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L GIRIS VE AMAC

B-Talassemi, kalitimsal bir kan hastaligidair ve klinik
olarak anemi, hemoliz ve yetersiz eritropoez bulgulari ile
tanimlanir(l,2). Kuzey ve Orta Afrika, Orta Dogu, Hindistan,
Cin, Giiney Dogu Asya ve en ¢ok Akdeniz bdlgesinde yogunlasmis
olup diinya niifusunun % 3'iiniin B-talassemi geni tasidigi tahmin
edilmektedir(3). B8 -Talassemi iilkemizde de g¢ok sik rastlanan
bir hemolitik anemi tipi olup, Cavdar ve Arcasoy tarafindan
Tiirkiye genelinde bu hastaligin heterozigot insidansi 7 2

olarak saptanmistir(4,5).

Giiniimiizde, bir ¢ok iilkede, hastalikli gen tasiyicilar-
da dogum kontroli uygulanmasinin yanisira bu ailelerde bebek-

lerin prenatal teshislerinin yapilmasi ¢6nem kazanmaktadir.

Talassemi teshisinde genel olarak kullanilan ydntem-
leri, kan sayimi, periferik kan yaymasinda eritrositlerin
g6riinlimii, gerek elektroforez, gerekse kromatografi ve alkali

denatiirasyon teknikleri ile HbA2 ve HbF tayinleridir.

Son yillarda, rekombinant DNA teknolojisinin gelisti-
rilmesi ile insan hemoglobinleri iizerinde yapilan c¢egitli ¢ga-
lismalar, temel genetik prensiplerine ag¢iklik getirmesi ya-
ninda hastaligin analizinde yeni biyokimyasal genetik yodntem-~

lerin uygulanabilmesine de yardimci olmustur. Bu teknoloji
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sayesinde, talassemi molekiiler diizeyde incelenebilmektedir.

Bu calismanin amaci, B-talassemili hastalarda molekii-
ler diizeye inerek nokta mutasyonlarin tespitidir. Bunun ig¢in
gen amplifikasyonu ve normal ve mutant sentetik oligoniikleo-
tidler ile hibridizasyon yontemleri kullanilmistir. Standart-
lastirilmis olan bu yontemlerin iilke g¢apinda kullanilarak ta-
ramalarin yapilmasi ile Tiirkiye'de goriilen B-talassemilerin
molekiiler diizeyi hakkinda, istatistiksel olarak anlamli sayi-
da bilgilerin elde edilmesi miimkiin olacaktir. Bu bilgilerin
birikimi, etnik grublarda ne tip mutasyonlarin bulundugu ko-
nusunda bize daha kesin bilgiler verecektir. Ayrica, bu yeni
teknolojinin, Tiirkiye'de prenatal tani laboratuvarlarinda uy-
gulanmasi ve yayginlastirilmasi, bu y&ndeki saglik problemi-

mizi ¢Ozmeye yonelik &nemli bir adim olacaktar.



II- GENEL BILGILER

1. INSAN HEMOGLOBINLERININ YAPILARI VE SENTEZLERI

Yetiskin insan hemoglobini (Hb) 4 heme bagli bir
¢ift o (141 a.a.) ve bir ¢ift B (146 a.a.) polipeptid =zincir-

lerinden meydana gelmis bir tetramer molekiildiir.

Kemik iliginde eritrositer yapim siiresinde, erken
eritroblast devresinde globin mRNA sentezi, bu devreyi takip
eden polikromatofilik eritroblast devresinde ise globin poli-
peptid zincir sentezi maksimuma ulasir ve zincir sentezi re-
tikiilosit devresinde de devam eder. Daha sonra g¢ekirdegin
kaybolmasi ile olusan eritrositler dolasima katilair. Bu dev-

rede protein sentezi yapilmaz.

Eritrositlerin hemoglobini i¢in gerekli olan demir,
ince barsak epitelinden emilir. Kemik iliginde transferrine
baglanarak tasinir. Eritroblast membranindan transferrine
bagly demir indirgenerek igeri alinir. Mitokondride demir,
hem sentetaz enzimi yardima ile protoporfirinle birleserek
hem olusur. Sentezi bitmis, veya heniiz sentezlenmekte olan
globin zincirleri, eger heme baflanan bdlgelerin sentezleri
tamamlanmis ise derhal hem ile birlesirler ve hemoglobin tet-

ramerini olustururlar.

