KAHRAMANMARAS iLi BETA TALASEMI MUTASYONLARININ
GENETIK HETEROJENITESI

Mehmet Emrah AKSAN

YUKSEK LiSANS TEZi

TIBBi BiYOKIMYA ANABILiM DALI




T.C.
KAHRAMANMARAS SUTCU IMAM UNiVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU

TIBBIi BIiYOKIMYA ANABILIM DALI

KAHRAMANMARAS iLi BETA TALASEMI MUTASYONLARININ
GENETIK HETEROJENITESI

Mehmet Emrah AKSAN

YUKSEK LiSANS

DANISMAN

Prof. Dr. Ergiil Belge KURUTAS

Jiiri Uyesi Jiiri Uyesi

Prof. Dr. Fatma INANC TOLUN Prof. Dr. M. Akif CURUK

KAHRAMANMARAS 2017



Kahramanmaras Siitcii imam Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii 6grencisi Mehmet
Emrah AKSAN tarafindan hazirlanan “Kahramanmaras ili Beta Talasemi Mutasyonlarinin
Genetik Heterojenitesi” adli bu tez, jiirimiz tarafindan 25.05.2017 tarihinde oy birligi ile Tibbi
Biyokimya Anabilim Dalinda Yiiksek Lisans olarak kabul edilmistir.

Prof. Dr. Ergiil Belge KURUTAS

Tibbi Biyokimya A.B.D., K.S.U Tip Fakiiltesi

Prof. Dr. Fatma INANC TOLUN ...

Tibbi Biyokimya A.B.D., K.S.U Tip Fakiiltesi

Prof. Dr. Mehmet Akif CORUK

Tibbi Biyokimya A.B.D., Cukurova Univiversitesi, Tip Fakiiltesi

Yukaridaki imzalarin ad1 gegen 6gretim iiyelerine ait oldugunu onaylarim.

Do¢.Dr. Mehmet BOSNAK

Saglik Bilimleri Enstitiisii Miidiir



TEZ BIiLDiRiMi

Tez i¢indeki biitiin bilgilerin etik davranis ve akademik kurallar cercevesinde elde
edilerek sunuldugunu, ayrica tez yazim kurallarina uygun olarak hazirlanan bu ¢aligmada

orijinal olmayan her tiirlii kaynaga eksiksiz atif yapildigini bildiririm.

Mehmet Emrah AKSAN

Bu ¢alisma Kahramanmaras Siit¢ii Imam Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri (Bap)

Koordinasyon Birimi Baskanligi tarafindan desteklenmistir.

Proje N0:2015-1/31YLS

Not: Bu tezde kullanilan 6zgiin ve baska kaynaktan yapilan bildirislerin, ¢izelge, sekil ve
fotograflarin kaynak gosterilmeden kullanimi, 5846 sayil1 Fikir ve Sanat Eserleri Kanunundaki

hiikiimlere tabidir.



ONSOZ ve TESEKKUR

Egitimim siiresi boyunca her tiirlii bilgi ve tecriibelerinden yararlandigim, tezimin her
asamasinda ilgi ve destegini aldigim ve fikirlerinden faydalandigim saygideger danigman

hocam Prof. Dr.Ergiil BELGE KURUTAS a,

Tezimin sonuglarinin degerlendirilmesinde yardimci olan Cukurova Universitesi, Tip
Fakiiltesi T1bbi Biyokimya Anabilim Dal1 Ogretim Uyesi Prof. Dr. Mehmet Akif CURUK e
egitimim sirasinda ilgi ve yardimlarini esirgemeyen Kahramanmaras Siit¢ii imam Universitesi,

Tip Fakiiltesi, Tibbi Biyokimya Anabilim Dali Bagkan1 ve Ogretim iiyesi hocalarima;

Tez yazimi esnasinda degerli goriis ve Onerilerini paylasan arkadasim Ferudun

KOCER’e, USKIM yonetici ve personellerine,

Beni bu giinlere getiren ve hayatimin her alaninda maddi ve manevi yardimlarini benden
esirgemeyen degerli aileme; Sevincimi, heyecanlarimi ve tiziintiilerimi paylasan bir dmiirliik

esime,

En igten tesekkiirii bir borg bilirim.

May1s-2017 Mehmet Emrah AKSAN



KAHRAMANMARAS iLINDE BETA TALASEMIi MUTASYONLARININ
GENETIK HETEROJENITESI YUKSEK LiSANS TEZi

OZET

Beta talasemi, otozomal resesif gecis gosteren bir hastaliktir. Cesitli iilkelerde ve ayni
tilkenin farkli bolgelerinde dagilim bakimindan heterojenite gostermektedir. Beta talasemide,
B-globin geni iistiinde veya etrafinda meydana gelen mutasyonlar, beta globin zincir yapiminin
azalmasina ya da hi¢ sentez edilmemesine neden olur. Beta talasemi tasiyicilig iilkemizde %2
olarak verilmekte ancak bu oran bazi yorelerimizde %10’a kadar ¢ikmaktadir. IVS-1-110
Tiirkiye’de en siklikla rastlanan B-talasemi mutasyonudur; bunu IVS-1-6, FSC-8, IVSI-1, IVS-
11-745, IVS-11-1, Cd39, -30 ve FSC-5 mutasyonlari takip etmektedir.

Kahramanmaras ilinde daha once beta talasemi tastyiciligi %2,35 olarak bulunmustu.
Bu calismada 14 talasemili hasta ve onlarin ailelerinden toplam 29 kan 6rnegi alindi. Bu
hastalar KSU hastanesinde tedavi edilmekte idi. Hematolojik veriler kan sayimi cihazi ile elde
edildi. HbA2 miktart HPLC yontemi ile belirlendi. On farkli beta talasemi mutasyonu ARMS
yontemi tarandi. Cukurova bolgesinde sik goriilen bu beta talasemi mutasyonlari -30 (T>A),
Cd 8 (-AA), Cd 8/9 (+G), IVS 1-1 (G>A), IVS 1-5 (G>C), IVS 1-6 (T>C), IVS 1-110 (G>A),
Cd 39 ( C>T), IVS 2-1 (G>A), IVS 2-745 (C>G) dir. Ondort hastadan 7 tanesi IVS1-110
mutasyonu i¢in homozigot olarak belirlendi. Hastalardan biri taranan 10 mutasyondan hig¢birine
sahip degildi. Kalan 6 hasta Fsc 8, Fsc 8/9, IVS1-5, IVS1-110 ve IVS2-1 mutasyonu igin
heterozigot idi. Bu alt1 hastanin ikinci kromozomlar1 ARMS yontemi ile belirlenemedi. Bir
hastanin iki kromozomu ve alti hastanin da ikinci kromozomlart DNA dizi analizi ile
belirlenmelidir.

Sonu¢ olarak 28 kromozomun 16 tanesi IVS1-110 olarak belirlendi (%57.14).
Kahramanmaras ilinde IVS1-110 (G>A) nin en yaygin mutasyon oldugu goriildii. Toplam 12
aileden onu birer talasemik ¢ocuga sahip iken iki aile de ¢ift talasemili ¢ocuga sahipti. Bu
yiizden son yillarda Kahramanmaras ilinde Saglik Bakalig1 tarafindan evlilik dncesi tarama ve
genetik danigma hizmeti verilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Beta talasemi, Genetik heterojenite, Mutasyon
Sayfa Sayisi: 86

Damisman: Prof. Dr. Ergiil BELGE KURUTAS



GENETIC HETEROGENEITY OF BETA THALASSEMIA
MUTATIONS IN KAHRAMANMARAS MASTER THESIS

ABSTRACT

Beta thalassaemia is a autosomal recessively transmitted disease. It presents
heterogeneity in terms of distribution at different countries and at different regions of these
countries. Mutations consist over and around B-globin gene cause a decrease of beta globin
production or beta globin completely isn’t synthesized at beta thalassaemia. Beta thalassaemia
trait in our country is given as 2% but at some regions this ratio increase as to 10%. I1VSI-110
IS the most common beta thalassaemia mutation in Turkey, and 1VSI-6, Fsc 8, IVSI-1, IVSII-
745, IVSII-1, Cd39,-30 and Fsc5 mutations follow this.

Beta thalassaemia trait was found as 2.35% in Kahramanmaras, previously. At this
study; 5 ml blood samples was taken from 14 thalassemic patients and their relatives. The
patients were taking care of K.S.U. Hospital at Kahramanmaras. Haematological datas were
obtained by cell blood counter. HbA2 was determined by HPLC. Ten different mutations were
screened by ARMS method. These common beta thalassemia mutations are -30 (T>A), Cd 8 (-
AA), Cd 8/9 (+G), IVS 1-1 (G>A), IVS 1-5 (G>C), IVS 1-6 (T>C), IVS 1-110 (G>A), Cd 39
(C>T), IVS 2-1 (G>A), IVS 2-745 (C>G) in Cukurova region. Seven of the 14 patients were
detected 1VVS1-110 homozygous. One of the patient doesn’t have any of ten mutations. Six
patients were detected as heterozygotes for Fsc 8, Fsc 8/9, IVS1-5, IVS1-110 and 1VS2-1.
Second chromosome of the six patients were not detected by ARMS method. Two chromosome
of one patient and second chromosome of the six patientes have to be analyzed by DNA
sequencing.

As a result; 16 chromosomes were detected as 1VS1-110 in 28 (57.14%). IVS 1-110
(G>A) was seen the most common mutation in Kahramanmaras. While 10 families have only
one thalassemic patient, two families have double thalassemic patient in total 12 family.
Therefore, premarital screening and genetic counselig service has been given by Ministry of
Health in Kahramanmarags recently.

Keywords: Beta thalassaemia, Genetic heterogeneity, Mutation,
Page Number: 86
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1. GIRIS VE AMAC

Talasemi ilk defa 1925’te Thomas Cooley ve Pearl Lee tarafindan, splenomegali ve
karakteristik kemik degisiklikleri olan ¢ocuklarda meydana gelen ciddi bir anemi formu olarak
tanimland1. Ik tanimlanan vakalarin tiimiiniin Akdeniz bdlgesindeki ¢ocuklarda yaymlanmis
olmasi nedeni ile hastalik Yunanca da deniz anlamima gelen “thalassa” sozcligiinden
“thalasseamia” olarak adlandirildi. Daha sonra bu bozukluklarin Akdeniz gevresiiilkeleri ile
siirlt olmadigi, tropikal tlkeleri i¢ine alan genis bir bolgede “diinya talasemi kusagi”

gortldigi ortaya ¢ikmustir (1-2).

Tiim diinyada siklikla goriilmekte olan talasemi, Akdeniz Ulkeleri basta olmak iizere,
Orta Dogu, Orta Asya, Hindistan, Giiney Cin ve Uzak Dogu, Kuzey Afrika kiyilar1 ve Giiney
Amerika'da yaygin olarak goriilmektedir. En yiiksek insidans olarak Kibris (% 14), Sardunya
(% 10.3) ve Giineydogu Asya’da bulundugu bildirilmistir (3).

Ulkemiz acisindan da biiyiik bir saghik sorunu olan talasemi hastaligi, Cavdar ve
Arcasoy tarafindan talasemi sikligini gosteren ¢alismalarina gore ortalama insidansi % 2.1 ve

bazi bolgelerde ise insidansin % 0.6-11.7 arasinda oldugu belirtilmistir (4).

Talasemi hastalig1 a-talasemi ve B-talasemi olarak iki forma ayrilmaktadir. o talasemi
daha ¢ok Uzak Dogu’da goriiliirken, B talasemi Akdeniz {ilkeleri ve Tiirkiye’de yaygindir. -
talasemi diinya genelindeki en yaygin kalitimsal hastaliklar arasinda yer alir. Gliniimiizde 3
talasemiye neden olan molekiiler bozukluklar oldukca iyi bir sekilde incelenmistir. Molekiiler
caligmalar ile 200°den fazla P talasemiye neden olan mutasyon belirlenmistir. Bunlarin cogunu
nokta mutasyonlar1 daha az bir kismini delesyonel mutasyonlar olusturmaktadir. Nokta
mutasyonlart RNA transkripsiyonunun baslamasini, RNA islenmesini ve stabilitesini 6nleyerek
normal globin sentezini onler. Buna karsin ¢cerceve kaymasi ve zincir mutasyonlari translasyonu

bloke ederler (5-6).

Bu genis molekiiler cesitliligin tiimiiniin her toplumda goriilmemesi, mutasyonlarin
etnik gruplara 6zgiin olmasindan kaynaklanmaktadir. Genelde bir toplumda goriilen B-talasemi
mutasyonlarin % 90-95’ini az sayida mutasyon ¢esidi olusturmaktadir. Alel ¢esitliligi Sardunya
adasi, Kibris gibi kiigiik ve izole etnik gruplarda daha da azalmaktadir. Tiirkiye toplumunda 40
dan fazla mutasyon ¢esidi tanimlanmis olup bolgesel farklilik gostermektedir (7,8,9,10).



Bir genin farkli alellerde bulunma durumu ve bu alellerin toplum igerisinde farkli
oranlarda dagilimi nedeniyle, tiire ait grup ig¢inde morfolojik, fizyolojik ve davranig gibi
ozellikleri bakimindan farkli bireyler olusturmaktadir. Her bireye 6zgii olan genselfarkliliklar,
insan genomunu meydana getiren yaklasitk 3.2x109 bp’lik DNA diziliminde goriilen
farkliliklardan kaynaklanmaktadir (11). DNA dizisinde gozlenen bu farkliliklarin, % 90.0” inin1
tek niikleotid polimorfizmleri (SNP’ler) olusturmaktadir. SNP’lerin ¢ogu giliniimiizde bilinen
islevsel etkilere neden olmamakla birlikte, bazit SNP’ler gen ekspresyonunu, kromozom
diizeyindeki yapilanmay1 veya protein islevlerini etkilemektedir (12,13). Calismalarda
belirlenen SNP’ler ve alleller, insan genomu boyunca belli bir diizen igerisindedir.
Arastirmacilar insan genomunda rastgele dagilima sahip olmayan ve gensel hastaliklara sebep
olan, polimorfizm olarak ifade edilen DNA dizi degisikliklerini arastirarak, insan sagliginda
onemli bir yer tutacak olan Ozgilin yaklasim, yontem ve uygulamalar gelistirmektedir

(11,14,15,16).

