar. En yaygin goriileni IVS-1 110°daki baz degisimidir.
Bu bolge 3’ akseptor splice bolgesinde A-G yokmus gibi islem goriir. 110.
pozisyondaki G—A degisikligi B*-talasemi fenotipine neden olur®.

23



B globin geninin ikinci intronunda da mutasyon saptanmustir. IVS-2°de
pozisyon 654’te A—G degisimi anormal B globin zincir sentezine neden olur. Fenotipi

ise p’-talasemidir’.

2.5.1.3.4. Kodlanan Bolgedeki Mutasyonlar

B globin geninin ekson 1’de kodon 24-27 IVS-1 donor bélgesinde gizli
mutasyon bolgesi vardir. Bu bdlge G-T diniikleotidini igerir ve komsu degisimler bu
bdlgenin aktivasyonunu saglar. Normal ekson/intron baglanti bolgesi yerine burada
anormal splicing olusur ve siddetli p*-talasemi olusur'.

Kodon 19 (A—G) , 26 (G—A) ve 27 (G—T) mutasyonlar1 mRNA azalmasi ve
anormal splicing ile sonuglamr'.

2.5.1.4. RNA Translasyon Mutasyonlari

2.5.1.4.1. Anlamsiz Mutasyonlar

Tek bir niikleotidin yer degistirmesi sonucu normalde bir aminoasidi kodlayan
kodon, translasyonun durdurulmas: sinyalini veren durdurucu kodon (Stop codon: UAA,
UAG veya UGA) haline gelir. Mutasyonun oldugu kodondan itibaren globin zincir
iretimi normalden 6nce durur. En yaygin goriileni Kodon 39 C—T (CAG—TAG)
mutasyonudur. Akdeniz Bolgesi’nde yiiksek siklikta goriilen bu mutasyon sonucu Bo-

talasemi fenotipi ortaya gikar®.

2.5.1.4.2. Cergeve Kaymasi (Frameshift) Mutasyonlar

Bir veya birden fazla niikleotidin delesyonu veya insersiyonu sonucu 6ne veya
arkaya dogru (5’—3’ veya 3’—5’ yoniinde) olusan niikleotid kaymas1 ile mutasyon
bolgesinden sonraki kodonlarn sifreleri degiserek farkli aminoasitlerin sifreleri ortaya
¢ikar. Bu mRNA pC-talasemi fenotipine neden olur®.
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2.5.1.5. Dominant Gecen [-Talasemi ve Stabil Olmayan B Globin
Varyantlari

Son 20 yilda agir B-talasemiden ayrilamayan sporadik vakalar tammlanmugtir.
Bu tip vakalarda eritrosit prekiirsérlerinde inkliizyon cisimcikleri cokga gozlenmektedir.
Sekans analizleri molekiiler diizeyde heterojenite gostermektedir. Fakat ¢ogu B globin
geninde ekson 3’te mutasyon igermektedir. Frameshift veya prematiir zincir sonlanmasi
gozlenir. Bu diizensizlik uzamis unstabil § globin gen iiriinlerini olugturur. En sik
gdriilen mutasyon ise kodon 121°de GAA—TAA degisikligidir**".

Baz: B globin zincir varyantlar1 olduk¢a unstabildir ve tetramer yapma egilimi
gosterirler. Olusan unstabil hemoglobinler eritrosit prekiirsérierinde ve kanda birikirler.
Dominant gegen B-talasemiden hemolitik anemiye kadar degisik klinik gosterirler. Buna

ek olarak hemoglobin Indianapolis verilebilir'*’.

2.5.1.6. Baslik Bolgesi (Cap Site) Mutasyonlari

B*-talasemi fenotipi ile sonuglanan +1 A—C yer degisimi sonucu transkripsiyon
azalir, bagliklanma yavaglar ve mRNA kararliligi bozulur. Homozigot olarak bulunmasi
halinde bile kiside heterozigot gibi bulgu veren bir fenotipdir®.

2.5.1.7. Baslangic Kodonu Mutasyonlari
Baslangi¢ kodonu olan ATG’deki niikleotid degisiklikleri sonucu transkripsiyon

baglatilamaz ve bunun sonucunda B°-talasemi fenotipi olugur®.

2.5.1.8. 3’ UTR Mutasyonlari -
3’ UTR bélgesinde +1565°den +1577 niikleotidine kadar olan kismin delesyonu

sonucu B*-talasemi fenotipi ortaya gikar®.
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2.5.1.9. Poliadenilasyon Sinyal Mutasyonlari
B globin mRNA’nin 3’untranslated bolgesinde AAUAAA dizisi B gen

transkripsiyonunun klevaj ve poliadenilasyonu i¢in uygundur. Omegin B globin geninin

bu bélgesinde T —C degisimi orta siddette B*-talasemi ile sonuglanmaktadir’.

2.6. p-Talasemi Tedavisi

Talasemi; gocukluktan itibaren transflizyona gereksinim duyulan tipinden, tibbi
miidahaleye ¢ok az ihtiya¢ duyulan hafif tipine kadar klinik olarak ¢ok genis bir
cesitlilik gosterir. Talasemi majoér (TM), hastaligin siddetli formudur ve genellikle
yasamun ilk yilinda transfiizyona baghi anemi tablosuyla ortaya ¢ikar. Talasemi
intermedia (TT) ise hastaligin daha az giddetli olan formudur ve ¢ok degiskendir.

TI’y1 TM’den ayirt etmede kullanilan en 6nemli isaret transflizyon ihtiyacimin
yoklugudur. Ancak, bu farklihfa karsin klinik olarak talasemi hastalarinin karsilagtigi
pek ¢ok problem hem TI, hem de TM hastalarinda karsimiza gikar, Omegin; biitin TM
hastalan selasyona ihtiyag duydugu halde, baz: TI hastalar1 da transfiize olmasalar dahi
selasyona ihtiya¢ duyabilirler.

Tedavi genel olarak ikiye ayrilir; destekleyici tedavi ve ilag tedavisi*® (Cizelge

2.4).
Cizelge 2.4. Talasemi tedavi tipleri®®.
Destekleyici Tedavi Ilag Tedavisi
Transflizyon Terapisi Geleneksel
Intravensz Selasyon o i allogenik KIT
Kemik Iligi
. T Kord Kanu
. ransplantasyonu
Selasyon Terapisi (KIT) Transplantasyonu
Oral Selasyon - —
Intrauterin KIT
Hidroksiiire Terapisi | Gen Terapisi
Fetal Hemoglobini Eritropoietin Terapisi
Tesvik Eden Biitirat Tiirevleri
Tedavi Terapisi
Hemin Terapisi
Antioksidant Tedavisi
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2.6.1. Tedavide Yeni Bir Yakalasim: Gen Terapisi

Hemoglobinopatiler, tek bir genin transferi ile teorik olarak tedavi edici bir etki
saglanabileceginden gen terapisi i¢in diisiiniilen ilk hastaliklardan birisidir. Anemilerin
patofizyolojisi ve globin gen ekspresyonu iizerindeki bilgiler bu hastaliklarin gen
terapisi ile iyilestirilmesi konusurida onlar1 kusursuz birer aday yapmaktadir*.

B-talaseminin tek bir genin fonksiyonundaki azalma ya da yok olmasi ile ilgili
oldugu gercegi gen terapisi ile tedavi icin en erken aday olarak diisiiniilmesine yol
agmaktadir. Bu diisiince ilk olarak yaklasik 15 yil 6nce transgenik bir fare modelinde
farelere B-globin geninin transferi ve talaseminin iyilestirilmesini kapsayan basarili
denevlerle desteklenmigtir*®.

B-talasemi gen tedavisi i¢in li¢ genel strateji diisliniilmiigtiir. Birincisi gen
transferidir, insan hematopoetik hiicrelerine eksojen bir genin eklenmesi. Bu dogrultuda
en yavgin kullanilan metod viral aracilikli gen transferidir. Cok sayida vektor tipleri
kullanilmakla birlikte, en yaygin olanlan retroviriisler ve adeno viriislerdir*®. Retroviral
vektor ailesinden olan ve yeni kesfedilen lentiviriisler de tedavide kullanilmaktadir,
ancak heniiz insanlarda denenmemistir. Ancak lentiviral vektor dizaynindaki pek¢ok
avantaj yakin gelecekte klinik kullammlarimn artmasini saglayacaktir™.

Talaseminin genetik terapisi i¢in kullanilan ikinci strateji farkli biyolojik
molekiiller, yani “trik”ler kullanarak mutasyonu diizeltmektir. Sonugta DNA’y1
diizelterek ya da mutant RNA transkriptinin diizeltilmesi olarak tasarlanmaktadir.