Normal bir eriskinde genel olarak HbA mevcuttur. Her



bir eritrosit hiicresinde ii¢ ya da daha fazla tipte a, B, Y
ve § diye isimlenen globin polipeptid =zincirleri bulunur
ve yogunluklarinin oranlarina gére birleserek hemoglobin tet- -
ramerini olustururlar. @ ve 8 globin grubu =zincir sentezleri
dengeli oldugu siirece hemoglobin iki ¢ift polipeptid =zinci-
rinden meydana gelir ve eritrositin Omri boyunca kararli ka-
lar. Bazi hastaliklarda oldugu gibi globin zincirlerinin sen-
tezleri ya da par¢alanmalari (degredasyon) dengesiz ise, zin-
cirlerden biri digerinden daha fazla oldugu ig¢in, fazla olan
zincir hiicre ig¢inde birikmeye baslar. Fazla miktardaki o zin-
cirleri monomerik, fazla B ve Y zincirleri tetramerik (BA—He—
moglobin H, Y4—Hemoglobin Barts) yapilarai olustururlar. Bu
hemoglobinler normal hemoglobine kiyasla oldukg¢a dayaniksiz-
dirlar. Hiicre ig¢inde ¢Okerek eritrositin &mriinii kisaltirlar

ve hemolitik anemiye neden olurlar.

Yetiskin ve fetal hemoglobinlerde @ zincirleri ile bi-
lesik B, Y ve 6 zincirleri bulunur (HbA: azB , HbAZ: a262,
HbF: azYz). Embroya da ise @, & ve € zincirlerinden olusan
hemoglobinler bulunur (Hb Portland: ;2Y2, Hb Gower 1: C9€os
Hb Gower 2: azez).

Sekil 1'de, dogumdan 6nce ve sonra insan hemoglobinle-
rinin gelisimi gosterilmektedir. Hb Gower 1, Hb Gower 2 ve
Hb Portland gebeligin 10 uncu haftasinda kaybolurlar ve fe-
tal hayatin baslica hemoglobini olan HbF kendini gdsterir.
Yetiskin Hb'inin 7 97'sini olusturan HbA dofumdan &nce sen-
tezlenmeye baslar, dogumdan sonra ise baslica hemoglobini
olusturur. Bu siirede yetiskin Hb nin % 1-2,5'gunu teskil eden
HbA2 de sentezlenmeye baslar. Burada dikkat edilmesi gereken
en 6nemli nokta R-zincirinin, gebeligin 2. ve 3. trimestirle-
rinde kiigiik miktarlarda da olsa ortaya ¢ikmaya baslamasidair.
Bu nedenle, R-talasseminin erken (prenatal) tanisi fetal kan

tahlilleri ile miimkiin olabilir.
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Sekil 1- Dogumdan 6nce ve sonraki devrelerde gesitli globin-
lerin total globine karsi sentez yiizdeleri.

2. INSANDA NORMAL GLOBIN GEN YAPILARI

Rekombinant DNA teknolojisi ile insan globin genleri

Sekil 2'de gdbsterildigi gibi haritalanmistir(6).

Insan g-globin gen kiimesi 16 inci kromozomun ve insan
B-globin gen kiimesi 1l'inci kromozomun kisa kollarinda yer
almaktadirlar(7-10). |

a-Globin genleri iki fonksiyonel kopyadan olusur ve
- bunlar ayni polipeptidi sifrelerler. Iki ¢ geninden 5' bdlge-
de bulunanin fonksiyonel oldugu tespit edilmi$tir. B-globin
gen kiimesini 5'dan 3' yé&niine dogru inceleyecek olursak, bir
embryonik gen (g), iki fetal gen (y) (GY ve AY), bir psédogen
(wB), bir delta geni (§) ve bir adet beta geni (B) goriiliir.
Pstdogenler globin genine benzemekle beraber herhangi bir
proteini sifrelemezler. Diger globin genlerinde de oldugu gi-
bi, burada da genler DNA ilizerinde embryonik fetal ve yetiskin

sirasina gore dizilmislerdir.
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Sekil 2- 16 1inci ve 11 inci kromozomlarin kisa kollarinda

yer alan globin gen kiimeleri ve olusturduklari he-
moglobinler (Genler arasi mesafeler 1000 niikleotid
¢ifti, 1 kilobaz (kb), olarak belirtilmistir).