Insan genomundaki bu gensel degisiklikleri olusturan bolgeler; restriksiyon parca
uzunluk polimorfizmleri (RFLP’ler), degisen ¢ok sayida tekrar bolgeleri (VNTR'’ lar), kisa
tekrar bolgeleri (STR’ler) gibi insan genomundaki ¢esitli tekrar bolgelerinden olugmaktadir
(17). Insan genomu boyunca belirlenen polimorfizmlerin bir kismu gen iiriinlerinde yapisal ve
islevsel bozukluklara neden olarak fenotipi etkilemekte, diger bir kisim polimorfizmler ise,
sessiz kalarak gen diizeyinde ¢esitlilige neden olup, fenotip lizerinde herhangi bir belirgin sonug
ortaya koymamaktadir. Genom boyunca goézlenen polimorfik bolgeler arasindaki iliskiler,
cesitli gensel ve evrimsel etkenler (crossing-over; karsilikli parca degisimi, mutation;
mutasyon, gene conversion; karsilikli olmayan parga degisimi) arasindaki tarihsel iliskiler ve
toplumlardaki biyolojik siire¢lerden (genetic drift; genetik siiriiklenme, gene flow; gen akisi ve
natural selection; dogal secilim v.b.) etkilenmektedir. Niifus hareketleri ve toplumsal biyolojik
stiregleri etkileyen faktorler incelendiginde, bu verilerden elde edilen bilgiler 15181nda, ¢alisilan
genom bolgesine 0zgli istatistiksel ve molekiilsel sonuglar elde edilmektedir (18). Farkli
toplumlarda goézlenen beta talasemi mutasyonlarina sahip olgularda, istatistiksel testlerle
degerlendirilen ¢esitli molekiiler yontemler (RFLP, SNP, DNA dizi analizi vb.) kullanilarak,
beta globin gen mutasyonlarinin iliskili oldugu haplotip (haplotype) odaklar1 ve bu
mutasyonlarin yayilimi ile ilgili farkli hipotezlere dayali goriisler ortaya konulmustur. Bu
caligmalardan elde edilen verilere gore, beta globin gen ailesi i¢inde ayrilan 5° bolgesinin
SNP’ler agisindan daha kararli bir yapida oldugu gosterilmistir. Diger taraftan 3’ bolgesinin ise,

daha fazla rekombinasyona agik oldugu ortaya konulmustur (19). Beta globin gen ailesi



icerisinde yer alan 5’ ve 3’ haplotipleri arasinda ise, yaklasik 9.1 kb uzunlugundaki bolge
rekombinasyon agisindan sicak boélge (recombination hot-spot region) olarak tanimlanmuistir.
Bu bolgenin, beta globin geni icerisinde yeniden diizenlenerek, yapilanmanin en yogun olarak
g6zlendigi ve genom boyunca rastgele olmayan iliskilere (non-random associations) sahip
oldugu belirlenmistir (20). Sicak bolgede gozlenen yiiksek derecedeki yeniden yapilanma, 5°
ve 3’ haplotipleri arasindaki iliskiyi bozmaktadir (20-22).

Tiirkiye’de ve tiim diinyada ciddi bir saglik sorunu olan talaseminin ailelere ve topluma
maddi ve manevi zararinin ¢ok biiyiik olmasi, hastaligin anlagilmas1 ve tedavi yontemlerinin
bulunmasini zorunlu kilmistir. Bizim bu ¢alismamizin amac1 Kahramanmaras ilinde bulunan 3
talasemi hastalarinin genetik heterojenitelerini arastirarak prenatal tani i¢in riskli ¢iftlere faydali

olmak ve bu alanda yapilacak ikincil ¢alismalar i¢in temel teskil etmesi amaglanmustir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Hemoglobin Yap1 ve Islevi

Hemoglobin (Hb), eritrositler i¢inde oksijen baglayici bir grup olarak bulunan hem
molekiiliine, 64.400 Da (dalton) agirliginda dort globin zincirleri kovalent olarak bagli olan
tetramerik yapiya sahip, hiicre ve dokulara oksijen tasimada islev goéren bir metaloproteindir.
Her bir eritrosit hiicresinde 300 milyon kadar hemoglobin molekiilii bulundugu bildirilmistir
(Sekil 2. 1) (23-26).
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Sekil 2. 1 Hemoglobinin genel yapisi

Hemoglobinin yukarida sayilan 6nemli biyolojik rolleri ile birlikte farkli 3 gazla [karbon
dioksit (CO2), karbon monoksit (CO) ve nitrik oksit (NO)] 6zel etkilesimleri bulunmaktadir
(Schechter 2008). Globin zincirlerindeki polipeptitlerinin tetramerindeki bu 4 ferréz demir
atomuna gazlarin geri dontistimlii olarak baglanmasi hemoglobinin Oz, CO ve NO tasimasina
izin verir. CO2 kanda demir atomuna bagli olarak degil, hemoglobinin amino terminal rezidiileri

ile zayif karbomino kompleksi olarak etkilesim yoluyla ¢6ziinmiis olarak taginir (25).

Hemoglobin molekiiliiniin yapisinda yer alan her globin zincirlerine bir tane de hem
plagi baglanmistir. Bu yapi, hemoglobin molekiiliine oksijen baglanmasini saglar ve kanin
kirmizi renkli gériinmesine olanak verir. Hem grubu, ferrdz (Fe*?) seklinde demir atomu ve

protoporfirin halka sisteminden olugsmaktadir (27).

Hem, bir protoporfirin IX ve iki degerlikli demir (Fe*?) kompleksidir. Merkezinde Fe*?
atomu olan Meten kopriileri ile birbirine baglanan dort pirol halkasindan meydana gelir (Sekil

2. 2). Hem igindeki demir atomlar1 O2’i baglayarak taginmasini saglar (26,28,29).



Sekil 2. 2 Hem molekiil yapisi
Degisik hemoglobinler i¢in globin zincirleri farklidir. Bu farkliliklar; a, B, vy, 0, € ve C

olarak ifade edilir. Hb’ lerin tiimii, her bir globin zincirine bir hemin baglandig: farkl ikiser ¢ift
globin zincirinden olusan, bir tetramerik yapiya sahiptir (30-31). Saglikli normal eriskinlerde;
HbA (a2p2), HbA2 (0252) ve HbF (fetal Hb, a2y2) yapisinda goriiliir. Embriyonik donemde;
Hb portland (£2y2), Hb Gower 1 (£2€2), Hb Gower 2 (02¢2) yapisindan olusur (30,32). y
zincirinin 136. aminoasit pozisyonunda glisin ve alanin bulunmasina gore iki farkli fetal Hb
mevcuttur. y glisin (Gy) ve y alanin (Ay) zincirlerinin gen lokuslar1 da ayridir (31). Gelisimin

farkli evrelerinde, farkli tipte hemoglobinler yapilmaktadir (1).

Hemoglobin molekiilii, tetramerik ve allosterik 6zellik tasiyan yapisi, fizyolojik islevin
gerceklestirilmesinde 6nemli bir rol oynamaktadir. Hemoglobin molekiiliiniin % 96’si1
olusturan globinlerin ii¢ boyutlu yapilarinda, Van der Walls baglar1 olmakla birlikte, yapidaki
polar 6zellikte bulunan amino asit gruplar1 dis yiizeyde, non-polar yan gruplar ise i¢ yiizeyde
bulunmaktadir. Hemoglobin molekiilii oksijen ile allosterik etkilesimini saglamaktadir.
Hemoglobin molekiiliiniin ii¢ boyutlu yapisinin aydinlatilmasi 1960 yillarin baslarinda Perutz
ve arkadaglar1 tarafindan X 1sin1 kristallografisi yontemi ile belirlenmistir (23-25).
Hemoglobinin, oksihemoglobin ve deoksihemoglobin durumu i¢in birer tane olmak tizere iki
farkli dordiinciil (quaterner) yapist bulunmaktadir. Hemoglobin molekiilii bir yapidan diger
yapiya, ¢cogunlukla farkli hemoglobin altbirimleri arasindaki etkilesimlerin katildig1 bazi amino
asit rezidiilerinin hareketleri ile ge¢mektedir. Dolayisiyla, globin zincirleri arasindaki
baglantilarda, 1-2 ya da 1-2 arasinda olanlar sayica az olup 6nemsiz iken, en énemli bag 1-2
arasinda olan bagdir. Ayrica farkli globin zincirleri arasindaki baglanti uzakligi, benzer globin
zincirlerinden daha biiyilik oldugu i¢in farkli globin zincirleri arasindaki baglar daha giigliidiir
(33-34).



Hemoglobin molekiiliiniin ii¢ boyutlu yapisi, ‘‘oksijenizasyon’’ ve ‘‘deoksijenizasyon’’
durumu tarafindan etkilenmektedir. Hemoglobin molekiilii oksijen bagladigi zaman ii¢ boyutlu
yapisinda gevseme (relaxed) olugsmakta ve alt birimler birbirleri iizerinden hareket ederek
donme hareketleri meydana gelmektedir. Oksihemoglobin durumunda, demir atomunun
pozisyonu dolayisiyla, 1-2’de 1 A° yakinlasma, 7 A° donme hareketi olusmaktadir.
Oksijenizasyon durumunda, iki globin zincirinin hem gruplariin demir atomlar1 arasindaki
mesafe onemli derecede degismez iken, globin zincirleri arasindaki mesafe azalir (33). Globin
zincirleri arasindaki bu tiir etkilesimler ve bu etkilesimler sonucu gergeklesen konformasyonel

degisim, hemoglobin molekiiliiniin oksijene olan ilgisi degisime neden olmaktadir (34-37).

2.2. insan Globin Gen Aileleri

Organizmada, embriyonik, fotal ve yetiskin yasam boyunca her bir gelisimsel adimda,
degisen oksijen ihtiyacina gore ve benzeri globin genlerinin es glidiimlii bigimde ekspresyonu
ile sonuglanan, yasam evrelerine 6zgiin farkli hemoglobin tipleri sentez edilmektedir (38).
Hemoglobin yapimi ile ilgili genler, yasamin farkli evrelerinde etkinlesmekte ya da
baskilanarak etkinliklerini kaybetmektedirler. Bu baglamda, yetiskin ve fotal yasamda globin
zincirleri; (HbA, o2B2), (HbA2, 0282), (HbF, azy2) globin zincirleri ile biitlinlesik bigimde
bulunmaktadir. Embriyonik yasamda ise, a-globin benzeri genlerin zincirler olan globin
zincirleri ile Hb Portland, (2y2) ve Hb Gower I, ((2¢2) globin zincirleri, ayrica globin zincirleri
ile globin zincirleri (Hb Gower Il, aze2) bir arada bulunmaktadir. Bu genler, bireylerin
gelisimsel asamalarina bagimli olarak farkli sekilde ifade edilmektedir (Sekil 2.1) (39-40).

Alfa () ve beta (B) globin gen aileleri, iki farkli kromozomda yer almaktadir. insan o-
gen ailesi, yaklasik 30 kb uzunlugunda olup, 16. kromozomun kisa kolunda (16p 13.3)
bulunmakta ve 141 amino asit kodlamaktadir. Insan o-gen ailesi ii¢ islevsel gen ({, oz, 01, 0),
{i¢ etkin olmaya gen (pseudogene, ¥¢, Wai, Woz) igermektedir. Insan B-gen ailesi ise, yaklasik
70 kb uzunlugunda 11. kromozomun kisa kolunda (11p 15.5) yer almakta, 146 amino asit
kodlamaktadir.

Bu gen ailesi ise, bes etkin gen (e, Gy, Ay, & ve B) ve bir etkin olmayan genden
(pseudogene, ¥P) olusmaktadir. Fotal hemoglobin, heterojen bir yapiya sahip olup iki
farkliglobin zincirinden meydana gelmektedir. Gama (y) globin zincirinin 136. pozisyonunda,
glisin amino asit bilesimi yer aliyorsa G, alanin amino asit bilesimi yer aliyorsa A globin zinciri

olusmaktadir (Sekil 2.1).



Gelisimsel siire¢ boyunca, zamana bagli olarak farkli hemoglobin tiirlerinin ifade
edilmesi, ‘‘hemoglobin swicthing’’ olarak ifade edilen olayla gergeklesmektedir. (41-42). Alfa
(o) ve beta (B)globin gen ailesi, eritroid dokuya 6zgii gen ekspresyonun baglamasi i¢in 6zgiin
promotor bolgeler ile etkilesebilen ve her bir genin gelisimsel diizenlenmesini kontrol eden
diizenleyici (regulators) elementler icermektedir. Bu eclementler, globin genlerinin
transkripsiyonunun gelisimsel siireclerine bagl olarak diizenlenmesinde, dokuya 6zgiin kararl
bir yapiya sahip olan, DNase-HS (hypersensitive) bolgelerinde yer almaktadir. Bu bolgeler a-
globin gen ailesi i¢in, bir -HS 40 (veya -MRE) dizisi, B-globin gen ailesi igin ise beta geni
kontrol bolgesi (LCR; locus control region) iginde yer alan bes HS (HS1, HS2, HS3, HS4, HS5)
diziden olusmaktadir (43). Bu dizilerin her biri, transkripsiyonu etkinlestirici (activators) veya
engelleyici (repressors) molekiiller i¢in baglanma bolgesi olarak yer alan kisa motifler olarak
diizenlenmislerdir. Fakli hemoglobin tiirlerinin zamana bagli ekspresyonunun molekiilsel
mekanizmasi, her bir globin gen ailesi i¢inde yer alan globin genlerinin birbirinden bagimsiz
olarak diizenlenmesini saglayan, globin genlerinin diizenleyici bolgelerde bulunan elementlerle
farkli derecelerde etkilesimleri ile gerceklesmektedir (Sekil 2. 3) (39,44-48). Yapilan cesitli
aragtirmalar ile f6tal ve erigkin beta benzeri globin genlerinin gelisimsel asamalara 6zgiin farkl
ekspresyonunun, LCR bdlgesinin iist kisminda yer alan dizilerde, ilgili genlerin proksimal
promotorlar1 arasindaki yarismali etkilesim tiriinleri ile olusabilecegi diistiniilmektedir (43,49-
51).
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Sekil 2. 3 Alfa ve beta globin gen aile yapilar1 ve globin genlerinin zamansal gelisim Siireci



2.3. Beta Globin Gen Ailesi

Insan globin gen ailesi yaklasik 70 kb uzunlugunda bulunan ve 11. kromozomda yer
alan (11p 15.5), biitlin insan lokuslar1 arasinda en yogun olarak calisilan gen grubudur. Beta
globin gen ailesi, embriyonik yasamda eksprese edilen € globin geni, fotal yasamda eksprese
edilen G ve A globin genleri, eriskin yasamda eksprese edilen ve globin genleri olmak tizere
bes aktif gen ve olarak ifade edilen bir etkin olmayan genden olugmaktadir. Beta globin gen
ailesinin bir iiriinii olan -globin, eriskin hemoglobin yapisinda (HbA, a2f32) bulunur iken, diger
beta globin gen ailesi lirlinleri € ve y- globin olarak embriyonik ve fotal hemoglobin tiirlerinin

bir {iyesi olarak gelisim boyunca eksprese edilmektedir (52-53).

Beta globin gen ailesi yapisi igerisinde yer alan her bir beta-benzeri gen; ii¢ ekzon ve iki
intron bolgesinden olusmaktadir (Sekil 2. 4). Beta globin gen ailesi igerisinde yer alan B-benzeri
globin genlerinin gelisimini ve yetiskin yasam boyunca dokuya 6zgiin ekspresyonunu kontrol
eden beta geni kontrol bolgesi (LCR), yaklasik 20 kb uzunlugunda olup, geninin 6-18 kb
oniinde yer almaktadir (48).
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Sekil 2. 4 Insan beta globin gen ailesi yapisi

2.4, Talasemi Genel Ozellikleri

Talasemi bir yagindan kiigiik cocuklarda solukluk, dalak biiyiimesi, gelisme bozuklugu

ile kendini gosteren daha sonralar1 yiiz kemiklerinde degisimler, demir birikimine bagli olarak



multi organ (kalp, karaciger, pankreas gibi) bozukluklariyla karakterize edilen kalitsal bir
hastaliktir (54).

Diinya niifusunun yaklasik %7“sinin Hb hastaliklar1 agisindan tastyici oldugu ve her yil
300.000-500.000 yeni doganda bu hastaliklarin c¢esitli formlarmin goriildigi tespit
edilmektedir. Sosyo-ekonomik diizeyi diisiik veya orta olan iilkelerde her yil orak hiicre anemili
cocuklarin %50-80’inin 61diigi bildirilirken, Beta talasemi hastalig1 sebebiyle ise diinyada her

y1l 50.000- 100.000 ¢ocugun 6ldiigii bildirilmektedir (55).