Son strateji, a-globin geninin verimini asagiya dogru regiile etme modellerini
gelistirmektir. Bu sekilde zincir dengesizligi azaltilacaktir. Bu metod TI'min tedavisi
icin en yararlis1 olabilir®,

Gen terapisi konusunda yapilan bir ¢alismada; May ve arkadaslari TNS9 adim
verdikleri lentiviral bir vektor aracihifiyla talasemi tedavisinde ilerleme kaydetmislerdir.
TNS9 vektoéril insan B;globin genini sifrelemektedir. Genisletilmis bir promotor ve iki
tane proksimal enhancer ile insan f-globin LCR’sinden tiiretilen ii¢ biiyiik fragman ve
sentetik olarak eklenen GATA-1 transkripsiyon faktoriinii baglayan bolge icerir’".

Se¢ime maruz birakilmayan kemik iligi hiicreleri, 6ldiiriicti réntgen 1sinlarina
tutulan normal farelere transplante edilmigtir. Minimal diizeyde HS2 (423 bg), HS3 (280
bg) ve HS4 (283 bg) elementlerine sahip vektor igeren hiicrelerde 24 hafta sonunda B-
globin transkripsiyon seviyeleri %2,8’den yaklasik %7,0’a ¢ikmustir. Ancak, maksimum
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HS2 (840 bg), HS3 (1308 bg) ve HS4 (1069 bg) elementlerine sahip vektor iceren

hiicrelerde ayni siire sonunda B-globin transkripsiyon seviyeleri %10-20 artmustir*>?

(Sekil 2.12).

TNS9 p-Globin Gene Locus Control Region
<+ o < 5

§'LTR Y RRE © g i P HS2 HS3 HS4 3LTR

‘SA
SD } !

1Kb

RNS1

S'LTR: RRE g i 3'LTR

sD SA

Sekil 2.12. TNS9 ve RNSI lentiviral vektorlerinin yapisi. TNS9 840 baz ciftlik (bg) bir HS2,
1308 be’lik bir HS3, 1069 be’lik bir HS4 fragmanina sahiptir. Buna karsin RNS1 423 be’lik HS2, 280
be’lik bir HS3 ve 283 bg’lik bir HS4 fragmanina sahiptir. Toplam LCR sekanslari TNS9’un 3,2 kb,
RNSI’in ise 1,0 kb’dir. TNS9’un B-globin geni -610’dan baglamakta olup 3’ enhancer bolgesi
icermektedir. RNS1’de ise p-globin geni -265’den baglamaktadir ve 3’ enhancer bolgesi igermez. Insan p-
globin geninin ekson ve intronlan dolu ve bos kutular ile gosterilmistir. intron 2’de 374 bg’lik bir
delesyon mevcuttur. SD. Splice donér, SA. Splice akseptor, y. Paketlenen bolge, RRE. Rev-response
element, p.Promotor, e. Enhancer™.

TNS9 ile tedavi edilen farelerde anemide azalma ve hematopoezin normallestigi

S1-53

goriilmiustiir (Sekil 2.13)

Normal Talasemik TNS9 ile muamele edilmis

Sekil 2.13. TNS9 ile muameleden sonra talasemik kemik iligi hiicrelerinde gériilen diizelmenin
yayma kan preparatlarinda gosterimi’”.
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Geregler

3.1.1. Cihazlar

Kan sayim cihazi (Coulter counter T 890)
Mikro santrifiij (Fisher Model 235 B, Heraeus Biofuge pico)
Gelman elektroforez tanki

Spektrofotometre (Spectronic 20-D)

PH metre (Beckman, Century SS-1)

Kar makinasi (Scotsman AF-10)

Santrifiij (Centrikon T-124)

Etiiv (Heraeus)

Derin dondurucu (-20°C Bosch)

Thermal Cycler (Perkin Elmer Cetus)
Mikrodalga firin (Vestel Goldstar)

Jel elektroforez cihazi (Pharmacia GNA-100)
Kamera (Polaroid MP-4 Land Camera)

Otomatik pipet (Gilson 5, 10, 20, 100, 200, 1000 uL)

3.1.2. Kimyasal Malzemeler

TRIS (Amresco)
EDTA (Riedel-de haén)
Borik asit (Carlo Erba Reagenti)

Sodyum dietil barbital (Merck)
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Dietil barbitiirik asit (Merck)
Ponceau-S (Sigma)
Triklor asetik asit (Merck)
Asetik asit (Merck)
DE-52 (Whatman)

Glisin (Merck)

Potasyum siyaniir (Merck)
NaCl (Merck)

K;3Fe(CN)s (Merck)

KCN (Merck)

NaOH (Merck)
(NH4),S04 (Sigma)
Proteinaz K (Sigma)
Amonyum kloriir (Merck)
Amonyum bikarbonat (Sigma)
SDS (Sigma)

Fenol (Merck)

Kloroform (Merck)
Hidroksikinolin (Merck)
Etil alkol

KCl (BDH)

MgCl,-6H,0 (Merck)
MgCl, (Sigma)

Jelatin (Merck)

dNTP (Promega)



Spermidin (Sigma)

Sodyum asetat-3H,0 (Merck)

Taq Polimeraz (Sigma)

Neusive Agaroz (BMA)

e Agaroz (Sigma)

e Bromfenol mavisi (Sigma)
e Gliserol (Merck)

e Ficoll (Sigma)

¢ Ethidium bromiir (Sigma)

3.2. Ornek Toplama

Anamur Bélgesi’nden talasemi tarama ¢alismasinda kullanilmak tizere EDTA’
tiiplere alinan kan 6rnekleri, soguk zincir kurallarina uyularak Adana’ya getirilmistir.
Orneklerin kan sayimlari otomatik kan sayim aygitiyla yapildiktan sonra, hemoglobin
tipleri seliilloz asetat elektroforez yontemiyle, HbA, ve HbF diizeyleri mikrokolon
kromatografisi ve alkali denatiirasyon yontemleriyle ¢aligilmigtir. Toplam 109 &rnegin
DNA’lar1 Poncz yontemiyle izole edildikten sonra ARMS yontemiyle P-talasemi

mutasyon tipleri saptanmugtir.

3.3. Yontemler

3.3.1. Hematolojik incelemeler

Hematolojik analizlerden Hemoglobin (Hb), Hematokrit (Hct), Eritrosit (RBC),
Ortalama Eritrosit Hacmi (MCYV), Ortalama Eritrosit Hemoglobini (MCH) ve Ortalama
Eritrosit Hemoglobin Konsantrasyonu (MCHC) Coulter Counter cihazi ile

oletilmiigtiir' >,
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3.3.1.1. Kan Sayimi

Iletken stvi ortamda iki elektrod ve aralarinda daralip genisleyebilen bir lobiil
sistemi vardir. Tam kandaki sekilli elemanlarin olusturdugu parcaciklar ortama
siispanse edildifinde biiyiiklik ve yogunluklarina gére tiibiil sistemi daralip
geniglemektedir. Bu sirada sistemin potansiyel enerji farki degismekte ve ekranda
¢irpintilar (pulse) olugmaktadir. Cirpintilarin bilyiikliigii ve sayisi, hiicre sayisi ve
biiytkligii ile dofru orantihdir. Sisteme giren pargaciklar bu  sekilde

degerlendirilmektedir!*53.

3.3.1.2. Hemoglobin Elektroforezi

3.3.1.2.1. Prensip

Proteinler elektriksel alanda tasidiklar1 yiikler nedeniyle farkli uzakliklara gé¢
ederler. Hemoglobin alkali pH’da negatif yiikliidiir ve elektriksel alanda anoda gé¢
etmektedir. Seliiloz asetat kagidina uygulanan hemoglobinler elektriksel gii¢ kaynag ile
yaratilan elektriksel alanda yﬁklerine gore farkli uzakliklara go¢ ederek birbirlerinden

ayrilirlar' 7>,

3.3.1.2.2. Ayrraglar

1. Anod Tamponu: 0.26 M Tris Tamponu, pH 9.1

Tris —>» 252¢r

EDTA —» 25¢r distile su ile 1 litreye tamamlanir.
Borik asit ——» 1.5gr

2. Katod amponu: Barbital Tamponu pH 8.6
Sodyum dietil barbital ————p 5.15 gr
Dietil barbiitirik asit ————» 0.92 gr distile su ile 1 litreye tamamlanir.