3- B-GLOBIN GEN EKSPRESYONU

1977 den giliniimiize, rekombinant DNA teknolojisindeki
gelismeler ile prob cDNA larin basari ile klonlanmasi ve to-
tal genomik gen kiitiiphanelerinin olusturulmasi sonucunda in-
san globin gen bOlgelerinin izolasyonu ve karakterizasyonu
miimkiin olmustur(ll). Ekspres edilen tiim genlerin ve genler
arasi DNA nin biiyiik bir boliimiiniin dizi analizleri yapilmis-
tir(12,13). Bu deneyler sonucunda, B-globin geninin 2 defa
intron veya "interveining sequence" (IVS) denilen degisik
uzunlukta, olgun mRNA da bulunmayan DNA zincirleri ile boliin-
diigii gosterilmistir (Sekil 3). Intronlarin yanlaranzi kaplayan
eksonlar proteinleri sifreleyen DNA bdlgeleridir. Ayrica 5'
ve 3' uglarinda translasyona ugramayan kisa DNA bdlgeleri de

vardir.



B-Globin geni, transkripsiyona ufrayarak agir niiklear
mRNA (Hn RNA) yi1 meydana getirir. Hn RNA, nukleusda post
transkripsiyonel modifikasyona ugrayarak intronlari ayrilar
,"splicing™, ve mRNA nin 5' ucuna "cap", 3' ucuna poli (A)
zincirinin ilavesi ile olgun mRNA meydana gelir. Nukleusda
tamamlanan olgun mRNA sitoplazmaya gegerek burada translas-
yona ugrar (Sekil 4). 5' "cap"in mRNA yi1 fosfataz ve nukleaz-
lardan koruyarak stabilitesini arttirdigi, poli (A) nin ise
mRNA nin stabilitesini arttirdigi ancak translasyon i¢in mut-
laka gerek olmadigr goriisii kabul edilmektedir. Muhtemelen,
intronlar, dengesiz meioz ¢aprazlasmasina neden olabilecek
yanlis kromazomal dizilmeyi Onlemeye yardimci oldugu goriisi
vardir. Yapisal genlerin disinda kalan bu DNA pargaciklarinin
gen ekspresyonunun regiilasyonunda &nemli roli oldugu agik-
tir(2).

1 30 31 104 105 146
IvsIT
1 93 223  un5 1,295 1,531
Kb t 01-5 1jo . 115 210

Sekil 3- Insan B-globin geni (illl: kodlanan b&lgeler; 23 :
5' ve 3' da yer alan translasyona ugramayan bélge-
ler; IVS-I ve IVS-II: intronlar). Diagram iizerindeki
numaralar amino asitin kodon pozisyonunu, altaindaki
numaralar ise nukleotid pozisyonunu gdstermektedir.
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Sekil 4- Eukaryotlarda gen ekspresyonu

Son senelerde, olduk¢a yilkksek oranda talasseminin ha-
tali "splicing" nedeni ile hatali globin mRNA larin olusma-
sindan kaynaklandigi anlagsilmaktadir(l4,15). Hatali mRNA
"splicing"i muhtemelen diger genetik hastaliklarain da altinda
yatan bir sebeptir. Bu nedenle mRNA "splicing" olayi biyoloji

ve tipda biiytik bir ilgi alanidar.

"Splicing"in hatasiz olarak gergeklestirilmesini tayin
eden en Onemli faktdr Hn mRNA daki nukleotid dizisidir. Bir
cok "splice" boélgelerinde yapilan karsilastirmalar intronla-

rin GT 1ile bagsladigini ve AG ile bittigini goéstermekte-



dir(16,17). Bu bolgelerdeki homoloji, "splicing" enzimleri
tarafidan taninmasi ic¢in korunmaktadir, ancak sadece iki niik-
leotidin, boliinme noktasini isaretleyici tek faktdor olmasi
yeterli degildir. Yapilan arastirmalarda, '"splice" bolgesi-
nin ¢ok yakinianda niikleotid dizileri arasinda biiylik bir ben-
zerlik oldugu goriilmektedir. Bunlara '"consensus" niikleotid
dizileri denilmektedir(17). Bu "consensus" niikleotid dizile-
rinde gé6riilen mutasyonlar da, Hn mRNA nin hatali bir sekil-
de bdliinmesine ve dolayisi ile degisik talassemi tiplerinin

olusmasina neden olmaktadir(l4).