2.4.1. Beta Talasemi

B-talasemi, hipokrom-mikrositer, hemolitik anemi ile karakterize ve yasamin
stirdiiriilebilirliginin kan transfiizyonuna bagimli oldugu otozomal resesif gegisli kalitsal bir
hastaliktir. 11. kromozomun kisa kolu tizerinde (11p 15.5) yer alan, B-globin geninde meydana

gelen mutasyon sonucunda -globin zincir yapiminin azalmasi veya yoklugu ile karakterizedir

(1-3).

Beta talasemi, beta globin zincir sentezinin azalmasma (B*) veya yokluguna (B°) neden

olan mutasyonlardan kaynaklanmaktadir (54,56).

Beta talasemi de hastaligin agir klinik formlariyla iligkili olan mutasyonlarin biiytik
delesyonlardan ziyade nokta mutasyonlarinin sorumlu oldugu bilinmektedir. Ozellikle PCR ve
molekiiler tabanli yontemlerin kullanima girmesinden sonra hastalikla ilgili ¢ok sayida
mutasyon tanimlanmaya baslanilmistir. Diinya genelinde 200%iin iizerinde mutasyon

PR

tanimlanmis olup her gecen giin bu mutasyonlarin sayisinin degistigi de bilinmektedir (2).

Beta talasemi olgularinin hem klinik hem de molekiilsel diizeyde yiiksek oranda
cesitlilik gosterdigi bilinmektedir. Bu nedenle gerek mutasyonlar ve gerekse de beta globin gen
ailesi icerisinde yer alan gen bolgeleri ve etkilesen protein faktorleri birgok ¢alismanin temel
amaci olmustur. Bu baglamda her bir mutasyonun etkisi, etki islergesi ve fenotip-genotip

iliskileri, bilimsel ¢evrelerde 6zel 6nem kazanmustir (57-60).

2.4.2. Beta Talaseminin Patofizyolojisi

Kalitsal hemoglobin bozukluklarinin bir grubu olan B talasemiler, B globin zincir
iretiminin azalmig sentezi veya tamamen yokluguyla karakterizedir. a/nona globin sentez
orantnin dengesizligi p talasemi sendromundaki hastaligin siddetini saptamada Onemli
faktordiir. (1).



Beta talasemide normal alfa globin zincir tiretimi normal sekilde devam ederek eritroid
prekiirsorlerde asir1 alfa globin birikimi olusmaktadir. Normal bireylerde B:o oranmi 0,9:1,1
olarak bulunurken beta talaseminin agir formlarinda 0-0,35 oranlarinda bulunmaktadir.
Uretilemeyen beta zinciri yerine gama zincir sentezi ve HbF iiretilmeye ¢alisilir ancak gama
zincirleri ortamdaki tiim alfa zincirlerini baglamada yetersiz kalir ve alfa zincirleri hiicrede
coker. Eritrositlerde hemoglobin alt {initeleri miktar1 artarak oksidasyon ile siiperoksit ve
hidrojen radikalleri gibi serbest oksijen radikalleri, methemoglobinler ve hemikromlar olusur.
Serbest alfa globin zincirleri tetramer yapisi olusturamadigindan kemik iliginde kirmizi hiicre
prekiirsorlerinde Heinz body olarak adlandirilan inkliizyon cisimleri seklinde ¢okerler. Eritroit
prekiirsorlerin intramediiller yikimindan ve bdylece beta talasemilerde gelisen yetersiz
eritropoezden sorumludurlar. Tiim bu olaylar sonucunda gelisen inefektif eritropoez anemiye,
eritropoetinin asir1 liretimine ve kemik iliginin asir1 genislemesine yol acar. Eritropoetik kemik
iligi aktivitesinin artmasi sonucu osteopeni, osteoporoz, kemik hipertrofisi, yiiz ve kafatasi

kemiklerinde deformiteler gibi iskelet anomalileri gzlenir (61).

2.4.3. Beta Talaseminin Molekiiler Patolojisi

Bugiine kadar B globin genini etkileyen ve B talasemi fenotipine neden olan yaklasik
200 farkli molekiiler defekt yaymlanmistir (62). Beta talasemiye neden olan mutasyonlarin
biiyiik bir ¢ogunlugu primer olarak nokta mutasyonudur, digerleri niikleotit eklenmesi veya
delesyonlart igerir (63) Talasemide molekiiler tani i¢in akis semasi Cizelge 2. 1’de verilmistir
(64). PCR temelli teknolojilerin gelisimi ile hizli, kesin ve giivenli sonuglar elde

edilebilmektedir (61).
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Cizelge 2. 1 Talasemi i¢in molekiiler tan1 akis semasi

| Tam kan sayimi + Elektroforez |

MCV fL: >78 <78 Varyant
MCH pg: >27 <27 <27 hemoglobin
HbA <%3
HbA2 >%3,5

Oraklasma testi
HbF

B Talasemi Demir Kantitatif HbF Oraklagsma Oraklasma
Normal tasiyicilgi dizeyi F hiicre dagilimi pozitif negatif

v

Sik mutasyonlar Dusuk Normal | DNA analizi | | HbS | | Dogrulama |
icin DNA analizi ‘ ‘ ¢

Demir a globin OB Talasemi Hb C, D, Diger
Tanimlanmamig eksikligini gen veya HPFH E, O Arab,
mutasyonlarin duzelt analizi Lepore
belirlenmesi ¢ ¢ DNA
analizi
a talasemi B gen
tasivicisi analizi
&+ talasemi
tasiyicihign
Op-talasemi
tastyiciigi

2.4.4. Beta Talasemi Mutasyonlari

Beta talasemiye neden olan ¢ogu mutasyonun beta globin geninin fonksiyonel olarak
onemli bolgelerindeki nokta mutasyonlarla ilgili oldugu tespit edilmistir. Yapilan ¢aligmalar
Beta talasemili hastalarda beta globin geninde 200“den fazla farkli nokta mutasyonu oldugunu

gostermektedir (65).

Nokta mutasyonlar1 beta globin ekspresyonunu 3 farkli kategoride etkilemektedir.

Bunlar:
- Hatal1 beta globin gen transkripsiyonuna yol acan promotor ve 5 UTR mutasyonlari

- mRNA islenmesini etkileyen baglant1 bolgesi ve konsensus dizi mutasyonlari ile

poliadenilasyon ve diger 3’ UTR mutasyonlari

- Anormal mRNA translasyonuna neden olan anlamsiz mutasyonlar, ¢erceve kaymasi
(frameshift) ve baslangic kodonu mutasyonlar1 beta talasemiye neden olan nokta
mutasyonlarina ek olarak daha nadir goriilen biiyiik gen delesyonlart da bildirilmistir.

Talasemilerin en agir formu olan B talasemilerin delesyon, baslangi¢c kodonu mutasyonlari,
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anlamsiz, ¢erceve kaymasi ve 6zellikle de birlestirme bolgesi baglantisindaki mutasyonlardan
kaynaklandigi bilinmektedir. Daha hafif bir talasemi formu olan Beta™ talasemilerin ise
promotor bolgesi (ya CACCC ya da TATA kutusu), poliadenilasyon sinyali ve 5°-3> UTR
bolgelerindeki mutasyonlardan veya splicing anomalililerinden kaynaklandig1 tespit edilmistir
(56).

2.4.5. Promotor ve 5’ UTR bolgelerindeki mutasyonlar

B geninin promotor bélgesinde bulunan konsensus dizilerde olusan mutasyonlar RNA
polimerazin B genine baglanma ve transkripsiyonu baslatma yeteneklerini azaltir, f mRNA
transkripsiyonu % 20-30 arasinda diiser. Bunlarin birgogunda B* talasemiler goriiliir, p globin
zincir sentezi homozigotlarda veya ¢ifte heterozigotlarda talasemi majorii onlemeye yeterlidir,

klinik seyirin hafif oldugu talasemi intermedia fenotipini olustururlar (66).

B-globin geninin 5' yan tarafinda, dizisi korunmus motifler i¢inde (TATA kutusu,

proksimal ve distal CACCC kutusu) veya ¢evresinde tanimlanmis olan mutasyonlardir (1).

Bu bolgede tek baz degisimi ve mindr delesyonlar gibi ¢esitli mutasyonlar bildirilmistir.
Heterozigot durumunda normal veya sinirda eritrosit indeksleri ve HbA2 goriiliir iken; agir BT
allelli birlesik heterozigotta genellikle hafif fenotipte B*-talasemi gorilir. MRNA baslik
bolgesinde (Cap+1 A>C) meydana gelen mutasyonda; transkripsiyonda azalma, basliklanmada
yavaglama ve mRNA kararliliginda bozulma meydana gelir. Sadece homozigot durumda

talasemi tasiyiciligi hematolojik degerlerini gosterir (1,67).

2.4.6. RNA islemlenmesi (processing) ile ilgili mutasyonlar

Esas olarak RNA islenmesi; fonksiyonel mRNA iiretmek icin intronlarin ¢ikarilmasi ve
kodlama bdlgelerinin birlestirilmesinden olugmaktadir. Bu siirecin hassasligi, mevcut
intron/ekson sinirlarinin hassas dizilerine dayanir. Bu diziler birlesme bdlgelerindeki oldukga
iyl korunmus degismez diniikleotidler olan 5’ bolgesindeki GT ve 3’ bolgesindeki AG ve

konsensiis dizileridir (1).

2.4.7. Splice bolgesi ve consensus dizi mutasyonlari

Degismez diniikleotid (5’-GT ve 3’-AG) mutasyonlar1 normal splicing ortadan kaldirir
ve p’-talasemiye neden olur. Simdiye kadar degismeyen diniikleotidleri iceren 24 mutasyon
tespit edilmistir. mRNA’ daki diger gizli splice bolgeler, alternatif splice i¢in kullanilir ancak
mis-spliced (hatali yerlesimli) mRNA ile fonksiyonel B-globini iiretilemez. Normal splicing

etkinligi, splice bdlgesinin hemen bitisigindeki konsensiis dizilerinde meydana gelecek
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mutasyonlarla azaltilabilir. B-globin iiretiminde azalma olduk¢a degiskendir ve hafif / siddetli
fenotiple sonuglanir. Ornegin; IVS-1-5 (G—C, G—T, G—A) mutasyonunda B-globin
sentezinde belirgin bir azalma olugturdugundan agir B*-talasemi fenotipine neden olur. Halbuki
Akdeniz bolgesinde olduk¢a yaygin olan IVS-1-6 (T—C) mutasyonu, splicing etkinligi hafif
etkiler ve hafif B*-talasemi klinik tablosu goriiliir (68).

Intron I ve intron II’nin baslangic ve bitis yerlerindeki dondr ve akseptor diniikleotidleri
GT ve AG’yi kapsayan mutasyonlar RNA processing’i sasirtict bicimde bozabilir. Bu
niikleotidlerdeki degisimler RNA splicing’i biitliniiyle bozar ve olusan mRNA B -globin sentezi

icin kullanigsizdir; sonugta ° talasemi fenotipi olusur (68).

Bu grup, intronlarin 5' donor ya da 3' akseptor splice birlesmelerindeki ya da birlesme
cergevelerindeki konsensus dizilerinde olusan mutasyonlarini igerir. 5' intron dondr bdlgesinde
korunmus GT ve 3' intron akseptdr bolgesinde AG diniikleotidlerinin kritik olan yapisi
nedeniyle, bu diniikleotidlerdeki mutasyonlar normal splicing olusumunu engeller. Normal
akseptor yerinin inaktivasyonu, RNA prekiirsoriinde baska bir yerde, diger akseptor benzeri
dizilerin kullanimma yardimci olur. Bu alternatif yerler, dogru yer oldugunda splicing
tarafindan normal olarak kullanilmaz ve “cryptic splice sites” olarak adlandirilir. Kriptik veya
akseptor bolgeler ekzonlar veya intronlar iginde bulunabilir ve tek baslarina kullanilabilecegi
gibi diger kriptik bolgelerle veya normal splice bolgeleriyle yarisa girebilir. IVS 1’in 5.
pozisyonunda G yerine C, T veya A’nin ge¢cmesiyle olusan mutant dondr alan normalle
karsilastirildiginda splicingi biiyiik oranda azaltir. Ciddi B*- talasemiye neden olur. IVS 1’in 6.
pozisyonunda T yerine C’in girmesi normal RNA splicingini hafif olarak etkiler ve hafif p*-
talasemi fenotipine neden olur. IVS 1’in 110. pozisyonundaki G>A degisimi normal B*-
mRNA’nin kiigiik bir miktarinin tiretilebilmesine olanak verir ve ciddi B*- talasemiye neden
olur. IVS 1’in 116. pozisyonundaki T>G degisiminde f-mRNA’nin iiretimi ¢ok az veya hig
yoktur ve B’-talasemi fenotipiyle sonuglanir. IVS 2’nin 745. pozisyonunda C>G baz degisimi
sonucunda bozuk splicing gergeklesir. Normal donér bolgeden normal akseptor bolgeye kadar
splicing degisen miktarlarda meydana gelir ve B*-talasemiden [3°- talasemiye kadar degisebilen

fenotipik yap1 ortaya ¢ikar (69).

Intron ve ekzonlardaki gizli bélge mutasyonlari; Intronlar ve ekzonlar boyunca, intron-
ekson smirlarinda benzer diziler vardir. Normalde “gizli splice bdlgeler” splicing i¢in
kullanilmazlar. Bu dizileri igeren niikleotid degisimlerinin bir kism1 normal alanda gizli bir

bolgeye doniisiir. Bu yeni splice sinyali, splice i¢cin normal konsensiis sekansi ile yarisir ve bazi
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durumlarda, siddetli B* veya B° talasemi fenotipi ile sonuglanir. IVS-1" de iki ve IVS-2" de dort
gizli splice bolge mutasyonlar1 tanimlanmistir. Ekzonlarda bulunan ti¢ gizli splice bolgeler
niikleotid degisiyle aktive olabilir: Birincisi, kodon 10 (C—A), ikincisi, kodon 19 (A—G) ve
ticlinciisii, kodon 24 (T—A), 26 (G—A) veya 27 (G—T)’ deki mutasyonlar tarafindan olusur.
Niikleotid degisimleri, kismen gizli splice bolgeleri aktive ederek, hem normal hem de anormal
spliced B-mRNA ile sonuglanirlar. Kodon 24 (T—A) mutasyonu doniislimii sessizdir ve siddetli
B*talasemi ile iliskilidir. Kodon 19 (Hb Malay), 26 (HbE), ve 27 (Hb Knossos) mutasyonlari
anormal hemoglobin iiretimine neden olur ve normal splice bolgelerinin kullanimindan dolay1

hafif veya sessiz bir talasemi fenotipi ile iliskilidir (68).