3. Seliiloz asetat elektroforez kagidi (Sartorius 12200)

4. Boyama ¢ozeltisi:

Ponceau-S — > 500 mg, 100 ml %5°lik Triklor asetik asitte ¢oziiliir.
5. Yikama ¢ozeltisi: %5°lik asetik asit

6. Whatman Kurutma Kagidi
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3.3.1.2.3. Yontem
Elektroforez tankmin anot ve katot kisimlanna uygun tamponlar konulur. Baska

bir kapta her iki tampondan esit hacim igeren bir karisim hazirlanir ve isaretlenen
seliiloz asetat elektroforez kagidi en az 10 dakika bu karisimda islatilir. Kurutma kagid
ile hafifce kurutulan kagida hemolizattan 3uL aplike edilerek elektroforez tankinin
kopriisiine yerlestirilir. 0.75 mA/cm akim verilerek 45 dakika yiiriitiiliir. Tanktan
¢ikanilip Ponceau-S ile boyanan ve yikama ¢ozeltisi ile temizlenen kagitta hemoglobin

tiplendirilmesi yapilir.

3.3.1.3. Hemoglobin A, Ol¢iimii

3.3.1.3.1. Prensip

DE-52 reginesi ile hazirlanmis kolona uygulanan hemolizat igindeki Hb A,
6zgiil pH’da, iyonik giicline bagli olarak regineye baglanarak diger hemoglobinlerden
ayristirilir. Kolondan eliive edilen fraksiyonlarin absorbanslar1 spektrofotometrik olarak

Slgiilerek konsaﬁtrasyonlan hesaplanr’” ™,

3.3.1.3.2.Hemolizat hazirlama
Serum fizyolojik ile ii¢ kez yikanan tam kandan 50 pL alinip, lizerine 950 pL

distile ya da deiyonize su eklenerek hemolizat hazirlanir.

3.3.1.3.3. Ayrraglar
1) Geligtirici A:
Glisin02M ———» 15g 7 1000 mL saf suda gozlir.
Potasyum Siyaniir (KCN) 0,01 M ——» 0,1 g

2) Geligtirici Aj:

Glisin02M —» 15gve

Potasyum Siyaniir (KCN) 0.01 M ———» 0,1 g 1000 mL saf suda ¢6ziiliir.
NaCl02M —» 1,17¢
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3) Gelistirici B:
Glisin02M ——» 15gve

Potasyum Siyaniir (KCN) 0,01 M ———» 0,1 g 1000 mL saf suda ¢6ziiliir.
NaCI2M ——»p»11,7¢

4) Iyon Degistirici DE-52 setinin hazirlanmast: Bir birim DE-52 jeli izerine yaklagik ti¢
birim Gelistirici A ¢6zeltisi eklenerek jel yikanir, bu yikama islemine en az ii¢ kez, jelin

pH’st 7.2-7.6 arasinda oluncaya kadar devam edilir.

3.3.1.3.4. Yontem

Hemolizat haline getirilen 6rnekler; DE-52 kolonuna tatbik edilir. Kolon,
Gelistirici A, ile yikamip, HbA;’nin kolondan ayrilmasi saglamr. Hb A; band:
aynldiktan sonra geriye kalan hemoglobinler Gelistirici B ile toplanir. Hb A2’li stiziintii
8ml'ye ve diger hemoglobinleri igeren siiziintii saf su ile 25 ml'ye tamamlandiktan sonra
spektrofotometrede 415 nm dalga boyunda absorbans degerleri okunur. Hb A, ylizdesi

agagidaki formiil ile hesaplanir.

OD Hb A; x 100

%HbA2=
(OD Hb A, +3.125 x OD Hb A)

3.3.1.3.5. Yorum

Normal eriskinlerdeki Hb A, diizeyi % 2,5+0,9 arasindadir. p-talasemi
heterozigotlarda bu deger yaklasik iki katina kadar ¢ikar. Buna karsin a-talasemili
vakalarda azalmis Hb A, seviyesi goriiliir®.
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3.3.1.4. Hemoglobin F Ol¢iimii

3.3.1.4.1. Prensip
HbF'nin alkaliye karst en direngli hemoglobin olmasi 6zelliginden yararlamilarak
HbF diizeyi belirlenir. NaOH ile denatiirasyon isleminden sonra diger hemoglobinler

doymus amonyum siilfat ile gﬁktﬁrﬁlerek ortamdan uzaklagilir ve geriye HbF kalir.

3.3.1.4.2. Ayiraglar
1-Siyaniir ¢6zeltisi:
K3Fe(CN)y —» 0.2¢g
KCN —p 02g 1000 mL saf suda ¢oziiliir.
2- 1.2 N Sodyum Hidroksit
3- Doymus Amonyum Siilfat:

(NHy), SO4 —>» 70g 100 mL saf suda ¢oziiliir.

3.3.1.4.3. Yontem

Hemolizattan 0,2 mL alinarak iizerine 3,8 ml siyaniir ¢6zeltisi eklenir. 10
dakika sonunda bu karigimdan 2,8 mL alinarak, tizerine 0,2 mL 1.2 N sodyum hidroksit
eklenir. 2 dakika sonra karisim iizerine 2 mL doymus amonyum siilfat eklenir ve olusan
¢okelti stiziiliir. Siiziintii 10 dakika sonra spektrofotometrede 540 nm'de saf su koriine
karst okunur.

Ayrica total hemoglobin miktar: 6lgiiliir. 6,75 mL saf suya, 0,4 mL siyaniirlii
hemolizat (0,2 mL hemolizat, 3,8 mL siyanlir) eklenerek absorbans degeri 540 nm'de

spektrofotometrede okunur.
ODF
OD Total
% HbF= x100
10,1
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3.3.1.4.4. Yorum

Erigkinlerdeki HbF ortalamasi % 1'in altindadir. Anemilerde, 16semilerde ve
karsinomalarda yiikselmis HbF seviyesi gortilebilir.

3.3.2. Tam Kandan DNA Izolasyonu

EDTA’ll tiiplere almman tam kandan santrifiij edilerek plazma ayristirilir ve
eritrositler paket halinde ¢oktiiriiliir. Eritrositler hipotonik bir ¢ozelti ile patlatilarak
lokositler ayrigtirilir. Lékositlerin hiicre zan proteinaz K, sodyum kloriir, EDTA Na, ve
SDS igeren tamponla patlatilir. Fenol kloroform kanmsimi ile hiicre artiklarindan
arindirilan DNA, saf etanolde ¢oktiiriilerek elde edilir' 6",

3.3.2.1. Lokositten DNA Izolasyonu (Kisa Yéntem)

3.3.2.1.1. Ayrraglar
1. Pargalayici (Lizis) Tampon

Amonyum Kloriir ~———— 131,0mM, 3,570 g distile su ile 1 litreye
Amonyum Bikarbonat——————— 0,9 mM, 0,0350 g tamamlanur.
2. Tampon A
4M NaCI —» 3,75 ml
0,5 M EDTA Na, (pH 7,5) —» 5,0 ml distile su ile 100 ml’ye
tamamlanir.
SDS (%0,1) — > 100mg

Proteinaz K (25mg/ml)) —» 0,2 ml
3. Doymus Fenol Cozeltisi
Kristal halde 250 g fenol, 50 mL distile suda eritilip, {izerine pH’s:t 8’
ayarlanmig 50 mL, 0,5 M TRIS-HCI tamponu eklenerek karigtirilir. Fenol ve tampon
fazi ayrildiktan sonra iistte kalan fazin pH’s1 8.0°1n altindaysa bu faz atilir yeniden

tampon eklenerek pH 8.0’a ayarlamr. Ardindan konsantrasyonu %0,1 olacak sekilde
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hidroksikinolin eklenir. Ustte bir miktar tampon fazi birakilarak +4 °C’de renkli sisede
saklanir.