4- B-GLOBIN GEN REGULASYONU

Daha ¢nce, globin gen yapilari bahsedilirken, B-globin
gen ailesinde bes adet transkripsiyonel olarak aktif genin
bulundugu bildirilmis idi. Gelisim siiresinde degisik genler
farkli dokularda farkli =zamanlarda ekspresyona ugramaktadir-
lar. Ornegin embroyonik e geni yumurta kesesinde, insan
Y-globin geni fetal karacigerinde ve B~globin geni ile §-geni
primer olarak kemik iliginde ekspres edilmektedirler(2). Hib-
rid genler ile yapilan ¢alismalarda, B-globin gen ekspresyo-~
nunu regiile eden faktdrlerin transkripsiyon bdlgesinin 5' ve

3' bolgelerinde bulunduéunu gostermektedir(18).

Globin gen ekspresyonunun regiilasyonunu molekiiler dii-
zeyde incelemek icin insan hibrid y-8 genleri fare embryosuna
enjekte edilerek bu genlerin ekspresyonlari incelenmis-
tir(19). Elde edilen sonuglar, 5' bdlgesinin genin baslama/
durma veya pozitif/negatif regiilasyonu ile ve 3' bdlgesinin
ise ekspresyon igin gerekli olmadigi halde, zaten aktif olan
genin regiilasyonuna etki ettigi tezini ortaya ¢ikarmis-
tir(19).

Daha sonra yapilan arastirmalarda, B -globin geninin

bir promoter iki "enhancer" elementi igerdigi gosterilmis-
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tir(20). Promoter, R-globin geninin, transkripsiyona baslama
bélgesinin 160 bp yukarisindadir. Transkripsiyonal "enhancer"
elementleri ise dokuya spesifik olup, biri yapisal B-globin
geninde ikinci intronda ve digeri 3'-"flanking" dizi zinci-

rinde (Pst 1 kesim noktasainin altinda) yer almaktadair(20).

5- B-GLOBIN GEN KUMESINDE DNA POLIMORFIZMI

DNA da siklaikla rastlanan sessiz veya tabii niikleotid

c¢esitliligine polimorfizm denir.

Insan genomunda goriilen genetik degiskenlikler hakkin-
da bilgi edinilmesi 1970 senelerinde baglamistir. Harris ve
arkadaslari, inceledikleri 104 proteine ait genetik farkli-
lasmalari, temel alarak, insanlardaki beher gene ait ortalama
heterozigotlugun 7Z 6 oraninda olabilecefini belirtmisler-
dir(21,22). Bu analizler sadece sifre bolgelerinin polimor-
fizmi ile ilgilidir. Ancak dikkati geken noktalar, polimorfik
yapiya ¢ogunlukla gen ig¢inde intronlarda rastlanilmasi ve
niikleotidde eksilme, "deletion", veya ilave, "insertion", go&-
riilse de gene de tek bir niikleotidin yer degismesi, "substi-

tution", ile polimorfik yapinin olusmasidir.

Insanlarda DNA polimorfizmi, ilk defa Lawn ve arkadas-
lar1(23) ve Kan ve Dozy(1l8) tarafindan 1978'de kesfedilmis-
tir. Lawn ve arkadaslari, §-globin geninin ikinci intronunda
(IVS-2) Pst 1 (Restriksiyon enzim) polimorfizmini ortaya ¢i-
kartirken, Kan ve Dozy'de B-globin geninin 3' b&lgesinde 5
kb 1lik Hpa 1 (Restriksiyon Enzim) polimorfizmini ortaya ¢i-

karmiglardir.

DNA polimorfizmi iki deneysel y&ntem ile tanimlanabi-
lir. Birincisi, klonlanan DNA parcalarinin dizi analizlerinde
farkliliklarin tayin edilmesidir. Ikinci yntem ise, DNA daki

spesifik niikleotid dizilerini taniyan ve o bdlgeden kesen
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restriksiyon enzimlerini kullanarak zincir uzunluklarinin in-

celenmesidir (RFLP Teknigi).

Yukarida bahsedilen restriksiyon enzim metodu ile
B;globin gen kiimesinde, 17 yaygin polimorfizm ortaya gikaril-
mistir(19). Bunlardan 12'si genler arasi zincirleme, '"flanking
region'", i{i¢i intronda, bir tanesi psddogende, ve bir tanesi
de B-globin geninin ilk eksonundadir (Sekil 5). Degisik etnik
gruplarda rastlanan polimorfik niikleotid sikligi Antonarakis
ve arkadaslarinin yapmis oldugu bir c¢alismada tablo halinde

gosterilmistir(24).