Kalitsal kan hastaliklar1 grubu icerisinde yer alan talasemiler, hemoglobin molekiiliiniin
iiretimi siiresince, alfa (o) ve beta () globin zincir sentezlerinde meydana gelen diizenlenme
dengesizliklerine dayali, globin zincir sentez bozuklugu olarak ifade edilmektedir (43). Ilk
talasemi olgusu, major formda 1925 yilinda Dr. Thomas B. Cooley ve Dr. Pearl Lee tarafindan,
Italyan orjinli ¢ocuklarda splenomegali, belirgin kemik degisiklikleri ile iliskili olarak
gdzlenmistir (70). Daha sonra ilk talasemi olgularinin Yunanistan, italya ve Suriye gibi Akdeniz
ilkelerinde bildirilmesi nedeni ile bu vakalara ‘‘Akdeniz Anemisi’’ tanimi verilmistir (71).
Ancak ilerleyen zamanlarda bu tanim birakilarak bu olgular, Yunanca deniz anlamina gelen
““thalassa’ ve anemi (kansizlik) anlamma gelen ‘‘emia’’ kelimesinden kaynak alan
“‘thalassemia’’ olarak ifade edilmistir (60-61). Fakat sonraki yillarda, Cooley ve Lee tarafindan
tanimlanmis olan bu tiir olgularin Akdeniz {iilkeleri ile sinirlandirilmamasit gerektigi, diger
cesitli toplumlarda da oldukg¢a yaygin ve genis Ol¢iide gézlemlenebilen gensel hastaliklardan
biri oldugu bildirilmistir. Talasemiler, etkilenen globin zincir veya zincirlerine gore ifade
edilmektedir. Baslica gozlenen formlar1 a ve B-talasemi olmakla birlikte ve talasemiler olarak

ifade edilen farkli tiirleri de belirlenmistir (73).

2.4.8. Diinyada [ talasemi

Talasemiler i¢inde beta talasemi, diinyada en yaygin olarak goriilen otozomal resesif
gecisli kalitimsal kan hastaliklardan biridir. Beta talasemilerde B-globin zincir sentezindeki
azalma, o/f tiirii globin sentezinde dengesizlige neden olmakta ve bdylece bu oran, 3
talasemi’nin ciddiyetini belirleyen 6nemli faktorlerden birini olusturmaktadir (73-74). Beta
globin iiretimindeki yetersizlik ile sonuglanarak B talasemi’ye neden olan mutasyonlar,
normalden az 3 globin zinciri sentezlenmesi ile olusan ‘B talasemi’” mutasyonlarindan, hi¢ f3
globin zinciri sentezlenmemesi ile olusan *‘B° talasemi’” mutasyonlar1 arasinda degismektedir.

Nadir de olsa baz1 farkliliklar gériilmekle birlikte, B talasemi heterozigotlar hafif hemotolojik
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anormalliklere sahip olup, klinik olarak herhangi bir belirti gostermemekte ve ‘‘talasemi
mindr’’olarak tanimlanmaktadirlar. Beta talasemi homozigot veya ¢ift heterozigotlar ise,
transfiizyon bagimli, klinik ve hematolojik olarak ciddi hastalik tablosuna sahip olmakta,
““talasemi major (TM)”’ ve ‘‘talasemi intermedia (TI)’’ olarak ifade edilmektedirler. TI
hastalar1 hafif ve degisken bir tablo sergilemekle birlikte, diizenli kan transfiizyonu
gerektirmemekte, fakat hepatosplenomegali ve hiicre iskeleti anormalliklerine sahip

olabilmektedirler (75-78).

Ayrica yapilan aragtirmalar sonucunda, heterozigot B talasemili olgular sitmaya kars1
diren¢ sagladigi i¢cin bu mutasyonlarin, sitmanin yaygin olarak goriildiigii Akdeniz iilkeleri,
Orta Dogu, Afrika ve Giiney Dogu Asya gibi toplumlarda, dogal segilim (natural selection) ile
goriilme olasiliginin daha yiiksek olmasi beklenmistir. Boylece heterozigot beta talaseminin,
bireyleri sitmaya karsi gensel olarak korudugu diisiiniilmektedir. Dolayisiyla bir saglik
problemi olan B talasemilere neden olan gelisim siire¢lerinin sitma evrimi ile yakindan iliskili
olabilecegi diistiniilmiistiir. Fakat daha sonralar1 yapilan incelemeler sonucunda beta talasemi
mutasyonunun, ayni zamanda sitma salgini olmayan bolgelerde de goriilmesi, bu 6ngdriiye

kusku ile yaklasilmasit sonucunu dogurmustur (73,79-83).

Beta talasemi olgularinin hem klinik hem de molekiilsel diizeyde yiiksek oranda
cesitlilik gosterdigi bilinmektedir. Bu nedenle gerek mutasyonlar ve gerekse de beta globin gen
ailesi igerisinde yer alan gen bolgeleri ve etkilesen protein faktorleri bir¢ok ¢alismanin temel
amact olmustur. Bu baglamda her bir mutasyonun etkisi, etki islergesi ve fenotip-genotip
iligkileri, bilimsel c¢evrelerde 6zel 6nem kazanmistir (57-60). Giiniimiizde, beta globin
genlerinde beta talasemiye neden olan diinyada yaklasik 300 ve iizeri farkli mutasyon
saptanmustir (84,1,62). Bu mutasyonlarin yaklasik 50 tanesi, Akdeniz iilkelerinde belirlenmistir
(85). Akdeniz iilkelerinde, dogu ve bati kisimlarda, talasemi mutasyonlart farkli sikliklara
sahiptir. Akdeniz iilkelerinde batiya dogru gidildik¢e talasemi sikligi diismektedir. Bu
mutasyonlarin tanimlandigi toplumlardaki kesin mutasyon dagilimlarinin belirlenmesi, genetik
danigma, premarital tarama ve prenatal tanilar i¢in gerekli stratejilerin yorumlanmasinda 6nem
kazanmistir. Farkli toplumlarda, beta talasemiye neden olan beta globin genleri arasindaki
gensel iligkilerin ortaya konulabilmesi, bir¢ok ¢alismanin ana konusu olmustur. Bu ¢alismalar
arasinda, mt-DNA (maternal, anneye ait), Y-kromozom (paternal, babaya ait) incelemeleri ve
beta globin gen ailesi haplotiplerin tanimlanmasi gibi gensel yaklagimlar 6nem tasimaktadir

(87-93)
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2.4.9. Tiirkiye’de p-talasemi

Tiirkiye’de beta talasemi ile ilgili ilk ¢aligmalar Prof. Dr. M. Aksoy tarafindan 1941
yilinda baglamig, 1950’li yillarin sonunda ise bu rahatsizlik, tip arastirmacilarinin dikkatini
ceken 6nemli bir konu olarak goriilmistiir (94). Tiirkiye’de 40’dan fazla sayida beta talasemi
mutasyonlar1 belirlenmis olup, cesitli molekiilsel yontemlerle bu mutasyonlarin, hem
gosterdikleri klinik tablolar hem de mutasyon tiirleri olarak oldukga heterojen bir yapiya sahip
olduklar1 belirlenmistir (95,96,97). Diger Akdeniz iilkelerinden farkli olarak, Tiirkiye’nin Asya
ve Avrupa arasinda koprii gérevi goren cografik yerlesimi nedeni ile tarih boyunca birgok niifus
hareketleri ile karst karsiya kalmasinin gen havuzundaki cesitliligi  olusturdugu
diistiniilmektedir (98). Farkli arastirmacilar tarafindan Tiirkiye’nin farkli bolgelerindeki B
talasemi mutasyon sikliklar1 karsilastirilmis, bolgesel farkliliklar gozlenmekle birlikte, genel
olarak Tiirkiye’de tiim beta talasemi siklig1 % 2.0 olarak tanimlanmistir (97). Tiirkiye’de
talasemi mutasyonlarinin cografik dagilimi incelendiginde, Dogu Anadolu’dan Bati Anadolu’
ya dogru gidildikge mutasyon sayisindaki degisimde azalma goriilmistir (9,95,99-101).
Denizli yoresinde ise talasemi sikligi, farkli aragtirmacilar tarafindan % 2.6 ile % 3.7 arasinda

belirlenmistir (102,90).

Hemoglobinopatiler bir boliimii iilkemizde siklikla gozlenen kalitsal hastaliklar arasinda
yer almaktadir. En yaygin goriilen hemoglobin varyantt HbS dir. Cesitli arastirmalar bu
hastaligin oraninin iilkemizin farkli yorelerinde %0.5—44.2 arasinda degistigini belirtmislerdir.

Bu varyant, yaygin olarak Akdeniz bolgesinde goriilmiistir.

Ayrica HbE %1.6-2.4 HbD %0.2 ve HbC de % 3.9 oraninda rapor edilmistir (104).
Tiirkiye’de P-talasemi, diger Akdeniz iilkelerine oranla daha karmasiktir. B-talasemi riski
tastyan toplumlarda, ayni bolgede birgcok mutasyonun birlikte bulunmasindan dolay1 $-talasemi
hastalarinin biiyiik kismi iki degisik mutasyon tasirlar; bunlar iki es mutasyon tasiyan “gergek
homozigot”lardan farkli olarak “cift heterozigot” olarak adlandirilir. Bu tip mutasyonlarin
genetiginin aydinlatilmasi olduk¢a zordur. PB-talasemi tastyiciligi orami Tirkiye genelinde
yaklagik olarak %2 olmakla birlikte, busay1 Tiirkiye’nin bazi ydrelerinde %10’a kadar
cikmaktadir. Akraba evliliklerinin sikligi ve dogum hizinin yiiksekligi, Tiirkiye’de beklenenin
de lizerinde B-talasemili ¢ocuk dogmasinin nedenidir. Hastalik, hafif klinikli p-talasemi
intermedya ile tranfiizyona bagimli B-talasemi major arasinda seyreden ¢ok genis bir yelpazede
goriilmekle birlikte, Tiirkiye’de B-talasemi major olgular1 agir basmaktadir. Halen Tiirk
toplumunda 30’u askin mutasyon tanimlanmistir. Bu genis molekiiler gesitlilik, hastaliga 6nlem

alma stratejilerini ve programlarini dnemli dlgiide gliglestirmektedir (103).
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2.5. Tam ve Teshisde Molekiiler Yontemler

Talasemi caligmalarinda siklikla kullanilan HPLC ve PCR gibi birgok ydntemler

caligmanini temelini olugturmaktadir.

2.5.1. Yiiksek basinch siv1 kromatografisi(HPLC)

Hemoglobin ve globinlerin ayristirilmast ve miktarlarinin belirlenmesinde kullanilan
yiiksek basingli stvi kromatografisi hizli, glivenilir ve tekrarlanabilir bir yontemdir. Zayif iyon
degistirici kolonlar (anyon ve katyon degistiriciler) Hb'lerin analizinde yaygin olarak
kullanilmaktadir. Hb molekiiliiniin globin zincirleri de HPLC ile ayistirilarak mutasyonun
(zincirdeki amino asit degisikliginin) hangi zincirde oldugunu belirlemektedir. Bu islem

globinlerin hidrofobik 6zelliklerinden faydalanilarak yapilmaktadir.

Yiiksek basin¢li stvi kromotografisi bes 6nemli parcadan meydana gelmistir. Numuneyi
sisteme alan enjektdr, pompa, kolon, dedektdr ve yazicidir. Ayrica hemoglobin ayirimini saglamak
icin sitemin bir de c¢ozeltiye (tampon) gereksinimi vardir. Gliniimiizde bu parcalar bir cihaz
icerisinde toplanarak sadece hemoglobin ve globin zincir analizleri yapacak sekilde degisik
firmalar (Bio-Rad; Variant) tarafindan pazarlanmaktadir. Hemoglobinopatiler igin 6zel olarak
hazirlanmis bu sistemlerin kullanimi ¢ok kolaydir. Bir cihaz, kolon ve ¢6zeltileri degistirilerek Hb
ve globin analizlerini kisa siirede yapmaktadir. Bir tarama merkezinde kan sayim ve HPLC
cihazlarim birlikte bulundurularak sistematik bir tarama yapilabilir. Bu iki cihaza sahip olan bir
merkez tek bir teknisyen ile giinde pek ¢ok ornegi analiz edebilir. Bu olanaktan yoksun olan
merkezlerde calisanlar mikroskopla kirmizi hiicre sayip, Hb ve Hct dlgiimlerini yaptiktan sonar
MCV ve MCH degerleri hesaplamak zorundadir. Ayrica yukarida bahsettigimiz sekilde Hb
elektroforezi, HbA> ve HbF oGl¢iimlerini de yapmak igin daha fazla sayida insan, kimyasal madde

ve zamana gereksinim duyulmaktadir.

2.5.2. Hematolojik Endeks

Hastalara ait hematojik parametreler kan sayim cihazi ile 6l¢iiliir. Bu dl¢timlerde kirmizi
kan hiicrelerinin biiytlikliigli, hacmi ve ihtiva ettikleri hemoglobin miktarini belirtilir. Kirmizi
kan hiicrelerinin biiylikliigli hacmi ve iglerindeki hemoglobin miktar1 azalir veya diiserse
bireyin talasemi tasiyicist olabilecegi diisiiniiliir. Normal bireylerde siklikla kaydedilen

hematolojik gdstergeler Cizelge 1. 1’de verilmistir.
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Cizelge 1. 1. Hematolojik degerlendirmede kullanilan sinir degerler

RBC 10%2/L 4,1-51
Hgb g/dL 12,3-15,3
Hct % 36,0-50,0
MCV 80,0-96,1
MCH pg 27,5-33,2
MCHC g/dL 33,4-35,2
Hgb Elektroforezi HbA
HbA: % 2,5-35
HbF % <1,0

Yoremizde yaygin olarak goriilen demir eksikligi anemisi ve talaseminin
karsilastirilmasinda Cizelge 1. 2’de tablodan yararlanilmistir. Ayrica demir eksikligi ve
talaseminin ayirici tanisinda Acarsoy ve arkadaglart (2003) tarafindan Cizelge 1. 3’ de verilen

kriterlerden yararlanilmistir.

Cizelge 1. 2. Talasemi tasiyiciligi ve demir eksikligi anemisinin karsilastirilmasi

Hct (%) 35-40 30-35 <30 37-40 32-40
MCV Normal 75-85 70-85 75-85 <75

HbA: Normal Normal Diisiik Normal Genellikle artmis
HbF Normal Normal Normal Artabilir Artabilir
Ferritin Diistik Diistik Diistik Normal Normal

Hb: Hemoglobin, Hct: Hematokrit, MCV: Mean Corpuscular Volume

Cizelge 1. 3. Demir eksikligi ve talaseminin ayirici tanisi

MCV <80 fL <80 fL
MCH <27 pg <27 pg
RDW Normal Artmis
Mentzer indeksi (MCV/RBC) <13 >13
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2.5.3. PCR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu)

PCR, hedef DNA fragmanlariin milyonlarca veya daha fazla kopyasin iireten, birkag
adim biiyiikliigiindeki hedef DNA'nin amplifikasyonu igin kullanilan bir molekiiler tekniktir.
Bir PCR'de 25-45 devir boyunca tekrarlanan farkli sicakliklarda ti¢ ana adim vardir. Cift
sarmall1 hedef DNA, 1s1yla denatiire edilir (denatiirasyon adimi), hedef segmenti tamamlayan
iki primer diisiik sicaklikta tavlanir (annealing basamagi) ve tavlanmig primerler daha sonra bir
DNA Polimeraz ile bir ara sicakliga uzatilir. Teorik olarak, her bir dongiide hedef kopya sayis1

ikiye katlanir.

Primerler: Primer kalitesi, basarili multipleks PCR igin kritik bir fakt6rdiir, bu nedenle
Multipleks PCR PreMiksi standart kalite primer ¢iftleri ile basarili ¢oklu PCR gerceklestirmek
iizere tasarlanmalidir. Tim primer c¢iftlerinin 6zgilliigli, bir multipleks PCR testinde

birlestirilmeden 6nce tek PCR reaksiyonlarinda test edilmeli ve dogrulanmalidir.