4. Kloroform

5. %70'1ik Etil Alkol

6. Saf Etil Alkol

3.3.2.1.2. Yontem

1 mL EDTA'h tam kan alimarak tizerine 3 mL soguk pargalayici tampon
eklenir, 10 dakika buz i¢inde bekletilir.
e +4°C’de 5000 rpm'de 5 dakika santrifiij edilerek siipernatan atilir, bu islem iki

kez tekrar edilir.

o Lokosit pelleti fizerine 1 mL tampon A eklenip, hafifce kangtirtlir ve 37 °C’de
bir giin bekletilir.

e Siire sonunda tiiplere 400uL fenol, 400 uL kloroform eklenerek karigtirilir ve
5000 rpm’de 2 dakika santriflij edilerek altta kalan fenol klorofom karigim
atilir. Bu islem 2 kez tekrar edilir.

e Aym islem 2 kez sadece kloroform eklenerek tekrarlanur.

e Santrifiij sonunda stipernatan 10 mL %95°lik etil alkol igeren tiipe aktarilir. Tiip
yavagga altiist edilerek DNA’nin ipliksi bir goriiniim alig1 saglanarak 13.000
rpm'de 3 dakika santrifiij edilir.

e Siipernatan atilir, DNA ¢oktiiriilir. DNA iizerine 1mL % 70°lik etil alkol
eklenip karigtirilir ve 13.000 rpm'de 3 dakika santrifiij edilir.

e Siipernatan atilir ve tiip ters gevrilerek alkol kurutulur.

e Pelletin bﬁyﬁklﬁgﬁne gore ilizerine 40-100 pL saf su eklenip DNA’nin
¢oziinmesi igin bir saat 37 °C’de bekletilir.

e DNA ¢oziildiikten sonra konsantrasyonu hesaplamr.
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3.3.2.1.3. Konsantrasyon ve Verim Hesabi

o 5 pL DNA ¢ozeltisi 595 pL saf su ile karistirthp 260 ve 280 nm dalga

boylarindaki absorbanslar olgiiliir.

¢ Konsantrasyon (pug/mL) = OD,¢ XSulandirma oram (120) x 50
ODs60

e Verim=
OD2g0

Bu oranin 1,5-1,8 arasinda olmasi istenir.

3.3.3. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) ile Belirli Gen Bolgelerinin
Amplifikasyonu

Polimeraz zincir reaksiyonu genomik DNA'nin istenilen bolgesinin, in vitro
kogullarda, bu hedeflenen bolgeye 6zgii primer kullamilarak konsantrasyonunun
molekiiler agidan degerlendirilebilir diizeye ¢ikartilmasi iglemidir.

Amplifikasyon isleminde DNA 95°C'ye kadar 1sitilir, ¢ift iplikli DNA ayrilarak
tek iplikli DNA haline gelmesiyle denaturasyon saglanir. Ikinci asamada 1s1 65°C’ye
ayarlanarak spesifik primerlerin koplementer dizilerine yapigmasi (annealing)
gerceklestirilir. Son agamada 72°C’de DNA polimerazin yerini tutan ve yiiksek 1sidan
etkilenmeyen Taq polimeraz enzimiyle, ortamda bulunan deoksiniikleozid trifosfatlarin
(ANTP'ler) 5'—3" yoniinde eklenmesiyle zincir uzamasi (ekstensiyon) saglanir. Bu 1s1
degisimi dongiisiinde iki katina ¢ikan hedef diziler de tekrarlanan dongilide sablon

olarak kullanilarak; her déngiiniin (n) geometrik olarak artis1 saglanir®®*7°.
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3.3.4. ARMS (Amplification Refractory Mutation System) Yontemiyle B

Globin Gen Bozukluklarinin Tanimlanmasi

Nokta mutasyonlarii veya kiigiik delesyonlart tanimlamak i¢in ARMS
(Amplification Refractory Mutation System) yOntemi gelistirilmistir.

Tipik bir ARMS yontemi iki tamamlayic1 tepkimeden olugur. Birinci tepkime,
normal DNA dizisine 6zgiil ARMS primeri igerir ve belirli bir yerdeki mutant DNA'y1
amplifiye edemez. Benzer olarak, ikinci tepkime mutanta 6zgiil primer igerir ve normal
DNA'y1 amplifiye edemez. Klasik PCR'dan farkl: olarak mutasyona 8zgii amplifikasyon
yapilarak mutant B globin alelleri saptanmaya ¢aligilir. Mutant B globin alelline 6zgii
primer sadece mutasyonun oldugu bdlgeyi tanurken, mutasyonun olmadigi bolgeye
yapigmayacak ve amplifikasyon sonugsuz kalacaktir. Boylece bir tane mutant alelle
6zgii, bir tane bunun zit bolgesini karsilayan (6zgiin amplifikasyon), iki tane de genin
herhangi bir bolgesini ¢ogaltarak kosullarn dogrulugunu kontrol etmeye yarayacak

(kontrol amplifikasyon) toplam dort primerin tek bir tiipte kullanilmasiyla B geninin

bilinen mutasyonlar1 saptanabilir®®*6%71.72_

Stok Cozeltiler
KCI » 2 M
TrisHCI, pH83—» 1 M
MgCL-6H,0 —» 1M

+4°C' da saklanur.

10X Cetus Tamponu
2MKCI —» 1,25mL
IM TrisHCI —® 0,5mL
IMMgCl, —» 75 uL
Jelatin —— » Smg
Steril distile su —» 3,2 mL

Jelatinin erimesi i¢in 37 °C'de bekletilir.

Spermidin 1M

PCR Kangsimt (4 ml)
10X Cetus taripona > 500 pL
Steril distile su —» 2700 L.
1,25mM dNTP karnigtmr—yp 800 pL
Spermidin IM —» 4uL
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dNTP karisimi
dNTP'lerin (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) her birinden (100 mM'lik stoktan) 60

pL alimip lizerine 4740 pl steril distile su eklenerek 1,25 mM'lik ¢6zelti hazirlanir.

Primerler
Primerler 5 pmol/uL olacak sekilde sulandirilir.

10X TBE Tamponu, pH 8.3
Tris. HCI > 2M Saf su ile 1 litreye tamamlanir ve pH’s1
Sodyum Asetat 3H,0 —» 1 M glasiyel asetik asit ile ayarlanir.
EDTA-Na, » 10 mM
3.3.4.1. Yontem

Amplifikasyon 1stya dayanikli mikrotiipler iginde Termal Déngli Diizenleyici
Alet ile (Thermal Cycler) yapilir. Amplifikasyon tiiplerinin yerlestirildigi bir 1s1 blogu
ve 1st degisimlerini kisa siirede gerceklestiren bir mikroiglemciden olusan bu alette

termal dongii protokolleri 6nceden belirlenerek uygulanir.

3.3.4.2. Amplifikasyon Protokolii

PCR karisimi, mutasyonu igeren bolgeye 6zgii ARMS primeri, ortak primer (1
veya 2) sabit primer, genomik DNA (gDNA) ve Taq polimeraz igerir.

PCR karisimi 20 pl
ARMS primeri 1ul
Ortak primer 1 veya 2 1ul
5' Sabit primer Il
3' Sabit primer 1pl
gDNA (0.5-1 pg/mL) 1l
Taq polimeraz (5 U/ul) 0.1yl
Toplam hacim 25.1 ul
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3.3.4.3. ARMS yénteminde kullamilan primerler

ARMS yonteminde kullanilan ortak ve sabit primerler Cizelge 3.1°de, B-talasemi

mutasyonlarina 6zgii ARMS primerleri ise Cizelge 3.2°de verilmigtir.

Cizelge 3.1. ARMS y6nteminde kullanilan ortak ve sabit primerlerin baz dizisi.

Ortak primer 1

5°ACC TCA CCC TGT GGA GCC AC 3”

Ortak primer 2

5’CCC CTT CCT ATG ACA TGA ACTTAA 3’

5’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’

Cizelge 3.2. B talasemi mutasyonlarina 8zgiit ARMS primerlerin baz dizisi.