G A

5 € y |4 ¢ﬁ| 5 B .
. — R-TR—Y IR YR J
i | : I | I T T 11
1 2 3 4 5 6 7 skg 10/'11{ 13 Mlalslm 7!;

12

Sekil 5- B-Globin gen kiimesinde polimorfik restriksiyon bdl-
geleri.(l: Taq 1, 2: Hinc II, 3 ve 4: Hind III,
Pvu II, 6 ve 7: Hinc II, 8: Rsa 1,9: Taq 1, 10:
Hinf 1, 11: Rsa 1, 12: Hgi Al, 13: Ava II, 14: Hpa 1,
15: Hind III, 16: Bam H1, 17: Rsa 1).

6. B-GLOBIN GEN MUTASYONLARININ HAPLOTIPLER ILE ILGISI

Orkin ve arkadaslari, globin geninde hastaliga ne-
den olan mutasyonlarin kromozomal haplotipler ile ilgili ola~
bilecegini savunmuslardir(25). Eger bu tez dogru olsa idi,
spesifik mutasyonlarin spesifik haplotipler iizerinde bulunma-
s1 gerekirdi. Yapilan arastirmalarda goriilen mutasyonlarin
%Z 85'inin tek bir kromozomal haplotip iizerinde bulundugu sap-

tanmistir(26).
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7- B-TALASSEMI

B—Talassemi,/eritroid hiicrelerinde, g-globine relatif
olarak B-globinin yetersizligi ya da eksikliginin goriil-
digli durumlari kapsayan heterojen bir gruptur(2). B-Talassemi
i¢in heterozigot olan yani sadece bir f-globin geni etkilen-
mis olan bireyler, klinik olarak genelde saglakladir. Iki
R-globin geni de mutasyonlardan etkilenmis olan B-talassemi
homozigot bireyler genelde ¢ok siddetli bir anemik tabloya
sahiptirler, ve yasamlarinin devami i¢in daimi bir tibbi mua-
yeneye ihtiyag¢lari vardir. Bu duruma talassemi major denir.
Nadir de olsa, homozigotlarin daha az etkilendikleri hafif
bir tedaviye veya hic¢ tedaviye gerek duymadiklari durumlar
da vardir. Genelde bu duruma talassemi intermedia denir. Bu
iki durum arasindaki klinik farklaliklar ¢ok net olmadig:
igin, bu tip tarifler yanlis ydénlendirmelere ve bireyin ger-
¢ek genotipinin anlasilmasinin engellenmesine neden olmakta-
dir(19). Bazi durumlarda, B-talasseminin iki tipini birbirin-
den ayirmak faydalidar: Bo—talassemide, hi¢ B-globin geni
sentezlenmez, BYT-talassemide ise B-globin polipeptidi vardair,

ancak miktar olarak ¢ok azdir.

Talasseminin genel molekiiler mekanizmasi, gende gorii-
len molekiiler lezyonlar, ("deletion", "insertion”, "substitu-
tion"), neticesinde ortaya ¢ikan hatali transkripsiyon, hata-

11 RNA progesi ve hatali translasyondur.

Giniimiizde B-globin geninde 51 adet nokta mutasyonlara,
iic adet delesyon bilinmektedir(3). Ayrica B-talassemi fenoti-
pi gdsteren iki adet stabil olmayan globin tanimlanmistir(3).
Talasemik mutasyonlar Lanclos ve Kutlar'in hazirlamis olduk-
lari bir raporda liste olarak sunulmustur(27). Stabil olmayan
globinler Hb-Indianapolis(28) ve Hb-Showa-Yakushiji(29), bel-
ki de yontemlerin yeterince hassas olmamasi nedeni ile kanda

teshis edilememektedirler. Bu nedenle, bu globin mRNA larain



5'

translasyona ugrayip ugramadiklari heniiz agikliga kavusmamig-
tir. Sekil 6'da, B -talassemi mutasyonlarinin B8-globin genin-
deki yerleri ve B-globin gen ekspresyonunda spesifik olarak

etkilenen faktorler goriilmektedir.