Primer tasarimi: Primer tasarim, basarili multipleks PCR reaksiyonlari i¢in kritik
oneme sahiptir. Tiim primerler genellikle 24-35 niikleotid uzunlugunda ve ideal olarak 5 © C'de

bir Tm deger araligina sahiptir.

Anneal sicakligi: Miltipleks PCR i¢in tavlama sicakligi, bilesen astar c¢iftlerinin en
yiksek Tm degerini kullanarak se¢ilmelidir. Bu multipleks PCR reaksiyonunda spesifik

olmayan bantlar1 azaltir.

Primer molar konsantrasyon: PCR reaksiyonu sirasinda mevcut olan DNA
primerlerinin miktar: sonuclar etkiler. Cok yiiksek primer konsantrasyonlar:1 ¢coklu tepkimeyi
engelleyebilir, ancak ¢ok diisiik miktarlar yeterli olmayabilir. Reaksiyon basina nihai primer

konsantrasyonunun 1- 5 pmol olmasini dnerilir.

Agaroz jel analizi: Agaroz jel elektroforezi DNA'y1 ayirmanin ve analiz etmenin en
kolay ve en yaygin yoludur. Asagidaki grafik ¢esitli ebattaki DNA parcalarini ayirmak igin

Onerilen agaroz konsantrasyonlarini géstermektedir (Cizelge 1. 4).

Cizelge 1. 4. Verimli PCR iriin aralig1 ve agaroz jel yiizdeleri

200 bp- 2 kb 1.2- 1.5%
100 bp- 1 kb 1.5-962
80 bp- 500 bp %2,5- 3%
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3. GEREC VE YONTEM
3.1. Kullanilan Araclar ve Kimyasallarin Temini

Bu calismada, kullanilan cihaz ve ekipmanlarin 6zellikleri ile marka/model bilgileri

Cizelge 3. 1°de verilmistir. Ayrica ¢alisma kapsaminda kimyasal ve diger sarflar kullanilmistir.

Cizelge 3. 1. Calismada kullanilan cihazlar ve marka/modelleri

Buz Dolabi Arcelik

Calkalayica IKA-SCHUTTLER MTS2
Etiiv Binder

Fotograf makinesi Poloroid Gel Cam, Sony Digital
Gii¢ Kaynag Edit on line

Jel elektroforez cihazi Sigma-Aldrich

Manyetik Karistiric IKA Labortechnic

Mikro Santrifiij Hettich Mikro 22R
Mikrodalga firin Arcelik

Otomatik pipet Volac (50,100uL)

Otomatik pipet (Eppendorf (1-20iL)

pH metre Lab Star

Santrifiij MSE Mistral 1000
Spektrofotometre Thermo Electron Coparation
Tarayici Hp Scanjet 2400

Terazi Scaltec

Thermal Cycler Eppendorf Mastercycler Personal PCR
Transluminator Vilber Lourmat

Vortex Heidolph Reax

3.2. Hematolojik Yontemler

3.2.1. Kan érneklerinin alinmasi ve kan sayim

Kan 6rnekleri Kahramanmaras Siitcii Imam Universitesi Arastirma Hastanesi Cocuk
Hematoloji Kliniginde tedavi goren hasta ve ailelerinden alinmistir. EDTA igeren toplama
tiiplerine alinan kanlarin sayimi yapildiktan sonra Hb varyantlar1 HPLC ile analiz edilmistir.

Mutasyon analizi i¢in beyaz kan hiicrelerinden DNA izole edilmistir.
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3.2.2. Hemolizat hazirlanmasi

Kanlar ii¢ kez serum fizyolojik ile yikanarak 2400 rpm'de 10 dak santrifiij edilmistir.
Cokelen hiicre hacmi kadar su ilave edilerek 5 dakika iyice ¢alkalandiktan sonra 3000 rpm'de
10 dakika santrifiij edilmistir. Hemolizat olarak bilinen ist faz HPLC analizlerinde

kullanilmastir.

3.2.3. Yiiksek basingh sivi kromatografisi(HPLC)

Hemoglobin ve globinlerin ayristirilmasi ve miktarlarinin belirlenmesinde kullanilan
yiiksek basingli sivi kromatografisi hizli, giivenilir ve tekrarlanabilir bir yontemdir. Yiiksek
basingl sivi kromotografisi bes onemli parcadan meydana gelmistir. Numuneyi sisteme alan

enjektor, pompa, kolon, dedektor ve yazicidir.
HPLC cihaz1 Agilent 1100
HPLC Kolonu: Poly CAT katyon degistirici (3.54CT 0315, 3uL 100)
HPLC de kullanilan ¢6zeltiler
Mobil Faz A: 20 mM Bis Tris, 100 mg KCN pH 6.2
Maobil Faz B 20 mM Bis Tris, 200 mM NaCl pH 6.5

3.3. Molekiiler Tan1 Yontemleri

Talaseminin molekiiler tanisinda ARMS, RFLP ve DNA dizi analiz yontemleri
kullanilmaktadir. Bu analizler i¢in dncelikle genomik DNA’nin izolasyonu gereklidir.
%?2 lik Jelin Hazirlanmasi: Agaroz (1g) ve NuSieve (1g) 100 mL 1x TBE

Tamponui¢inde mikrodalga firinda eritilerek hazirlanmustir.

Yiikleme Tamponunun Hazirlanmasi: %0.25 Brom Fenol Mavisi ve %40

Sukrozolacak sekilde 1x TBE tamponunda hazirlanmistir.

pH:8, Tris Borat EDTA (TBE) Tamponunun Hazirlanmasi: Tris Baz (54Q)
Borikasit (27.5 g) ve 2.5 gr EDTA 900 mL saf suda ¢oziilmiistiir. pH 8’e ayarlandiktansonra

hacmi 1000 mL saf su ile tamamlanmustir.

Etidyum Bromiir Cozeltisinin Hazirlanmasi: EtBr Sug/mL olacak sekilde saf suda

eritilmistir.
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3.3.1. Genomik DNA izolasyonu
Bu ¢alismada genomik DNA izolasyonu i¢in Bioneer markasi AcCuPrep® Genomic
DNA Extraction Kiti kullanilmistir. Prosediir firmanin onerdigi sekilde asagidaki gibi

uygulanmistir. Kit iceriginde bulunan malzemeler Cizelge 3. 2’ de verilmistir.

Cizelge 3. 2 Kit igeriginde bulunan malzemeler

Proteinaz K, liyofilize 25 mg X 2 sise
Doku Liziz Tamponu (TL) 25 mL
Baglama Tamponu (GC) 25 mL
Yikama Tamponu 1 (W1) 40 mL
Yikama Tamponu 2 (w2) 20 mL
Eliisyon Tamponu (EL) 30 mL
Baglayici kolon tiipleri 100

2 mL tiipler (filtreleme icin) 100

1.5 mL tiipler (eliisyon i¢in) 100

Gerekli ek malzemeler;

e Masa iistii santrifiijii, 10000 xg (13,000 rpm)
e Inkiibatér, termal blok veya su banyosu

e Sterilize pipet ucu

e Vorteks

e Saf etanol

e Saf isopropil alkol

e 1.5 mL tiip (lizat hazirlanmasi i¢in)

e Fosfat tamponu tuzu

Baslamadan once yapilanlar;

Proteinaz K 1.25 mL niikleazsiz ultra saf suda ¢oziildii.
Yikama Tamponu 1 (W1) 30 mL saf etanol ile seyreltildi.
Yikama Tamponu 2 (W2) 80 mL saf etanol ile seyreltildi.

Ll

Eliisyon Tamponu (EL) 60 °C sicakliga getirildi.
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Deney protokolii olarak kullanilan metot Sekil 3. 1°de is akis1 sematik gdsterimi (tam

kan igin) verilmistir.

1) Tam Kan (200 6) 8,000 rpm hizda
pL) 1.5 mLIik tiipe 1 dk sentrifiij
koyuldu edildi.

7) Yikama tamponu
1 ve 2 eklendi

2) Baglama 5) Hazirlanan
tamponu (GC) ve Karisim baglama 8) Tekrar 8,000 rpm

Proteinaz K kolon tiipiine hizda legili dsientrlfuj

eklendi. aktarildi

3) 10 dakika inkiibe . 4)100 pLL 9) Eliisyon tamponu
edildi. Izopropanol eklendi (EL) eklendi

Sekil 3. 1 Genomik DNA izolasyonu sematik gosterimi

3.3.1.1. Tam kandan DNA izolasyon uygulamasi

1. Temiz bir 1.5 ml tiipe 20 ul Proteinaz K eklendi.

2. 200 pl tam kani Proteinaz K igeren tiip ilizerine uygulayin. Numune hacmi 200 pl'den
diisiikse toplam hacmi 200 pl yapmak i¢in PBS eklendi.

3. Ornege 200 pl Baglama tamponu (GC) ekleyin ve hemen Vorteks karistiriciyla
karistirin. Azami liz6z verimliligini elde etmek i¢in numuneyi tamamen tekrar siispanse
etmeye 0zen gosterildi.

4. 60 ° C'de 10 dakika inkiibe edildi.

5. 100 pl izopropanol ilave edin ve pipetle iyice karistirildi. Bu adimdan sonra, damlalarin
kapagin altina yapismasini saglamak i¢in kisaca asagi dogru dondiiriildii. DNA verimini
azaltabilecegi i¢in vorteks yapilmadi.

6. Pargaciklari, kapak islanmadan baglayici siitun tiiplinlin iist haznesine dikkatlice
aktarildi (2 ml tiip i¢ine oturtun).

7. Tip kapatilarak ve 1 dakika 8,000 devirde (6,000 g) santrifiijlendi.
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Santrifiij islemi sirasinda aerosol olusumunu 6nlemek i¢in her baglayici siitun tiipiini
kapatmamiz gerekir. Lizat, santrifiijden sonra siitundan tamamen gegmezse, cilt siitunu tiipii

bosalana kadar tekrar yiiksek bir hizda (> 10,000 rpm) santrifiijlendi.

8. Tiip acilarak ve baglayici siitun tiipiini, filtreleme i¢in yeni bir 2 ml'lik tiipe (verilen)
aktarildi.

9. Kapak 1slanmadan 500 pl yikama tamponu 1 (W1) ilave edildi, tiipli kapatarak ve 1
dakika siireyle 8.000 devirde (6.000 g) santrifiijlendi.

10. Tiip acilarak ve ¢ozeltiyi 2 ml tiipten bir bosaltma sigesine bosaltildi.

11. Kapak 1slanmadan dikkatlice 500 pl yikama tamponu 2 (W2) ilave edilerek, tiip
kapatildi ve 1 dakika stireyle 8.000 devirde (6.000g) santrifiijlendi.

12. Etanolii tamamen ¢gikarmak i¢in 1 dakika boyunca 13000 devirde (10,0009) bir kez daha
santrifiijlendi ve baglayici kolon tiipiiniin tabanma yapisan bir damlacik olmadigini

kontrol edildi.

Baglayici kolon tliplinde artik W2, sonraki uygulamalarda sorunlara neden olabililecegi

unutulmamalidir.

13. Baglayici kolon tiipiinii, eliisyon i¢in yeni bir 1.5 ml tlipe aktarildi, Baglayici kolon
tiiptine 200 ul eliisyon tamponu (EL veya niikleaz icermeyen su) ilave edildi ve oda
sicakliginda en az 1 dakika bekletildi (15 ~25 °C), EL, baglayici kolon tiipiiniin cam

elyafina tamamen emilmesi beklendi.

DNA verimini artirmak i¢in ellisyon tamponu (EL) ekledikten sonra 5 dakika

beklemelidir.

14. Eliie edilmesi i¢in 1 dakika boyunca 8.000 devirde santrifiijlendi.
200 pl Eliisyon Tamponu (veya niikleaz igermeyen su) kullanildiginda yaklasik 180 pl
~ 200 pl eluent elde edilebilmektedir.

Cikarilan genomik DNA kararlidir ve dogrudan kullanilabilir veya daha sonra analiz
icin +4 °C'de saklanabilir. Uzun siireli DNA depolamasi igin, eliisyon tamponu (EL) ile eliie
edilmelidir ve -20 °C'de saklanmalidir, ¢iinkii suda depolanan DNA asit hidrolizine tabi

olmaktadir.
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3.3.2. Polimeraz zincir reaksiyonu ile beta gen amplifikasyonu
Talasemi hastas1 veya tasiyicisi olabilecek bireylerden saflastirilan DNA’lar ARMS
kullanilmak tizere PCR ile su sekilde ¢ogaltilmistir.

Polimer zincir reaksiyonu ile genomik DNAnin istenen bolgesi, mutasyona spesifik bir
¢ift primer yardimiyla ¢ogaltilmistir. Amplifikasyon olarak isimlendirilen bu islemde DNA
95°C’ye kadar 1sitilmistir. Boylece ¢ift iplikli DNA’nin ayrilarak tek iplikli DNA haline gelmesi
saglanmustir. ikinci asamada 1s1 (55°C-65°C) diisiiriilerek spesifik primerlerin komplementer
dizilerine yapismasi (annealing) saglanmistir. Uciincii asamada tag DNA polimeraz enzimi ile
deoksiniikleozid trifosfatlar (AINTP) primerlerin 3’ ucuna eklenerek yeni zincir 5’den 3’ dogru

sentezlenmistir.

Bu ii¢ basamakta meydana gelen 1s1 degisiminin her tekrarinda (dongii) sentezlenen
zincir sayisi iki katina ¢ikartilmistir. Thermal Cycler ile saglanan bu 1s1 dongiisii 25-30 kez
tekrarlanarak gen amplifikasyonu saglanmistir. Thermal Cycler cihazi PCR tiiplerinin
yerlestirildigi bir 1sitic1 blok ve 1s1 degisimlerini ayarlayan 1sitict ve sogutucu sistemler ile

bunlarin siirelerini ayarlayan bir mikro islemciden olusmustur.