IVSI-110 (G—A) (M)

5 ACC AGC AGC CTA AGG GTG GGA AAATACACT 3’

IVSI-110 (G—A) ()

5" ACC AGC AGC CTA AGG GTG GGA AAATACACC 3

IVSI-1 (G—A)  (m)

5" TTA AAC CTG TCT TGT AAC CTT GAT ACG AAT 3’

IVSI-1 (G—A) (n)

5’ TTA AAC CTG TCT TGT AAC CTT GAT ACG AAC 3’

Cd39 (C-T) ()

5" CAG ATC CCC AAA GGA CTC AAA GAA CCT GTA 3’

Cd39 (C—T) ()

5" TTA GGC TGC TGG TGG TCT ACC CTT GGT CCC 3’

IVSI-6 (I—C)  (m)

5" TCT CCT TAA ACC TGT CTT GTA ACC TTC ATG 3’

IVSI-6 (T—C)  (n)

5° TCT CCT TAA ACC TGT CTT GTA ACC TTC ATA 3’

IVSII-1 (G—A) (m)

5" AAG AAA ACA TCA AGG GTC CCA TAG ACT GAT 3’

IVSII-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’

Cd 8 (-AA) )

5> ACA CCA TGG TGC ACC TGA CTC CTG AGC AGA 3’

-30 (T—A) (m)

5> GCA GGG AGG GCA GGA GCC AGG GCT GGC CAT 3’

30 (T—A) ()

5’ GCA GGG AGG GCA GGA GCCAGG GCTGGC CAA 3

IVSII-745 (C—G) (m)

5’ TCATATTGC TAA TAG CAG CTA CAA TCG AGG 3°

IVSII-745 (C—G) (n)

5’ TCA TAT TGC TAA TAG CAG CTA CAATCG AGC 3’

Fsc5 (-CT) (m)

5” ACA GGG CAG TAA CGG CAG ACT TCT CCG CGA 3°

Fsc 5 (-CT) (n)

5’ ACA GGG CAG TAA CGG CAG ACT TCT CCG CTC 3’

IVSI-5 (G—C) (m)

5’ CTC CTT AAA CCT GTG TTG TAA CCT TGT TAG 3’

IVSI-5 (G—C) ()

5’ CTC CTT AAA CCT GTG TTG TAA CCT TGT TAC 3°

Fsc 8/9 (+G) ()

5’ CCT TGC CCC ACA GGG CAG TAA CGG CAC ACC 3’

Fsc 8/9 (+G) (n)

5’ CCT TGC CCC ACA GGG CAG TAA CGG CAC ACT 3°

(m:mutant, n:normal)
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3.3.4.4. Termal déngii Protokolii

Termal dongii protokoliiniin 1s1 ve siireleri.

94°C 1 dakika

65°C I | dakika —»25 déngii
72°C. 1 dakika |

72°C 3 dakika —1 dongii

3.3.5. Agaroz Jel Elektroforezi

Agaroz jel elektroforezi; amplifiye edilmis DNA molekiiliintin tanimlanmasi,
aynistirtlmast ve saflastirilmasi i¢in kulanilir. Agaroz jelde DNA molekiillerinin
icerdikleri niikleotid sayisiin logaritmas: ile ters orantili olarak anoda dogru goé¢

ederler, bu gd¢ hiz1 jele es zamanli uygulanan kontrol DNA ile birlikte degerlendirilir®.

3.3.5.1. Cozeltiler-

%2'lik Neusive-Agaroz jel:
NuSieve ————p 1 g 100 mL 0,5xTBE tamponu iginde
Agaroz —» 1¢g

mikrodalga firinda eritilerek hazirlanir.
Yiikleme tamponu
Brom fenol mavisi—¥» %0,05
Gliserol ———» %10 0,5xTBE tamponu ile 100 ml’ye tamamlanir.
Ficol ————» %l15

5xTris Borat EDTA (TBE) Tamponu pH 8.0:

Tris baz > 540¢g

Borik asit ——— » 275¢g 1 L saf suda ¢oziilerek hazirlanir.

EDTA [0,5 M, pH:8.0] —-» 20 mL

Etidyum Bromiir cozeltisi:

EtBr 5 pg/uL olacak sekilde saf suda ¢oziilerek hazirlanir.
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3.3.5.2. Yontem

0,5xTBE tamponu iginde mikrodalga firinda ¢6ziilen %2'lik Neusive-Agaroz jel
elektroforez kaplar i¢ine dokiildlikten sonra sofumaya birakilir. 0,5xTBE tamponuyla
dolu elektroforez tanki igine yerlegtirilerek jel igindeki tarak ¢ikarildiginda olusan
kuyulara, amplifiye 6rnekten 20 pL alinarak 2 pL ylikleme tamponu ile karigtirildiktan
sonra jele aplike edilip, 150 voltta 30 dakika yiiriitiiltir. Elektroforez sonrasi jel etidyum
bromiir ile 3 dakika boyanir ve saf su ile yikanarak boya atiklarindan temizlenir. DNA
fragmanlar1 UV ile goriintir hale getirilip, fotografi gekilerek degerlendirilir.

Agaroz jel elektroforez goriiniimiinde; homozigot olgular mutant ¢caligmada ¢ift
bant, normal ¢aligmada tek bant verirken, heterozigot olgular hem mutant hem de
normal ¢aligmada ¢ift bant normal vakalar ise mutant ¢aligmada tek bant, normal

calismada ise ¢ift bant verirler.
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4. BULGULAR

Anamur Bolgesi’nden talasemi tarama c¢aligmasinda kullamlmak. {izere
EDTA’l1 tiiplere alman ve soguk zincir kurallarina uyularak Adana’ya getirilen toplam
109 kan 6rneginin kan sayuin otomatik kan saymm aygitiyla, hemoglobin tipleri seliiloz
asetat elektroforez y6ntemiyle, HbA, diizeyi mikrokolon kromatografisi yontemiyle ve
HDUF degeri de alkali denatiirasyon yontemiyle belirlenmigtir.

Tiim olgularin hemoglobin tipleri selilloz asetat elektroforez yoéntemiyle
cahisildiginda 107 olgunun hemoglobin tipinin HbAA, bir olgunun HbEE ve bir olgunun
da HbAE oldugu gozlenmistir (Cizelge 4.1).

Orneklerin hematolojik verileri, HbA, ve HbF diizeyleri Cizelge 4.2°de
verilmistir. DNA’lar1 Poncz y6ntemine gore izole edilen olgularin, hematolojik verileri
incelenerek MCV degeri 80 fI’nin altinda ve hemoglobin A, degeri %3,7’nin {izerinde
olan biitiin olgularin ARMS yontemiyle B-talasemi mutasyon tipleri saptanmistir. Bu

olgularin mutasyon tipleri ve hematolojik verileri Cizelge 4.3’de verilmistir.

Cizelge 4.1. Olgularm Hemoglobin tipleri.

Hemoglobin tipi N %
AA 107 98
AE 1 1
EE 1 1
Toplam 109 100
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Ancak, MCV degeri 80 fI’nin lizerinde, fakat HbA,’si %3,7’nin {izerinde olan
iki olgunun mutasyon noktasi saptanamamigtir. Bu iki olgunun HbF diizeyi de
normalden yiiksek bulunmugstur (Cizelge 4.4). Bunun yaninda MCV degeri 80 fl’nin

altinda, fakat HbA, degeri %1,5-3,7 arasinda olan 8 olgunun [B-talasemi mutasyonu

icerdigi ,saptanm1$f1r (Cizelge 4.5).

Cizelge 4.4. Mutasyonu saptanamayan olgular.

Isim | C Yas RBC Hb Hct | MCV | MCH | MCHC | Hb | HbA, | HbF

(10"/L) | (gdL) | (%) | (L) | (pg) | (g/dL) |Elk. | (%) | (%)
A.C. |K| 30 3,39 8,3 29,8 | 88,0 24.4 27,8 AA 4,4 5,6
HC. |E] 10 3,60 9.4 314 | 87,3 26,0 29,8 AA 54 2,2

Cizelge 4.5. MCV degeri 80 fI’nin altinda, HbA, degeri %1,5-3,7 arasinda olup B-talasemi

mutasyonu saptanan olgular.
Isim |C|Yas| RBC Hb | Het | MCV | MCH | MCHC | Hb | HbA, | HbF | Mutasyon
10"/L) | (g/dL) | (%) | (L) | (pg) | (g/dL) |Elk. | (%) | (%) Tipi
F.C. | K| 71 5,80 12,0 {399 68,8 | 20,6 30,0 AA | 3,7 1,2 | IVS2-745/N
1 E. | K| 20 5,51 11,5 [ 38,6 | 70,0 | 20,9 29,9 AA | 35 0,7 | IVS1-110/N
ALE. |E| 29 6,69 13,8 [ 452 | 67,5 | 20,6 30,5 AA 1,5 0,9 | IVS1-110/N
D.K. |E| 25 3,39 50 |209| 61,9 14,7 23,8 AA 1,8 1,0 -30/N
N.S. | K| 30 5,25 10,8 [352 | 67,2 | 20,7 30,7 AA | 3,5 1,0 | IVS1-110/N
N.T. | K| 42 5,32 12,1 [39,9} 75,1 | 22,8 30,4 AA | 3,1 1,3 -30/N
FET. |E| 2,5 5,39 11,3 [359]| 66,7 | 21,0 31,5 AA | 3,7 1,2 -30/N
AU. |E| 66 6,57 13,0 | 43,8 | 66,7 | 19,7 29,6 AA | 2,8 0,9 | IVS1-110/N
Hemoglobin tipleri Hb AE ve EE olarak saptanan iki olgunun IVS1-110
mutasyonu igerdigi gdzlenmistir (Cizelge 4.6).
Cizelge 4.6. Hb tipleri AE ve EE olan iki olgunun hematolojik verileri.
Isim [C|Yas| RBC Hb | Het | MCV | MCH | MCHC | Hb | HbA; | HbF | Mutasyon
0"/L) | (g/dL) | (%) | (fL) | (pg) | (/dL) | EIk. | (%) | (%) | Tipi
H.E. |K| 47 4,04 6,9 1231 573 | 17,1 29,8 AE | 67,5 3,0 | IVS1-110
F.E. |[K| 24 3,74 6,9 (249 66,7 | 18,6 27,8 EE | 50,1 8,3 [ IVS1-110
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ARMS yontemiyle 54 6megin mutasyon tipi saptandidinda; 37 tanesinin IVS1-
110 (%68,5), 6 tanesinin IVS2-745 (%11,1), 5 tanesinin -30 (%9,3), 2 tanesinin IVS1-6
(%3,7), 2 tanesinin IVS2-1 (%3,7), 1 tanesinin Cd 8 (%1,9) ve 1 tanesinin ise Fsc 5
(%1,9) icerdigi gbzlenmistir (Cizelge 4.7).