!
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Sekil 6- PB-Talassemide nokta mutasyonlar (: B-globin ge-
ni; [_]: intronlar; : Translasyona ugramayan bol-
geler. Mutasyonlarin etkilendikleri mekanizmalar:

1" 1"

T: "spilicing" T: transkripsiyon; T: cap" bdlgesi;

l: RNA kopmasi; T: "frame-shift"; ?: "nonsense" ko-

don; T: stabil olmayan globin; .l: delesyon).

8- TURK TOPLUMUNDA B-TALESSEMI

Tiirk toplumu ﬁzerinde,VB—talasseminin molekiiler pato-
lojisi ile ilgili bilgiler yetersizdir. Bilindigi gibi, Tiirk
toplumu genefik olarak farkli kodkenlerden bir araya gel-
mektedir. Bu nedenle, en sik rastlanan mutasyonlarin tayi-
ninde belirli bir goriise varabilmek ig¢in, her bir etnik
gruptan istatistiksel olarak anlamli sayida hasta ve risk
gruplarina ait B—giobin gen analiz bilgilerinin toplanmasi

gerekmektedir.

Yapilan <c¢esitli yayinlarda, Tiirkiye'de, homozigot
B-talassemi grubundan hematoloji kliniklerine basvuran has-
talarin biiyik bir boliimiinin hafiften siddetliye varan semp-

tomlar gosterdigi belirtilmistir(30-34).



Bir calismada, Tiirkiye'de en sik rastlanan B-talassemik
allelin B+IVS—1 nt 110 mutasyonu oldugu belirtilmistir(35).

Tirkiye'de, Adana, Ankara, Kibris ve Istanbul ydresin-
den toplanan ve klinik bulgulari hafif ile agir diizeyde seyre-
den B-talassemik 47 adet hasta kan numunesinden elde edilen
94 kromozomda, Amerika'da yapilan amplifikasyon ve sentetik
problar ile hibridizasyon deneyleri, 40 kromozomda IVS-I'de
110 'uncu niikleottidde G -+ A, 22 kromozomda IVS-I de 6 1inca
niikleotidde T+C, 13 kromozomda 8 inci kodonda "frame-shift",
4 kromozomda IVS-I de 1 inci niikleotidde G+A, 2 kromozomda
39 uncu kodonda C+T, 2 kromozomda IVS-I de 5 inci niikleotidde
G+T, 2 kromozonda ~87 inci niikleotidde C+G, ve 1 kromozomda
IVS-1I1I de 245 inci niikleotidde C+G mutasyonlarina rastlandig:

tespit edilmistir(36).

9- GENETIK HASTALIKLARIN TESHISINDE KULLANILAN REKOMBINANT
DNA YONTEMLERT

Son yallarda, bir c¢ok genetik hastaliklarin molekiiler
yapisi rekombinant DNA teknolojisinin uygulanmasi ile agikli-
ga kavusmustur(37). Genetik hastaliklar ile ilgili olarak,
6zellikle gendeki DNA'nin. polimorfik yapilarinin tayini, pre-
natal teshis 'i¢cin ¢ok kiymetli klinik bilgiler temin etmemize

yardimci olmustur(18,38-41).

Gen diizeyinde mutasyonlarin tayin edilmesi i¢in kulla-

nilan ydntemleri ii¢ bSliime ayirabiliriz:

a) Restriksiyon Par¢a Uzunlugu Polimorfizm Analizleri-

RFLP Analizleri

Bilindigi gibi restriksiyon enzimleri ¢ift sarmal DNA
nin spesifik bir dizisini taniyarak, o noktada DNA'yi keser.

Ornegin Mae I restriksiyon enzimi, DNA da CTAG dizisini tanir



ve DNA nin hangi bélgesinde bdyle bir dizi varsa, o noktadan
DNA yi1 keser. B-Globin geninde 39 uncu kodonda, C yerine T
nin geg¢mesi ile goriilen mutasyonda, normalde CCAG olan dizi
mutasyon sonucunda CTAG ye doniislir ve normalde Mae I'in tani-
madig1r dizi, mutantda Mae I tarafindan taninir ve kesilir.
Bu noktadan kesilen mutant DNA normal DNA ya kiyasla daha
diigiik molekiil agirliginda bir parcadir. Agaroz gel elektrofe-
rizini takiben yapilan Southern blot (DNA nin membrana trans-
feri), ve DNA problari ile yapilan hibridizasyonlar otoradyo-

grafi yontemi ile tespit edilir.