3.3.3. Amplification refractory mutation system (ARMS)

Onceden karakterize edilen nokta mutasyonlart veya kiigiik delesyonlar ARMS
yontemiile belirlenmistir. ARMS yonteminde iki ayr1 PCR tiipii kullanilmistir. Normal DNA
dizisine 6zgii ARMS primeri, sadece normal alleli belirlerken mutant alleli amplifiye
edememistir. Benzer sekilde, ikinci tiipte mutant allele spesifik primerler mutasyonu
belirlerken, normal diziyi amplifiye edememistir. Klasik PCR’dan farkli olarak hermutasyon
icin ayr1 bir amplifikasyon yapilarak beta globin geni taranmistir. Mutant beta globin alleline
0zgli primer sadece mutasyon olan bolgeyi tanirken, tek bir niikleotid farkli bile olsa
amplifikasyon gergeklesmemistir. Birinci PCR tiipiine mutasyona spesifik primer ile ona zit
yonde c¢alisan diger primer PCR kosullarini saglamak i¢in eklenmistir. Normal allele 6zgii
primer ile buna zit yonde calisan diger primer ikinci PCR tiipiine konularak thermal cycler da
amplifiye edilmistir. Boylece her iki tiipte amplifikasyon gozlenirse tasiyici, sadece mutant
primerin bulundugu birinci tiipte amplifikasyon varsa hasta, birinci tiipte yok sadece ikinci tiipte
varsa, spesifik mutasyon mevcut degildir. Ayrica beta globin geni primerler ile amplifiye
edilerek PCR kosullar1 kontrol edilmistir. Kisacasi her tiipte iki farkli fragment ¢ogaltilmistir.
Cizelge 3. 3-6’ de sirastyla ARMS i¢in kullanilan karisimlari, PCR programini, ortak ve mutant

primerleri gostermektedir.
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Cizelge 3. 3 ARMS i¢in kullanilan PCR karisimlari

PCR karisima 20 uL 20 uL
Normal ARMS Primeri 1 pL -
Mutant ARMS Primeri - 1 uL
Ortak Primer 1 pL 1 uL
Kontrol A 1 uL 1 uL
Kontrol B 1 uL 1 uL
DNA (0.5-1 pg/mL) 1 uL
Tag Polimeraz (5 EU/mL) 0.1 uL 0.1 uL
Toplam Hacim 25,1 pL 25,1 uL

Cizelge 3. 4 ARMS ile ¢ogaltilan 6rnekler i¢in PCR programi

Sicaklik  Zaman (saniye) Déngii Sayisi
94 °C 60 25
65 °C 60 25
72°C 90 25
72°C 100 1

Cizelge 3. 5 ARMS ile ¢ogaltilan 6rnekler i¢in kullanilan ortak primerler

1 5’-AGT GCT GCA AGA AGA ACA ACT ACC -3
2 5’-CTC TGC ATC ATG GGC AGT GAG CTC -3’
15 5’-CAATGT ATCATG CCT CTT TGC ACC -3’
16 5’-GAG TCA AGG CTG AGA GAT GCA GGA -3’
30 5’-ACC TCA CCC TGT GGA GCC AC -3’

31 5’-CCC CTT CCT ATG ACATGA ACT TAA -3’
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Cizelge 3. 6 Normal ve mutat allelerin taramasinda kullanilan primerler

IVS1-110 (G>A)40M

5’-CTG ATAGGC ACT GACTCT CTCTGC CTG TTA -3’

IVS1-110 (G>A)41N

5’-ACC AGC AGC CTA AGG GTG GGA AAATAC ACC -3°

IVS1-1 (G>A)42M

5>-TTAAACCTG TCT TGT AAC CTT GAT ACG AAT -3’

IVS1-1 (G>A)43N

5>-TTAAACCTG TCT TGT AAC CTT GAT ACG AAC -3°

CD 39 (C>T)47M

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

CD 39 (C>T)52N

5>-TTAGGC TGC TGG TGG TCT ACC CTT GGT CCC -3°

IVS1-6 (C>T)

5°-TCT CCT TAAACCTGT CTT GTAACCTTC ATG -3’

IVS1-6 (C>T)

5-TCT CCT TAAACCTGT CTT GTAACCTTC ATA-3°

FSC8 (-AA)54M

5’-ACA CCATGG TGC ACC TGA CTC CTG AGC AGG -3’

FSC8 (-AA)70N

5’-ACA CCATGG TGC ACC TGA CTC CTG AGC AGA -3’

-30 (T>A)57M

5’-GCA GGG AGG GCA GGA GCC AGG GCT GGG CAA-3’

-30 (T>A)58N

5’-GCA GGG AGG GCA GGA GCC AGG GCT GGG CAT -3°

IVS2-1 (G>A)49M

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

IVS2-1 (G>A)77N

5’-AAG AAA ACA TCA AGG GTC CCA TAG ACT GAC -3’

IVS2-745 (C>G) 50M

5’-TCA TAT TGC TAA TAG CAG CTA CAATCG AGG -3°

IVS2-745 (C>G) 56N

5’-TCATAT TGC TAATAG CAG CTACAATCG AGC -3’

IVS1-5(G>C)88M

5’-CTCCTT AAACCT GTCTTG TAACCT TGT TAG -3°

IVS1-5(G>C )89N

5’-CTCCTT AAACCT GTCTTG TAACCT TGT TAC -3’

FSCB8/9 (+G)90M

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

FSC8/9 (+G)91N

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

3.3.4. B-globin Gen Mutasyonlarimin “AccuPower Multipleks PCR Premiks” Kiti

kullamlarak Amplifikasyon Refrakter Mutasyon Sistemi (ARMS) ile Saptanmasi

ARMS uygulamasi ile PCR protokolii uygulanirken Bioneer markasinin AccuPower

Multiplex PCR PreMix kiti kullanilmistir (Cizelge 3. 7).

®

AccuPower® Multiplex PCR PreMix, iki veya daha fazla {irliniin tek bir tiipte DNA

amplifikasyonuna izin veren gii¢lii ve basit bir teknolojidir. AccuPower Multiplex PCR PreMix,
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Hotstart Top DNA polimeraz, dNTP'ler ve reaksiyon tamponu ihtiva eder; bu 6n-karistirilmis
formatta liyofilize halde bulunur.

Cizelge 3. 7 ARMS uygulamasi i¢in PCR bilesenleri

DNA polimeraz 1U

DNTP (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) Her birinden 250 uM
Reaksiyon Tamponu, 2 mM MgCl> 1X

Sabitleyici ve izleme boyasi

Uygulama protokolii:Template DNA, damitilmig su ve primerler kullanmadan 6nce
¢oziilmiistiir. Template DNA ve primerleri AccuPower multipleks PCR Premiks’e eklenmistir
(Cizelge 3. 8).

Cizelge 3. 8 Uygulama bilesenleri ve miktarlar

Template DNA 1 ng-100ng
Primer seti Her biri 1- 5 pmol

Her AccuPower Multiplex PCR Premiks tiiplerine 15 pL damitilmis su eklenmistir.
Liyofilize edilmis yesil pelleti tamamen ¢oziindiiriilmiistiir. Birka¢ kez pipetlendikten sonra
kisaca yukar1 ve asagi dondiiriilmiistiir. Reaksiyon asagidaki kosullar altinda uygulanmistir

(Cizelge 3. 9 ve Cizelge 3. 10).

Cizelge 3. 9 Reaksiyon adimlari, sicaklik, siire ve dongii sayilari

Pre-denaturasyon 95°C 1 dak 1
Denatiirasyon 95°C 30 sn

Tavlama 65°C 30sn 26
Uzatma 72°C 1,5 dak/ kb

Son Uzanti 72°C 5 dak 1
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Cizelge 3. 10 Reaksiyon bilesenleri ve konsantrasyonlari

Template DNA 2 ul 100 ng / pul
Primerler 4 ul 1 pmol / pl
Distile Su 14 pl
Toplam 20 |
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4. BULGULAR

f talasemi tanist konulan ve metabolik rahatsizligi bulunan, dogum yerleri
Kahramanmarag ve yoresi olan 14 talasemili hasta ve onlarin ailelerinden toplam 29 kan 6rnegi
alindi. Toplanan kan 6rnekleri soguk zincir kurallarina uygun sekilde laboratuara getirildi. 10
ml olacak sekilde EDTA’l1 tiipe alinan tiim 6rneklerin kan sayimi, hemoglobin tiplendirmesi,
Hb Az ve Hb F diizeyleri 6lglilmiis ve tiim kan 6rneklerinin DNA’s1 izole edilerek polimeraz

zincir reaksiyonu ile B globin gen delesyonlar1 incelendi.

Hematolojik bulgular degerlendirildiginde, tim 6rneklerin hemoglobin miktar1 7-13,5
g/dl, Het oranit %20,4-50,3, MCV degerleri 61- 90,4 fl, MCH 15,7- 28 pg, MCHC oran1 % 24,1-
35,1, HbA2 % 1,7-4,59 olarak bulunmustur (Cizelge 4. 1).

29 olgunun 8’inde Hb Az degeri %3.7°nin iizerinde ve 16’sinda %3.0’lin altinda
bulunmustur. Hemoglobin tiplendirmesinde 7 olgu Hb AF diger olgular ise Hb AA olarak
belirlenmistir (Cizelge 4. 1)
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Cizelge 4. 1 Beta talasemi hasta ve ailelerine ait hematolojik ve HbA> degerlerinin bulgulari

O'\Ilgu Cins/Yas ngc thz)c Hb Hct MCV MCH MCHC I-_|b_ HbA: HbF RDW RDM
0 10°L 10%/L gidl % Fl pg g/dl Tipi % % fl %
1 E-13 8,1 3,24 88 256 791 271 342 AA 2.2 212 - 21,7
2 K 5,2 3,24 86 293 904 265 294 AA 45 212 773 249
3 E 6,3 294 78 258 878 265 302 AA 2.2 5,0 49,7 16,2
4 K 4,8 5,65 110 404 719 196 271 AA 46 2,6 40,7 148
5 K 4.8 2,71 71 216 798 261 327 AF 22 2,8 - 17,8
6 E 8,8 6,23 130 50,3 80,7 209 258 AA 45 0,7 43,7 138
7 E 16,7 2,76 75 215 779 272 349 AF 23 19 - 14,2
8 K 5,6 580 11,0 457 788 190 241 AA 30 - 42,2 138
9 E 8,6 3,23 83 240 743 255 344 AF 24 153 - 21,1
10 E 4,9 6,71 128 494 736 191 259 AF 21 1,0 373 12,6
11 E 6,2 2,47 69 204 825 280 339 AA 22 3,0 - 15,5
12 K 55 6,05 95 403 66,6 157 23,6 AA 44 - 452 19,7
13 E 4.8 2,9 80 231 805 280 348 AA 43 2,6 - 15,2
14 K 4,5 5,36 112 404 754 209 27,7 AF 18 1,7 370 119
15 K 7,8 3,0 7,7 234 775 256 331 AF 19 41 - 16,6
16 K 5,9 592 110 402 679 186 274 AA 20 - 336 119
17 E 10,1 2,69 75 225 838 280 335 AA 41 495 - 14,5
18 K 6,7 6,00 10,8 366 61,0 180 295 AA 21 - 351 16,0
19 E 18,7 2,87 78 249 89 272 313 AA 3.2 524 - 16,2
20 K 7,3 519 10,0 339 653 193 295 AA 17 1,73 40,0 16,1
21 E 581 2,69 70 215 797 259 325 AA 31 14,49 22,0
22 E 4,2 6,30 135 421 66,8 214 321 AF 20 0,84 402 174
23 E 485 36 93 265 735 257 350 AA 35 14,57 - 23,1
24 K 6,9 5,14 113 376 732 220 301 AA 20 = 419 150
25 K 135 3,34 92 268 803 274 342 AA 40 8,65 - 21,5
26 K 129 325 92 266 820 284 347 AA 23 6,85 - 18,0
27 K 768 337 96 275 815 286 351 AA 38 362 - 15,6
28 E 5,6 6,15 128 430 699 208 298 AA 23 - 379 137
29 K 4,1 5,06 10,2 322 636 20,2 317 AA 34 0,61 36,6 153
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HPLC ile HbA2 degeri belirlenen bir olgularin kromatogrami Sekil 4. 1’de verilmistir.
HPLC ile HbA2 degerlerinin yaklasik olarak besinci dakikada (4,537) pik verdigi belirlenmistir.

Hemoglobin Varyantlari

VWD1 A, Wavelength=415 nm (DEMO\24121201.D)
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Sekil 4. 1 HPLC ile HbA: degeri belirlenen bir 6rnegin kromatogram bulgulart

ARMS yontemi ile elde edilen PCR iiriinleri ve jel goriintiisii Sekil 4. 2°de verilmistir.
IVS 1-110 (Normal) 634 bp, kontrol 860 bp, 1VS 2-1 390 bp, IVS 1-110 (Mutasyon), IVS 2-1

(Mutasyon) bulgular1 agaroz jel elektroforezinde goriintiilenmistir. Her bandin belirlenmesi i¢in

marker kullanilmistir.
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Kontrol 860 bp

VS1-110 N
634 bp VS2-1 390 bp
VS1-110 M
VS2-1 M

Sekil 4. 2 ARMS yontemi ile elde edilen PCR {iriinleri ve jel goriintiisii
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IVS 1I-110 normal ve mutant analiz bulgular1 Cizelge 4. 2’te verilmistir. Olgu 18, 20 ve

21 de IVS-1-110 (normal ve mutant) pozitiflik/negatiflik durumlari belirlenmistir. Ayni olgulara

ait IVS 1-110 normal ve mutant analiz bulgular1 agaroz jel elektroforezinde goriintiilenmistir.

Her bandin belirlenmesi i¢in marker kullaniimistir.

Cizelge 4. 2 IVS 1-110 normal ve mutant analiz bulgulari

Olgu 18
Olgu 20
Olgu 21

Kontrol

A W N

+

Sekil 4. 3 IVS I-110 normal ve mutant agaroz jel bulgulari
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IVS 1-110 mutant analiz bulgulari incelendiginde calisilan toplam 15 olgudan 9 olgunun
IVS I-110 mutant analizinde pozitif oldugu belirlenmistir (Cizelge 4. 3). IVS 1-110 mutant
agaroz jelgorintiileri ise Sekil 4. 4 ve Sekil 4. 5’de goriintiilenmistir. Calisma bulgularina gére
Olgu 5, 6, 8,9, 12,13, 14, 15, 16°da pozitif goriintii elde edilmistir.

Cizelge 4. 3 IVS I-110 mutant analiz bulgulari

1 Olgu 3 -
2 Olgu 1 -
3 Olgu 2 -
4 Olgu 4 -
5 Olgu 5 +
6 Olgu 6 +
7 Olgu 7 -
8 Olgu 8 +
9 Olgu 9 +
10 Kontrol

11 Olgu 11

12 Olgu 12 +
13 Olgu 13 +
14 Olgu 14 o
15 Olgu 15 +
16 Olgu 16 +
17 Kontrol +
18 Kontrol +
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Sekil 4. 4 IVS 1-110 mutant agaroz jel bulgular

9 10 sEsd -1 3 =14 1516 17 1819

Sekil 4. 5 IVS 1-110 mutant agaroz jel bulgular
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IVS 1-110 mutant analiz bulgular Cizelge 4. 4’de verilmistir. Calismada toplam 7
olgunun 5 ‘inde pozitif oldugu belirlenmistir. Bu bulgular agaroz jel elektroforezinde Sekil 4.

6’ da goriintiilenmistir. Olgu 23, 25, 27, 28 ve 29°da pozitif oldugu gézlemlenmistir.

Cizelge 4. 4 IVS 1-110 mutant analiz bulgular

1 Olgu 23 +
2 Olgu 24 -
3 Olgu 25 +
4 Olgu 26

5 Olgu 27 +
6 Olgu 28 +
7 Olgu 29 +
8 Kontrol +
9 IVS 1-110 Kontrol +

Sekil 4. 6 IVS 1-110 mutant agaroz jel bulgular
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IVS I-110 normal analiz bulgular1 Cizelge 4. 5’de verilmistir. Ayrica Sekil 4. 7°da
agaroz jel elektroforezi ile goriintiillenmistir. Caligmada sadece olgu 19°da pozitif oldugu

gozlemlenmistir.

Cizelge 4. 5 IVS I-110 normal analiz bulgular1

Olgu 19 +
Olgu 23
Olgu 26
Olgu 5
Olgu 9
Olgu 13
Olgu 15

Kontrol +

o N oo o1 BB W N P

Sekil 4. 7 IVS 1-110 normal agaroz jel bulgulari

38



IVS 1-110 normal ve mutant olgu 26-29 ailesi bulgulari incelendigi zaman Cizelge 4.
6’de IVS I-110 normal 26 ve 27 de negatif oldugu, olgu 28 ve 29°da ise pozitif oldugu
belirlenmistir. Ayrica IVS I-110 mutasyonunun bu aile igin pozitif oldugu belirlenmistir.