Cizelge 4.7. Olgularin mutasyon tipleri ve goriilme sikliklar.

Heterozigot olgu sayisi
Mutasyon tipi n %
IVS1-110 37 68,5
IVS2-745 6 11,1
-30 5 9,3
IVS1-6 2 3,7
IVS2-1 2 3,7
Cd8 1 1,9
Fsc 5 1 1,9
Toplam 54 - 100

IVS1-110 mutasyon taramasi i¢in ARMS y&ntemi ile yapilan amplifikasyonun
%?2’1ik agaroz jeldeki gériintimii Sekil 4.1°de g6sterilmigtir.

Sekil 4.1. IVS1-110 mutasyon taramasi i¢in ARMS ybdntemi ile yapilan amplifikasyonun %2’lik
agaroz jeldeki goriiniimil. 1,2,4,5,6,7,9,10,11,13,14 ve 16 nolu érnekler adh gegen mutasyon igin pozitif,
3,8,12,15,17,18 nolu drnekler negatiftir. —-K negatif, +K ise pozitif kontrolii ifade etmektedir.
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Saptadigimiz mutasyonlarin % dagilim grafigi agagidadur (Sekil 4.2).

Mutasyon Tipleri

1IVSI-I 10 B 1VS2-745 0 -30 O1VS1-6 BIVS2-1 ECd8 & FSCwS_‘

Sekil 4.2. Mutasyonlarin dagilim grafigi.

Olgularin cinsiyetlere gore hematolojik verilerinin dagilimi ve ortalama +SD

degerleri Cizelge 4.8’de verilmistir. Olgularin mutasyonlara gore hematolojik

verilerinin dagilimi ve ortalama +SD degerleri Cizelge 4.9’da verilmistir.Bu calismada

saptanan mutasyonlarn sikhigi ile Tiirkiye’de yapilan calismalarin karsilastiriimast

Cizelge 4.10’da verilmistir.

Cizelge 4.8. Kadin ve erkek olgularin hematolojik verilerinin istatistiksel dagilim™

n Yas RBC Hb Het MCV MCH MCHC HbA, HbF
(10"/L) (g/dL) (%) (fL) (pg) (g/dL) (%) (%)

22 : 29,8+16,7 5,4+0,9 12,8+1,9 41,245,6 78,4+11.8 24,3+4,6 30,7+2,1 3,714 0,9+0,5
.qx: 3-95 3,26-6,81 5,0-17,1 20.9-54.8 59.3-97,6 14,7-32,5 | 22,2-33,3 1,5-54 0,3-2,2
=
g| 6| 204106 4,8+0,7 11,3£1,6 36,9+4,4 78,6+10,7 24,1+4,0 30,6+1,3 54498 1,1£1,3
i 4-71 3,39-6,59 6,9-14,9 23,1-45.5 57,3-96,9 17,1-31,8 | 26,9-33,6 | 1,7-67,5 0,2-8,3
M
Bl 29,6+13,2 5,01+0,9 11,9£1,9 38,6+5,3 78,5¢11,1 24,2442 30,6+1,7 | 4,67£7,6 1,039£1,040
S|0
—g.' 9 3-95 3,26-6,81 5,0-17,1 20,9-54.8 57,3-97,6 14,7-32,5 | 22,2-33,6 | 1,5-67,5 0,2-8,3
=
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Cizelge 4.9. Olgularin hematolojik verilerinin mutasyonlara gére istatistikse] dagilimi™

Yas RBC Hb Het MCV MCH MCHC HbA, HbF
(10/L) (g/dL) (%) (fL) g (g/dL) (%) (%)

§, 28,2+9,5 5,6£0,8 [ 11,6+1,6 | 384+52 | 689+3,6 | 20,7412 | 30,1%0,6 | 7,712,6 | 1,2+13
g 5-66 3,74-6,73 6,9-13,9 | 23,1-459 57,3-77,2 17,1-229 | 27,8-31,7 1,5-67,5 0,3-8,3
uy
= . 32,83+22,7 5,7#0,5 | 11,2+0,5 | 38,0+1,9 | 66,6+44,3 | 19,9+1,6 | 29,9+0,5 | 4,6+0,7 1,0£0,3
@ 8-71 5,16-6,32 10,6-12 35,9-40,0 59,3-71,0 17.4-21.6 | 29,2-30,5 3,7-5,6 0,5-1,3
E s bl
= 23,1+16,3 5,4+0,3 12,0+1,2 39,244.0 72,1+4,0 22,0+1,0 31,0+0,6 4,3x1,1 1,4+0,4
<@ 3-42 5,25-5,99 11,1-14 35,9459 66,7-76,6 21,0-23,3 29,8-31,5 3,1-5,6 0,9-2,0
h 29,0+2,1 4,9+0,6 | 11,11,9 | 37,7454 | 764+1,5 | 224+1,1 | 29,3+1,0 | 4,304 0,7+£0,3
E’ 27-30 4,50-5,37 9,7-12,5 33,941,5 75,3-774 21,6-23,2 | 28,6-30,0 4,0-4,6 0,5-0,9
.T. 36,0+5,0 5,1+1,9 10,9+3,6 | 36,8+12,2 72,943,8 21,5+1,2 29,6+0,1 4,8+0,8 1,3+0,8
E 32-39 3,72-6,47 8,3-134 | 28,1-454 70,2-75,5 20,7-22,4 | 29,5-29,7 4,2-5,3 0,7-1,8
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Cizelge 4.10. Tiirkiye'de saptanan p-talasemik olgularin mutasyon tipleri ve siklig.

Mutasyon Kendi Yiiregir ve | Evrensel™ Topal”? | Tadmouri ve
Tipi calismamiz ark.” ark.”
n % n % n % | n % n %
IVSI-110 | 37 68,5 | 140 5;1,6 59 {7561 63 | 60,6 | 312 | 39,3
IVS2-745 6 11,1 5 1,9 - - 2 1,9 40 5,0
-30 5 9,3 6 24 - - 4 3,8 25 3,1
IVS1-6 2 3,7 12 4,7 6 771 5 4,8 80 10,1
IvS2-1 2 3,7 7 2,7 - - 3 2,9 37 4,7
Cds8 1 1,9 9 3,5 5 64 | 10 | 9,6 43 5,5
Fsc 5 1 1,9 - - - - - o - -
1vS1-1 - - 24 9,4 - - 9 8,6 40 5,0
Cd 39 - - 22 8,7 2 26 | 4 3,8 30 3,8
Cds - - - - 6 77 | 3 29 17 2,1
-28 - - - - - - 1 0,9 1 0,1
Diger - - 31 12,1 - - - - 98 13,2
Bilinmeyen - - - - - - - - 72 9,1
Toplam 54 | 100,0 | 256 { 100,0 | 78 | 100 | 104 [ 100,0 | 795 | 100,0
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5. TARTISMA

B-talaseminin  diinya iizerinde yaklasik 250 milyon tagiyic: ile morbidite ve
mortaliteye yol agan baslica genetik hastalik oldugu bildirilmigtir’®.

Tﬁrkiye ti¢ kitanin birlesimi {lizerine yerlesmis oldugundan farkli
populasyonlarin gé¢iinden ¢ok fazla etkilenmistir. Bundan dolayl etnik farkliligin diger
Akdeniz iilkelerine gére daha yogun olmasi Tiirkiye’de B-talasemi mutayon tiplerinin
¢ok sayida olmasma neden olmustur'?. Tiirkiye’de P talasemi tasiyic1 sikhign %2,1
olmakla birlikte bolgelere gore degismektedir’. Ulkenin gliney illerinde hastalarin
yogunlukta olmasi talaseminin bu bdlgede biiyiik bir halk saglifi sorunu olusturmasina

neden olmugtur'>""78,

Bu ¢alismada B-talasemi mutasyonu saptanan toplam 109 olgunun hematolojik
verilerinin ortalamasi, standart sapmasi, alt ve iist degerleri Cizelge 4.8’de verilmistir.
Hemoglobin degerleri 5,0-17,1 g/dL arasinda degismekle birlikte ortalama 11,9+1,9
SD’dir. Aksoy ve arkadaglar1 14 olguda hibridizasyon yontemiyle B-talasemi mutasyon
tiplerini arastirmiglar ve bu olgularin hemoglobin degerlerini 7,8-14,5 g/dL arasinda
bulmuglardir”. Arpaci ve arkadagslari yaptiklan galigmada hibridizasyon yontemi ile
mutasyonlar1  saptamuglar ve hemoglobin degerlerini  7,8-14,5 g/dL olarak
bulmuglardir®. Tanriverdi ¢alismasinda 21 P-talasemi tastyicisi olgunun hemoglobin
degerini 5,7-14,4 g/dL arasinda saptamustir’'. Topal doktora tez ¢aligmasinda Antakya,
Kayseri ve Izmir bolgesinin B-talasemi mutasyonlanint ¢aligmis ve hemoglobin
degerlerini heterozigot tagtyicilarda 9,0-12,9 g/dL arasinda bulmustur’>.  Evrensel
Kayseri bolgesinde B-talasemi mutasyonlarim ¢ahismis ve hemoglobin degerlerini
heterozigot tastyicilarda 8,7-14,9 arasinda bulmugtur”.

Bu ¢aligmadaki olgularin hematokrit degerleri %20,9-54,8 olarak bulunmustur.
Bu degerlerin Aksoy ve arkadaslanmin ¢aligmasinda; %25,0-44,4, Arpact’nin
caligmasinda %25,0-44,0, Tannverdi’nin ¢aligmasinda; %23,5-46,1, Topal’in
calismasinda; heterozigot tasiyicilarda %31,9-48,9 ve Evrensel’in ¢aligmasinda
heterozigot tagtyicilarda %29,6-47,2 arasinda oldugu bildirilmigtir®’17%7578,

Talasemi tamsinda en gok basvurulan deger olan MCV’ler irdelendiginde; 57,3-
97,6 arasinda degistikleri goriilmiigtiir. Aym degerler Aksoy’un caligmasinda 60-79 fL,
Arpaci’'mn galigmasinda; 59,8-83,0 fL, Tannverdi’nin g¢alismasinda; 60,1-71,0 fL,
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Topal’in ¢aligmasinda; heterozigotlarda 65,4-82,6 fL. ve Evrensel’in ¢aligsmasinda ise
heterozigotlarda 56,2-71,7 fL. arasinda bulunmustur6""7l’72’75 7,

Hemoglobin elektroforez sonuglari incelendiginde; 109 olgudan 107’sinde
HbAA, 1’inde HbAE, birinde de HbEE bulunmustur (Cizelge 4.1). HbAE ve Hb EE
saptanan 2 olgunun da IVS1-110 mutasyonu igin heterozigot dzellik gosterdigi
bulunmustur (Cizelge 4.6). HbAA saptanan olgulardan 35’1 IVS1-110, 6’s1 IVS2-745,
5’1 -30, 2’si IVS1-6, 2’si IVS2-1, 1’i Cd 8 ve 1°i de Fsc 5 mutasyonu tagimaktadirlar
(Cizelge 4.7). Arpacr’nin c¢alismasinda; IVS1-110 mutasyonu saptanan Orneklerden
ikisinin HbAA, ikisinin HbAS, birinin HbSF oldugu, Cd 39 mutasyonu saptanan iki
omekten 1’nin HbSF, 1’nin HbAS oldugu ve IVS2-745 mutasyonu saptanan iki
olgunun birisinin HbAA, birisinin de HbSS oldugu bulunmustur. Tanriverdi’nin
¢aligmasinda; IVS1-1 mutasyonu saptanan 3 olgudan ikisinin HbAA, 1’nin HbSF, Cd
39 mutasyonu saptanan 3 olgunun HbAA, IVS1-110 mutasyonu saptanan 15 olgudan;
12°sinin HbAA, 2’sinin HbSS wve 1’nin HbSF oldugu bulunmugtur. Topal’n
calismasinda; Kayseri 6rneklerinde 27 kigide HbAA, 3 kiside HbF, bir kiside HbAF
saptanmug, HbF degerleri yiiksek olan olgularn ikisi IVS1-110 ve IVS1-6 mutasyonu
icin heterozigot iken diger ikisi Cd 8 igin homozigot 6zellikte old'ﬁgu saptanmigtir.
Evrensel’in ¢aligmasinda; elektroforez sonucu Hb AA olarak saptanan olgulardan
29’unun IVS1-110, 4’{intin Cd 5, 3’lintin Cd 8 ve 1’inin de Cd 39 mutasyonu tasidig1
bulunmugtur. Elektroforez sonucu Hb AF olarak saptanan 2 olgunun ise birisinin IVS1-
110, digerinin de IVS1-6 mutasyonu tasidiklari bulunmugtur®* 71727578

Mikrokolon kromatografisi yOntemiyle saptanan HbA, diizeyleri %1,5-67,5
arasinda bulunmustur. (Cizelge 4.8). 51 olgunun HbA, diizeyleri %3,7 nin tizerinde
bulunmugtur. Aksoy’un g¢aligmasinda; tiim olgularin HbA, diizeyleri normal sinirn
tizerinde bulunmustur (%3,6-5,6). Arpac1’mn ¢aligmasinda; 3’1 haricinde tiim olgularin
HbA, diizeyleri normal simrnn {izerinde bulunmustur (%4,0-5,8). Tanrverdi’nin
¢alismasinda; HbA, diizeyleri 5°i harig, 13 olguda normal siminn {izerinde bulunmugtur
(%4,0-7,0). Topal’in ¢aligmasinda HbA, diizeyleri heterozigot tasiyicilarda %3,9+0,7,
homozigotlarda %2,5+0,9 bulunmugtur. Yiiregir ve arkadaslarinin Kahramanmarag ve

cevresinde yaptiklart tarama ¢aligmasinda %3,5’in tizerindeki HbA, diizeyi sikligim
%0,68 olarak saptamuslardir. Evrensel’in ¢aligmasinda ise Hb A, degerleri tasiyicilarda

%2,4-5,6, hastalarda ise %1,5-5,6 arasinda bulunmugtur®7!-727578.80
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Alkali denatiirasyon yOntemiyle HbF degerleri %0,2-8,3 arasinda
bulunmustur (Cizelge 4.8). 7 olgunun HbF degerleri %2,0’1n {izerinde belirlenmis olup
bu olgulardan iigiinde IVS1-110 mutasyonu bulunmustur (Cizelge 4.3). Arpaci’nin
caligmasinda; HbF degeri yiiksek 2 olguda hemoglobin tipi HbAA ve IVS1-110
mutasyonu, 2 olguda hemoglobin tipi HbAS ve IVS1-110 mutasyonu ve bir olguda da
hemoglobin tipi HbSF ve IVSll—l 10 mutasyonu bulunmustur. Tannverdi’nin
caligmasinda; HbF diizeyleri %0,2-5,6 aralifinda olup; 10 olgunun HbF degerleri
normal ve 7 olgunun yiiksek oldugu bildirilmigtir (%2,1-5,6). Topal’in ¢aligmasinda
HbF degerleri; heterozigot tasiyicilarda %3,1+0,7, homozigotlarda %10,1+0,2
bulunmugtur. Evrensel’in ¢alismasinda ise Hb F degerleri %0,5-36,0 arasinda olup, HbF
degeri normal smurin iizerinde belirlenen 17 olgunun 8’inde IVS1-110/ IVS1-110,
2’sinde IVS1-110/IVS1-6, 1’inde Cd 5/Cd 5, 2’sinde IVS1-110, 2’sinde Cd 5, 1’inde
Cd 8 ve 1’inde IVS1-6 mutasyonu bulunmugtur®’""275

Calismamizin ana konusunu olusturan [-talasemi mutasyon tiplendirilmesi
konusunda mutasyonlarin belirlenmesine yonelik pek ¢ok farkli galigmalar yapilmugtir.
Ozellikle Akdeniz’in dogusunda IVS1-110 pozisyonunda alternatif splice bdlgesini
olugturan G—A degisiminin neden oldugu IVS1-110 "mutasyon tipi en yaygin olamdir.
IVS1-110 (G—A) mutasyonu Giliney Kibris'ta %79,8, Kuzey Kibris'ta %74,1,
Liibnan'da %62,0, eski Yugoslavya'da %45,4, Amavutluk'ta %43,2, Yunanistan'da
%42,6, Azerbeycan’da ve Tiirkiye'de % 41,2 sikhkta goriilmektedir® 3,

Tiirkiye’de yapilan ¢aligmalarin bir kismu Cizelge 4.10°da gosterilmigtir. Yiiregir
ve arkadaslarinin Cukurova bolgesini kapsayan ¢aligmalarinda IVS1-110 mutasyonun
siklift %54,6 olarak bulunmugtur”.