Bulgular Sekil 4. 8’de agaroz jel elektroforezinde goriintiilenmistir.

Cizelge 4. 6 Olgu 26-29 i¢in IVS I-110 normal ve mutant bulgulari

1 Olgu 26 - +
2 Olgu 27 - +
3 Olgu 28 + +
4 Olgu 29 + +

Sekil 4. 8 Olgu (26-29) IVS I-110 normal ve mutant bulgulari
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FSCS8 mutant analiz bulgular1 Cizelge 4. 7°de verilmistir. Bu olgulardan sadece olgu
21’in FSC 8 mutasyonu oldugu belirlenmistir. Ayrica Sekil 4. 9°’de agaroz jel elektroforezi ile

bu durum goriintiilenmistir.

Cizelge 4. 7 FSC 8 mutant analiz bulgulari

Olgu 17
Olgu 21 +
Olgu 23
Olgu 3
Olgu 7
Olgu 11
Kontrol +

o N oo o1 BB W N P

Heterozigot kontrol +

Sekil 4. 9 FSC 8 mutant agaroz jel bulgulari
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IVS II-I mutant analiz bulgular 1Cizelge 4. 8’da verilmistir. Bu ¢alismada kullanilan
olgulardan sadece olgu 3’te IVS II-I (mutant) mutasyonu pozitif oldugu belirlenmistir. Agaroz

jel elektroforezinde 4 nolu goriintii ile elde edilmistir (Sekil 4. 10).

Cizelge 4. 8 IVS II-I mutant analiz bulgulari

Olgu 17
Olgu 11
Olgu 23
Olgu 3 +
Olgu 7
Olgu 11

Kontrol

0o N oo o A WwN P

Heterozigot kontrol

Sekil 4. 10 IVS 1I-I mutant agaroz jel bulgulari

41



IVS 1I-1 normal ve mutant olgu 1-4 ailesi bulgular1 Cizelge 4. 9’da verilmistir.
Calismada bu ailenin tiim tyelerinde IVS II-I normal ve mutant mutasyonlar1 pozitif

bulunmustur. Ayrica bu bulgular agaroz jel elektroforezinde goriintiilenmistir (Sekil 4. 11).

Cizelge 4. 9 IVS II-1 normal ve mutant olgu 1-4 ailesi

1-2 Olgu 1 + +
3-4 Olgu 2 + +
5-6 Olgu 3 + +
7-8 Olgu 4 3 +
9-10 Kontrol + +

Sekil 4. 11 IVS I1-1 normal ve mutant (Olgul-4) ailesi i¢in agaroz jel bulgulari
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FSC8 normal ve mutant analiz bulgular1 Cizelge 4. 10°de verilmistir. Olgu 17 ve 18’de
FSC8 normal pozitif bulunurken, FSC8 mutant mutasyonu kullainlan tiim olgularda negatif

bulunmustur. Bu bulgular agaroz jel elektroforezi ile goriintiilenmistir (Sekil 4. 12).

Cizelge 4. 10 FSC8 normal ve mutant analiz bulgulari

1-2 Olgu 17 + -
3-4 Olgu 18 + -
5-6 Olgu 21 - -
7-8 Olgu 22 - -
9-10 Kontrol + +

Sekil 4. 12 FSC8 normal ve mutant agaroz jel bulgulari
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IVS I-6 mutant analiz bulgular Cizelge 4. 11°de verilmistir. Kullanilan tiim olgularda
IVS 1-6 mutant mutasyonu negatif bulunmustur. Bu bulgular agaroz jel elektroforezi ile

goriintiilenmistir (Sekil 4. 13).

Cizelge 4. 11 IVS 1-6 mutant analiz bulgulari

Olgu 17 -
Olgu 7 -
Olgu 11 -
Olgu 21 -
Olgu 3 -
Kontrol +

o 01 A W N P

Sekil 4. 13 IVS -6 mutant agaroz jel bulgulari
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Codon 39 mutant analiz bulgular1 Cizelge 4. 12’de verilmistir. Kullanilan tiim olgularda
Codon 39 mutasyonu negatif bulunmustur. Bu bulgular agaroz jel elektroforezi ile

goriintiilenmistir (Sekil 4. 14).

Cizelge 4. 12 Codon 39 mutant analiz bulgular

Olgu 17 -
Olgu 7 -
Olgu 11 -
Olgu 21 -
Olgu 3 -
Kontrol +

oo o1 A W DN

Sekil 4. 14 Codon 39 mutant agaroz jel bulgular
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-30 mutant analiz bulgular1 Cizelge 4. 13’de verilmistir. Kullanilan tiim olgularda -30
mutant mutasyonu negatif bulunmugtur. Bu bulgular agaroz jel -elektroforezi ile

goriintiilenmistir (Sekil 4. 15).

Cizelge 4. 13 -30 mutant analiz bulgular1

Olgu 17 -
Olgu 7 -
Olgu 11 -
Olgu 21 -
Olgu 3 -

Kontrol +

oo o1 A W DN

Sekil 4. 15 -30 mutant agaroz jel bulgulari
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IVS I-1 mutant analiz bulgular1 Cizelge 4. 14’de verilmistir. Kullanilan tiim olgularda
IVSI-1 mutant mutasyonu belirlenmemistir. Bu bulgular agaroz jel elektroforezi ile

goriintiilenmistir (Sekil 4. 16).

Cizelge 4. 14 IVS I-1 mutant analiz bulgulari

Olgu 17
Olgu 7
Olgu 11
Olgu 21
Olgu 3
Kontrol +

o 01 A WN P

Sekil 4. 16 IVS I-1 mutant agaroz jel analiz bulgular
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I1-745 mutant analiz bulgular Cizelge 4. 15°da verilmistir. Kullanilan tiim olgularda II-
745 mutant mutasyonu negatif bulunmustur. Bu bulgular agaroz jel elektroforezi ile

goriintiilenmistir (Sekil 4. 17).

Cizelge 4. 15 11-745 mutant analiz bulgulari

Olgu 17 -
Olgu 7 -
Olgu 11 -
Olgu 21 -
Olgu 3 -
Kontrol +

oo o1 A W DN

Sekil 4. 17 IVS 11-745 mutant agaroz jel bulgular
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I-5 mutant analiz bulgular1 Cizelge 4. 16’de verilmistir. Olgu 7 ve 3’te pozititif
belirlenirken, diger olgularda I-5 mutant mutasyonu belirlenmemistir. Bu bulgular agaroz jel

elektroforezi ile goriintiilenmistir (Sekil 4. 18).

Cizelge 4. 16 1-5 mutant analiz bulgulari

1 Olgu 17
2 Olgu 7 +
3 Olgu 11
4 Olgu 21
5 Olgu 3 +

Sekil 4. 18 IVS |I-5 mutant agaroz jel bulgulari
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Fsc 8/9 analiz bulgular1 Cizelge 4. 17°de verilmistir. Olgulardan 17, 7 ve 11°de 8/9
mutasyonu pozitif bulunmustur. Bu bulgular agaroz jel elektroforezi ile gorlintiilenmistir (Sekil

4.19).

Cizelge 4. 17 8/9 mutant analiz bulgular

1 Olgu 17 +
2 Olgu 7 +
3 Olgu 11 +
4 Olgu 21
5 Olgu 3

Sekil 4. 19 Fsc 8/9 mutant agaroz jel bulgular
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FSC 8/9 normal ve mutant analiz bulgular1 Cizelge 4. 18 ve Cizelge 4. 15’da verilmistir.
Kullanilan tim olgularda FSC 8/9 mutasyonu negatif bulunmustur. Bu bulgular agaroz jel

elektroforezi ile goriintiilenmistir (Sekil 4. 20).

Cizelge 4. 18 FSC 8/9 normal ve mutantanaliz bulgulari

1 Olgu 11 + -
2 Olgu 12 + -

Sekil 4. 20 FSC 8/9 normal ve mutantagaroz jel bulgulari
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IVS I-5 normal ve mutant analiz bulgular1 Cizelge 4. 19’da verilmistir. Kullanilan tiim
olgularda IVS I-5 mutant mutasyonu pozitif bulunmustur. Bu bulgular agaroz jel elektroforezi

ile goriintiilenmistir (Sekil 4. 21).

Cizelge 4. 19 IVS I-5 normal ve mutant analiz bulgulari

1 Olgu 7 - +
2 Olgu 8 - +
3 Olgu 3 + +

Sekil 4. 21 IVS I-5 normal ve mutant agaroz jel bulgulari
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Cizelge 4. 20 Tiim olgularin analiz edilmesi ile elde edilen mutasyon bulgulari

Sira Cins-Yas | Aile Aile Kodu Allel # 1 Allel # 2
No

1 E-15 1 Hasta S.0.B.

2 K-49 1 Anne S.B.

3 E-11 2 Hasta F.K. IVS 1-110 IVS 1-110
4 K- 2 Anne T.K. IVS 1-110 Normal

5 E-11 3 Hasta 0.C. Fsc 8 ?

6 E-41 3 Baba I.C.

7 E- 4 Hasta B.V. IVS 1-110 Normal

8 K- 4 Anne F.V.

9 K-19 4 Kiz Kardes | G.V. IVS 1-110

10 K- 5 Hasta M.S.A. IVS 1-110 IVS 1-110
11 K-5 5KizKardes | S.A. IVS 1-110 IVS 1-110
12 E-34 5 Baba N.A. IVS 1-110 Normal
13 K- 5 Anne G.A. IVS 1-110 Normal
14 E-10 6 Hasta M.C. IVS 111

15 E- 6 Baba MM.C. IVS II-I Normal
16 K- 6 Anne S.C. VS lI-1 Normal
17 K- 6 Kardes N.C. VS lI-1 Normal
18 K-10 7 Hasta LP. IVS 1-110 IVS 1-110
19 E-45 7 Baba E.P. IVS 1-110 Normal
20 E-13 8 Hasta LT. IVS1-5

21 K- 8 Anne E.T.

22 E- 9 Hasta U.C. IVS 1-110 IVS 1-110
23 E- 9 Baba U.C. IVS 1-110 Normal
24 E- 10 Hasta H.U. Fsc 8/9

25 E- 10 Anne H.U.

26 E-11 11 Hasta LSK. IVS 1-110 IVS 1-110
27 K- 11 Anne I.SK. IVS 1-110 Normal
28 K- 12 Hasta AA. IVS 1-110 IVS 1-110
29 K- 12 Anne AA. IVS 1-110 Normal

Hastalarin analiz edilmesi ile elde edilen mutasyon bulgular1 Cizelge 4. 20 ve Cizelge

4. 21 incelendiginde biiylik cogunlugunda IVS 1-110 mutasyonu oldugu belirlenmistir.
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Cizelge 4. 21 Sadece hasta olgularin analiz edilmesi ile elde edilen mutasyon bulgular

No | Cinsiyet-Yas | Hasta Adi Allel #1 Allel # 2
1 |E13 (S.0.) ? ?

2 E-11 (F.K)) IVS 1-110 IVS 1-110
3 |E-11 (0.C) Fsc 8 ?

4 |E-12 (B. V) IVS 1-110 ?

5 K-19 (G. V) IVS 1-110 ?

6 K-3 (M.S. A) IVS 1-110 IVS 1-110
7 K-5 (S.A) IVS 1-110 IVS 1-110
8 |E-10 (M. C.) IVS II-I ?

9 E- (I.P) IVS 1-110 IVS 1-110
10 | E-13 d.T) IVS1-5 ?

11 | E- (U.C) IVS 1-110 IVS 1-110
12 |E9 (H.U)) Fsc 8/9 ?

13 | E-11 (I.S.K) IVS 1-110 IVS 1-110
14 | K- (A.A) IVS 1-110 IVS 1-110

Cizelge 4. 21 incelendiginde ondort hastadan 7 tanesi IVS1-110 mutasyonu igin
homozigot olarak belirlendi. Hastalardan 1’1 taranan 10 mutasyondan higbirine sahip degildi.
Kalan 6 hasta Fsc 8, Fsc 8/9, IVS1-5, IVS1-110 ve IVS2-1 mutasyonu i¢in heterozigot idi. Bu

alt1 hastanin ikinci kromozomlar1 ARMS yontemi ile belirlenemedi.
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5. TARTISMA

Globin zincirinin yapiminin azalmasina ya da yapilamamasina bagli olarak ortaya ¢ikan
talesemiler oldukg¢a genis bir genetik yelpazeyi kapsar. En sik goriilen tipleri alfa (a) ve beta
(B) talasemilerdir. Beta talasemi, Tiirkiye ve diger bir¢ok Akdeniz {ilkesinde siklikla gézlenen
tek gen hastaliklarindan olup, hemolitik anemi ve mikrositoz ile karakterize otozomal resesif

gecis gosteren bir hastaliktir (75,3).

Tetramerik bir protein olan insan eriskin hemoglobininin beta zincirine sifreleyen beta
globin geni, 11. kromozomun kisa kolu {izerinde (11p 15.5), beta globin gen kiimesi i¢inde yer
almaktadir. Ug ekson, 2 intron ile 5° ve 3’ diizenleyici bdlgelerden olusan bu gendeki
mutasyonlar beta-talasemi veya basta orak hiicreli anemisine neden olan HbS olmak iizere diger

anormal hemoglobinlere neden olmaktadir (28).

Giliniimiizde beta globin geni lizerinde 200°den fazla mutasyonun bulundugu belirtilmektedir.
Beta talasemi mutasyonlar1 oldukc¢a cesitlidir ve genin degisik bolgelerine yayilmistir. Bu
mutasyonlar promotor bolge mutasyonlari, RNA isleme (splicing) mutasyonlari, Poly A
mutasyonlari, nonsense mutasyonlar ya da cerceve kaymasi mutasyonlar: olarak
siiflandirilabilir. Beta talasemide genin biiyiik bir kisminin kaybina neden olan mutasyonlar
nadirdir. Beta talesemi major, mutant bir beta globin alleli igin homozigot veya birlesik
heterozigot olan bireylerde goézlenir. Hastaligin hafif bir formu olan beta talesemi minorlii
bireyler ise mutant allel bakimindan heterozigottur. Tiirk halkinda tanimlanan 40’dan fazla
mutasyon vardir. Bunlar arasinda en yaygin 7 mutasyon (IVS 1-110, IVS 2-1, Fsc 8, IVS 1-1,
IVS 2-745) tiim mutasyonlarin yaklasik % 72’sini olusturmaktadir (URL-1; Tadmouri ve ark.
2001). Beta talasemi tastyiciligr iilkemizde % 2 olarak verilmekte ancak bu oran bazi
yorelerimizde % 10’a kadar ¢ikmaktadir (90,105).

Ulkemiz, gesitli etnik gruplari bir arada igermesinden dolay1 B talasemi prevalansi ve
talasemi mutasyonlarinin dagilimi farkli bolgelere gore cesitlilik gostermektedir (64). Atalay
ve arkadaglar1 (95) Tirkiye’de P talasemi mutasyon tiplerini ve bolgesel dagilimlarini
inceledikleri ¢alismalarinda % 36 IVS 1-110, % 22 IVS 1-6, % 13 IVS I-1, %7 Cd 39, %4 IVS
11-745, %2 Fsc 8 ve %1 IVS 11-1 olarak bildirmislerdir. Tadmouri ve arkadaslari (10) yaptiklar
calismada Tiirkiye’de en yaygin goriilen B talasemi mutasyonunun IVS I-110 oldugunu

bildirmislerdir. Ayni ¢alismada, sirasi ile bunu IVS I-6, Fsc 8, IVS I-1, IVS 1I-745, IVS II-1,
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Cd 39, -30 ve Fsc 5 mutasyonlarinin izledigini bildirmislerdir. IVS 1-110 mutasyonunun
bolgelere gore dagilimmin Marmara Bolgesi i¢in %34,1, Ege ve Akdeniz Bolgesi i¢in %42.,4,
I¢c Anadolu i¢in %52,3, Giineybat1 Anadolu igin %26,4, Karadeniz Bolgesi igin %31,0 ve Bat1
Anadolu i¢in %27,1 olarak degistigini rapor etmislerdir. Farkli bir ¢caligmalarinda ise yaygin
olarak goriilen mutasyonlardan 7 tanesinin Tiirk populasyonunda goriillen mutasyonlarin
%72’sini olusturdugunu ve bunlarin sirasiyla %41 IVS 1-110, %13 IVS 1-6, %8 IVS 11-1, %6
Fsc 8, %5 IVS I-1 ve %5 IVS 11-745 mutasyonlar1 oldugunu bildirmislerdir (82). Yiiregir ve
arkadaslar1 (107) yapmis olduklar1 ¢alismada Cukurova bolgesi icin 3 talasemi sikligini %3,5
ve en yaygin mutasyon tipini IVS I-110 olarak bildirmislerdir. Arpaci1 ve arkadaslar1 (108)
Samandag’da yaptiklari ¢calismada B talasemi sikligini ise %5,1 olarak bildirmistir. Topal ve
arkadaslar1 (66) IVS 1-110 mutasyonu yiizdesini Antakya’da %64, Kayseri’de %68, izmir’de
%47 oldugunu Antakya bolgesinde %18, IVS I-1, %6 Cd39, %6 IVS 1-6 ve %6 IVS II-1
oldugunu, Kayseri’de %20 Fsc8, %5 IVS I-6, %2 Fsc5 ve IVS I-1 oldugunu ve Izmir
bolgesinde %7 IVS I-1, %7 Fsc5 ve Cd39 oldugunu bildirmislerdir. Attila ve arkadaslari (109)
caligmalarinda Cukurova’da HbS oranin1 %10, B talasemi oranini %3,7 ve o talasemi oranini
%?3,3 olarak bildirmektedir. Dogum oOncesi tan1 yapilan 249 fetustan 49 tanesini homozigot ya
da cifte heterozigot hasta olarak belirlemislerdir. Bunlarin %13,7’sinde Hb S, %5,6’sinda 3
talasemi, %0,4’tinde a talasemi ve %0,4’tinde HbS-pB-talasemi mutasyonu tespit etmislerdir.
Altay calismasinda (97) 9’u kararli, 4’1 kararsiz, 1’1 uzamis toplam 14 a, 19’u kararli, 2’si
kararsiz, 3’1 talasemik, 1’1 delesyon/insersiyon toplam 25 B, 1 y globin zinciri mutasyonuyla
olusan ve 2 de hibrit hemoglobin olmak iizere toplam 42 anormal hemoglobin rapor etmistir.
Akar ve arkadaglarimin (110) yaptig1 caligmada ise bunlara ek olarak 2002 yilindan sonra
Tiirkiye’de 2 a, 4 B ve 1 6 globin zinciri mutasyonu sonucu olusan anormal hemoglobin tiplerini
bildirmislerdir. Ciiriik ve arkadaslart (111) tarafindan Cukurova bdlgesinde B- talasemi
heterojenitesini belirlenmesine yonelik calisma yapmislardir. Calismada rutin hematolojik
analiz ve molekiiler teknikler kullanilmistir. Yaygin mutasyon sikligi olarak en fazla IVS-I-
110 (%57,3) oldugu belirtilmistir. Calisma sonuglarina gore 15 (TGG —TGA) ve Fsc 82/83
(—G) mutasyonlar iilkemizde ilk defa kayit olarak verilmistir. Evrensel ve arkadaslar1 (112)
Kayseri bolgesinde yaptiklart caligmalarinda en yiiksek siklikla 1VS 1-110 mutasyonu
oldugunu (%76), Fsc5 %8, IVS 1-6 %8, Fsc8’in %6 ve Cd39’un ise %3 oldugunu
bildirmislerdir. Ince ve arkadaslar1 (113) Giineydogu anadolu bolgesinde en yaygin p talasemi
mutasyonunun IVS 1-110 oldugunu (%27,8) ve bunu %11,1 oranlarinda IVS 1-6 ve Fsc 8, %8,3

oraninda IVS II-1 ve %S5,5 oraninda IVS 1I-745 mutasyonlarinin izledigini bildirmislerdir.
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Ciirtik ve arkadaglar1 (114) Cukurova bolgesinde yapilan orak hiicre ve § talaseminin prenatal
tan1 sonuglarini yayinlamistir. Calismada IVS-1-110 (G > A) mutasyon insidansinin %57.14’{in
B-thal 6zelligi tasiyan ebeveynlerin olusturdugu bildirilmistir. Ariyiirek (6) tarafindan yapilan
caligmada, Konya yoresinde 164 olgunun 84’iinde B talasemi mutasyonu tasiyiciligi, birinde
o’ talasemi mutasyonu tasiyicilifn ve birinde HbS-talasemi tasiyiciligi belirlenmistir.
Mutasyon taramasi yapilan olgulardan 3 tanesi IVS 1-110/ IVS 1-110 homozigot, 3 tanesi IVS
[1-745/1VS 1-110 ve 1 tanesi HbD/IVS 1-110 gifte heterozigot olarak belirlenmistir. Beta
talasemi tasiyiciligi belirlenen olgularin %74’ IVS I-110, % 9’u Fsc 8, % 5’1 Cd 39, % 4’
Fsc 5, % 4’0 IVS I-1, % 2’si IVS 11-745, % 1°1 Fsc 44 ve -87 mutasyonu tasiyicist oldugu
belirlenmistir. Ulutas ve arkadaslar1 (125) Kadirli bolgesinde evlilik 6ncesi tarama yaptiran
1994 kisiden 98’inde (%4,91) beta talasemi tasiyiciligi tespit etmislerdir. Ayrica HbD i¢in bes
tastyicilik (%0.46) ve bir hasta oran1 (9%0.09) ile en fazla goriilen anormal hemoglobin tipi

oldugunu, iki kiside HbS ve bir kiside HbE tasiyiciligi tespit ettiklerini bildirmislerdir.

Calismalar incelendiginde Tiirkiye’nin bdlgeleri mutasyon sikligi acisindan her
cografik bolgedeki mutant allellerin dagiliminin farkli oldugu gézlenmektedir. Bunun i¢indir
ki mutasyonlarin 6zellikle hasta cocuk dogumunu engellemek amaciyla halen 33 ilde kanun
geregi uygulanan evlilik 6ncesi tarama ¢alismalarina destek olmak amaciyla farkli bolgelerde
benzer ¢alismalarin yapilarak iilkemizin tam bir talasemi mutasyon haritasinin ¢ikarilmasi

Onem tasimaktadir.

Akdeniz bolgesinde sosyoekonomik, kiiltiirel ve cografi yerlesim acisindan farkli bir
oneme sahip olan Kahramanmarag’ta hemoglobinopati ile ilgili ilk ¢calisma Canatan ve ark.
(115) tarafindan yapilmigtir. Canatan ve arkadaglar1 (115) tarafindan Kahramanmaras'in
Elbistan il¢gesinde yapilan tarama caligmasi sonucu pB-talasemi tasiyicilig sikligini %1 (n=995)
olarak gostermislerdir. 2001 yilinda Yiiregir ve ark. (107) random olarak 1491 kiside tarama
yapmuglar ve bu yorede orak hiicre anemisinin olmadig1 ve beta talasemi tasiyiciliginin % 0,93
olarak tespit etmiglerdir. Hemoglobin S tespit edilmemis ve 3 HbD tasiyicisi bildirmislerdir.
2008 yilinda Giiler ve ark. (116) Tarafindan bir yillik siirede Kahramanmaras ilinde evlilik
oncesi 11040 kisi (5520 erkek, 5520 kadin) tarama yapilmistir. Calismada olgularin 261’inde
(130 erkek, 131 kadin) beta talasemi tagiyiciligt, 59’unda (31 erkek, 28 kadin) HbS saptanmis
ve tastyicilik oranlari talasemi igin %2.35 ve HbS i¢in %0.54 bulmuslardir. Kurutas ve ark.
tarafindan (2015) Kahramanmaras ilinde evlilik 6ncesi tarama uygulanan 106889 kisiden 1670
kisinin beta talasemi tasiyicisi (%1.56) ve 134 Orak hiicre anemisi tasiyicist (%0.125) oldugu
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ve HbS, Hb D-Los Angeles, HbC, HbE ve Hb-0-Arab olmak {izere bes farkli anormal

hemoglobin bulundugunu bildirmistir.

Kahramanmarag’ta hemoglobinopati ile ilgili molekiiler diizeyde kapsamli bir ¢caligma
ilk defa 2015 yilinda Stimer ve ark. (117-118) tarafindan yapilmistir. Stimer ve ark. (117)
tarafindan yapilan tarama galismasinda da Kahramanmaras yoresinde 100 olgunun birinde o®’,

20,5

diger birinde o olmak iizere iki alfa, 2 kiside ise beta talasemi tasiyiciligi ve 9’unda demir

eksikligi anemisi belirlenmistir.

Bu tez c¢alismasi, Kahramanmaras ydresinde beta talasemi mutasyonlarinin
belirlenmesine yonelik olan ilk ¢aligma olup ¢esitli arastiricilar tarafindan lilkemizde siklikla
rastlandig1 belirtilen 10 mutasyonu kapsamaktadir. Calisma sonucunda 5 farkli beta globin geni
mutasyonu (IVS 1-110 G>A, IVS II-I (G>A), IVS 1-5 (G>C), Fsc8 (-AA) ve Fsc 8/9 (+G)
belirlenmistir. Calismamizda en sik rastlanan mutasyon IVS 1-110 (G>A) olup, 28
kromozomun 16 tanesi IVS 1-110 olarak belirlendi (%57.14). Ayrica galisma grubu igerisinde
14 hastadan 7 tanesi IVS 1-110 mutasyonu i¢in homozigot olarak belirlendi. Toplam 12 aileden
10’nu birer talasemik ¢ocuga sahip iken iki aile de cift talasemili ¢ocuga sahipti. Bu yiizden
son yillarda Kahramanmaras ilinde Saglik Bakalig: tarafindan evlilik 6ncesi tarama ve genetik

danigsma hizmeti verilmektedir.

Daha once yapilan bir¢cok calismada da lilkemizde en fazla gozlenen IVS 1-110
mutasyon oldugu rapor edilmistir. Bu mutasyon farklt bdlgelerimizi kapsayan c¢esitli
caligmalarda %21.1-60 arasinda degisen oranlarda rapor edilmektedir (90,96,101,105,119-
123). Calismamizda goriilen diger mutasyonlar IVS 1-5, IVS 2-1, Fsc 8 ve Fsc 8/9°du. Calisma
kapsaminda olan 14 hastanin 6’s1 Fsc 8, Fsc 8/9, IVS1-5, IVS 1-110 ve IVS 2-1 mutasyonu
i¢in heterozigot idi. Ayrica, ¢alismamizda bir hastanin (O.B.) her iki kromozomunda

mutasyonlar ARMS yontemiyle belirlenemedi.

Calisma kapsamimiz igerisinde bulunmasina ragmen, VS I-6 (T>C), Cd 39 (C>T), -30
(T>A), IVS I-1 (G>A) ve IVS 2-745 (C>G) mutasyonlarina olgularimizda rastlanmamistir. Bu
mutasyonlardan VS 1-6 iilkemizde siklikla rastlanan mutasyonlardan biri olarak refere
edilmektedir (82). Ayrica Ciire, (123), Nisli ve ark. (124) tarafindan degisen oranlarda rapor
edilen -290 bp del, poly A (TAA>TGA), Cd -74/75 (-C), IVS 2.848 (C>A), -101,-28, Cd 15,
Cd 27, 3UTR (-13bp), Cd 22- 24 (-7bp), IVS 1-130 mutasyonlar1 ¢alisma kapsamimizda

bulunmamaktadir. Bu konu ile iligkili olarak yukarda bahsedilen 6 heterozigot olguda ve bir
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hastada (O.B.) yukaridaki olas1 mutasyonlarin biri ya da farkli bir mutasyonun varlig1 soz
konusu olabilir. Bu hastalarda - globin geni icin DNA dizi analizinin yapilmasi olas1 diger
mutasyonlarin taranmasi agisindan yararli olacaktir. Boylece akraba evliliklerinin yaygin
oldugu bolgemizde olasi riskler anlatilarak bu durumdaki ebeveynlerin prenatal taniya

yonlendirilmesi beta talaseminin 6nlenmesi bakimindan énemlidir.

Sonug olarak, Kahramanmaras heterojen bir mutasyon dagilimi gostermekte ve IVS 1-

110 mutasyonu %57.14’liik oran ile baskin bir mutasyon oldugu goriilmektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu caligsmada 14 talasemili hasta ve onlarin ailelerinden toplam 29 kan 6rnegi alindi. Bu
hastalar KSU hastanesinde tedavi edilmekte idi. Kan sayimi cihazi ile hematolojik veriler elde
edildi. HbA2 miktar1 HPLC y6ntemi ile belirlendi. On farkli beta talasemi mutasyonu ARMS
yontemi tarandi. Bunlar; -30 (T>A), Cd 8 (-AA), Cd 8/9 (+G), IVS 1-1 (G>A), IVS 1-5 (G>C),
IVS 1-6 (T>C), IVS 1-110 (G>A), Cd 39 (C>T), IVS 2-1 (G>A), IVS 2-745 (C>G) alindu.

Sonuglar sirasiyla;

1. Calismamizda en sik rastlanan mutasyon IVS 1-110 (G>A) olup, 28 kromozomun 16
tanesi IVS 1-110 olarak belirlendi (%57.14).

2. Ayrica calisma grubu igerisinde 14 hastadan 7 tanesi IVS 1-110 mutasyonu igin
homozigot olarak belirlendi. Toplam 12 aileden 10’nu birer talasemik ¢ocuga sahip iken
iki aile de ¢ift talasemili cocuga sahipti.

3. Caligmamizda goriilen diger mutasyonlar IVS 1-5, IVS 2-1, Fsc 8 ve Fsc 8/9°du.
Calisma kapsaminda olan 14 hastanin 6’s1 Fsc 8, Fsc 8/9, IVS1-5, IVS 1-110 ve IVS 2-
1 mutasyonu i¢in heterozigot idi.

4. Calismamizda bir hastanin (O.B.) her iki kromozomunda mutasyonlar ARMS
yontemiyle belirlenemedi.

5. Calisma kapsamimiz igerisinde bulunmasina ragmen, IVS 1-6 (T>C), Cd 39 (C>T), -30

(T>A), IVS I-1 (G>A) ve IVS 2-745 (C>G) mutasyonlarina olgularimizda rastlanmadi.

Sonug olarak, Kahramanmaras iline 6zgii beta talasemi mutasyonlarinin heterojenligini

gosteren bu ¢alismanin prenatal tani i¢in riskli ¢iftlere faydali olacag: diisiintilmektedir.
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