Topal ¢aligmasinda; IVS1-110 mutasyonunu Antakya boélgesinde %63,7,
Kayseri’de %68,3 ve Izmir bolgesinde %46,7 oraninda bulmustur. Antakya bolgesi
icin; mutasyon sikhiginm sirastyla; IVS1-1 (G—A) igin % 18,2, Cd 39 (C—T), IVS1-6
( C—T) ve IVS2-1 (G—A) igin % 6,0 olarak saptamigtir. Kayseri 6rneklerinde ise;
IVS1-110 (G—A) %68,3, Cd 8 (-AA) %19,5,IVS1-6 (C—T) ve Cd 5 (- CT) %4,9 ve
IVS1-1 (G—A) %2,4 olarak belirlemistir. Izmir rneklerinde en stk IVS1-110 (G—A)
%46,7 oraninda bulunmug olup, bunu %13,3 ile -30, %6,7 ile IVS1-1(G—A), Cd 39
( C—T) ve Cd 8, %3,3 ile de Cd 5 (-CT), IVS1-6, IVS2-1, IVS2-745 ve -28 izlemistir.
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Aksoy ve arkadaglar1 Cukurovada B-talasemili bir ailenin mutasyon tiplemesinde sadece
IVS1-110 ve IVS1-1 mutasyonlarim saptamiglardir’”.

Oner ve arkadaglarmin Tiirkiye genelinde yaptig1 bir ¢alismada yaygin olarak
goriilen mutasyon tipleri ve sikhiklanm su sekilde bildirilmigtir; IVS1-110 (G—A)
%42,5, IVS1-6 (T—C) %18,0, IVS2-1 (G—A) %i 1,5, Cd 8 (-AA) %7,14, Cd 39
(C—T) %6,0, IVS2-745 (C—G) %4,4, IVS1-1 (G—A) %2,5, -30 (T—A) %2,2 ve Cd 5
%1,17%. Atalay ve arkadaglar;; Tiirkiye'de B-talasemi mutasyon tiplerinin bdlgesel
dagilimma yonelik yaptiklan c¢alismada, mutasyon tipleri ve sikliklarim su gekilde
bildirmiglerdir: IVS1-110 (G—A) %35,9, IVS1-6 (T—C) %21,6, IVS1-1 (G—A)
%13,0, Cd 39 (C—T) %7,2, IVS2-745 (C—G) %3,6, Cd 8 (-AA) %2,2 ve IVS2-1
(G—A) %1,4%, Oner ve arkadaslart Dogu Anadolu bélgesinde yaptiklari ¢alismada, Cd
8, -30 (T —A), IVS1-110 (G—A), IVS1-130 (G—A) ve IVS2-1 (G—A)
mutasyonlarim bulmuglardir®,

Tadmouri ve arkadaglann Istanbul, Izmir, Adana ve Antalya’daki farkli
hastanelerden 795 olgunun B-talasemi mutasyonu ¢aligtiklarinda 31 farkh mutasyon tipi
saptamiglardir. Bu ¢aligmada IVS1-110’un (G—A) Tiirkiye’de en sik goriilen mutasyon
oldugunu, bunu azalan oranlarda IVS1-6 (T—C), Cd 8 (-AA), IVS2-745 (C—G), IVS1-
1 (G—A), IVS2-1 (G—A), Cd 39 (C-T), -30 (T—A), Cd 5 (-CT) ve -28
mutasyonunun izledigini rapor etmislerdir'2.

Tadmouri ¢alismasinda mutasyon dagiliminin cografi bélgeler arasinda
farkliliklar gosterdigini ve Anadolu’nun dogusundan batisina dogru mutasyon
¢esitlilifinin azaldifim ortaya g¢ikarmistir. Bu g¢aligmada Karadeniz bélgesine ait
Oornekler Orta Anadolu’dan gelen Omeklere gore oldukga belirgin bir genetik
heterojenite gostermislerdir. Anadolu’daki muhtemelen en eski fB-talasemi mutasyonu
olan IVS1-110’un yaklagik M.O. 6500-2000 senelerinde sitma seleksiyonu ile gogaldig:
yoniinde bulgular mevcuttur. Tiirkiye’de siklikla goriilen diger B;talasemi
mutasyonlarinin bu tarihten sonra olustufu ve 13. y.y. civannda yaklasik bugiinkii
oranlarima ulastiklar diigiiniilmektedir®.

Tadmouri’nin ¢aligmasinda; IVS1-110 (G—A) mutasyonu orta ve bati
Anadolu’da en sik goriilen mutasyondur (%52,3). Bu calisma bizim bulgularimizla
uyumludur. IVS1-6 (T—C) mutasyonu; Tiirkiye’nin farkli bélgelerinde esit olarak
dagilmaktadir. Cd 8 (-AA); dogu Anadolu’da (%8,3) ve Marmara bolgesinde (%8) en
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stk goriilen mutasyondur. Bizim g¢alimamizda Cd 8 mutasyonu bir tane (%1,9)
bulunmustur. Cd 39 (C—T) Marmara bolgesinde en sik goriilen mutasyondur. Bu bulgu
diger Balkan iilkeleri ile uyumludur'?, Bizim ¢alismamizda ise bu mutasyona hig
rastlanamamigtir. Akdenizlilere 6zgti bir mutasyon olan IVS1-1’e bolgemizde sikc¢a
rastlanmasina ragmen bizim gahsmannida bu mutasyon saptanamamigtir.

Tirk ve Bulgarlara 6zgii bir mutasyon olan -30 mutasyonu igin Tiirkiye
ortalamasi %3,6°dir®!. Bizim ¢alismamizda ise bu oran %9,3 olarak bulunmustur.

Yine bir Akdeniz mutasyonu olan IVS2-745 icin Tiirkiye ortalamasi %1,9
olmasina ragmen bizim ¢alismamizda aym mutasyona %11,1 oraninda rastlanmigtir®’.

Tiirkiye’nin bélgeleri mutasyon sikhig1 agisindan karsilastirildifinda her cografik
bolgedeki mutant allellerin dagiliminda bir farkliik oldugu gozlenmigtir. Farkl
bolgelerde daha genis kapsamli ¢alismalar vapilarak Tiirkiye nin talasemi mutasyonlar
agisindan tam bir haritas: ¢ikarilmalidir. Riskli poptilasyonlarda tagtyicilarin taranmasi,
halkin egitilmesi ve genetik damigmanlik verilmesi gerekmektedir. Ayrica gebelik
oncesinde prenatal taniya yardimci olmak amaciyla mutasyon tiplendirilmesi
yapilmalidir. Riskli ¢iftlerde ise prenatal tami uygulanmasi ulusal politika olarak '

benimsenmeli ve finansman devlet tarafindan kargilanmalidir.
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6. SONUCLAR ve ONERILER

. Yapilan bu ¢aligma ile Anamur Bolgesi’nin de B-talasemi igin riskli bir bolge

oldugu saptanmigtir.

. Tiurkiyenin diger bolgelerinde oldugu gibi IVSI-110 B-talasemik mutasyon tipi
Anamur bodlgesinde de en sik olarak bulunmusgtur.

. Tirkiyenin p-talasemik mutasyon haritasinin ¢ikartilabilmesi igin tarama

calismas1 yapilarak riskli bdlgelerinin saptanmasi gerekmektedir.

. Riskli boélgelerde hasta ¢ocuk dogumunu engellemek igin halk talasemi

konusunda egitilmelidir.

. Prenatal tam1 merkezleri devlet tarafindan desteklenerek {icretsiz yapilmalidir.
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