RFLP analizlerinde ilk basari, Huntington hastaliginin
insanlarda 4. kromozon ilizerinde polimorfik DNA ile baglantila
oldugunun goésterilmesidir(42). Bazi nérolojik ve psikiyatrik
hastaliklar ile birka¢ kalitimsal kanser tipinin kromozomal

anormallikleri RFLP analizleri ile tayin edilmistir(43).

b) Sentetik Oligoniikleotid Problari ile RFLP Analizleri

Bu y6ntemde, sentetik deoksiriboniikleotid problar kul-
lanilarak B-globin geninde polimorfizm, yani haplotip tayi-
ni yapilir. Bu analizlerle belirli etnik gruplarin belirli
mutasyonlar gésterdigi tespit edilmistir(25). Mutasyonun po-
zitif tanimlanmasinda, DNA kiigiik sentetik oligomerik bir prob
ile hibridize olur. Ornegin g ~geninin 39 uncu kodon civarin-
daki dizisine bakacak olursak, mutant gen ile normal gen ara-

sindaki farki tespit edebiliriz.

.
Normal: > TACCCTTGGACCCAGAGGTTCTTTS'

1 1
Mutant: > TACCCTTGGACCTAGAGGTTCTTTS

Normal ve mutant genler bir nukleotid farki ile birbirleri-
nin aynisidir. Bdylece, normal DNA dizisi ile hibridize ola-
cak fakat mutant DNA si ile hibridize olmayacak bir kiigiik de-

oksiriboniikleotid 2zinciri sentezlemek miimkiindir. Prob ile
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hibridizasyon neticesi olusan ¢ift sarmal DNA termal stabiliteye dayali
oldugu ig¢in, 19-20 niikleotidden daha uzun problar tek bir baz uyumsuzlu-
gunda yeterli derecede destabilizan etki gosteremeyecektir(44). 19
bp uzunlugundaki problarin insan genomundaki tek kopya dizi-
leri tanimasindaki yeterliligi de gésterilmistir(45). Bu go6-
riisten hareket ederek, 39'uncu kodondaki mutasyonu tayin et-

mek ic¢in asagidaki dizileri igeren problar sentezlenebilir:
5' 3!

Normal prob: CCTTGGACCCAGAGGTTCT

? 1
Mutant prob: > CCTTGGACCTAGAGGTTCTS

Spesifik bir tampon ve sicaklikta, normal prob normal

DNA ya, mutant prob ise sadece mutant DNA ya hibridize olur.

32P ile problarin 5' wuglari isaretlenerek bu problar

radyoaktif izleyici olarak kullanilirlar. Isaretleme islemini,

poliniikleotid kinaz enzimi, asagida gosterildigi gibi gergek-

32
P-

lestirerek, ATP nan igaretli Y-fosfatini DNA molekiiliiniin

5'~hidroksil grubuna transfer eder:

poliniikleotid
. ki N
S'HO—NlPsz ... + *ppp A 1+r12az 5'*lepN2p...+’ppA
Mg

ilgili kromozomal DNA izole edildikten sonra, restrik-
siyon enzimi ile kesilir ve RB-globin geni yaklasik 2.0 kb
uzunlugunda bir parcaya boliiniir. Bu DNA zinciri, agaroz gel
elektroforezinde diger genomik =zincirlerdem ayrilair. Daha
sonra Southern blot-ve prob ile hibridizasyon yapilair. Eger
hasta, bu spesifik mutasyon i¢in homozigot ise sadece mutant
prob ile hibridize olur. Eger hasta heterozigot ise hem mu-
tant ve hem de normal prob ile hibridize olur. Hasta normal

ise normal prob ile hibridize olur.

Sentetik oligoniikleotid y&ntemi, ilk olarak, orak hiic-

re anemisi(45), @g-1 antitiripsin eksikligi(47), ve bazi B-ta-



lasemilerin prenatal teshisinde(48,49) kullanilmistir.

Yukarida bahsedilen y&ntemlerin kullanilmasi ile yapi-
lan teshislerde biliyiik ilerlemeler kaydedilmis olmasina rag-
men bu ydntemlerin bazi dezavantajlari vardir. Teshisin yapi-
labilmesi ig¢in, her bir restriksiyon enzim kesiminde 10 wug
gibi ¢ok fazla miktarda DNA ya ihtiyag¢ vardir ve islemlerin
tamamlanmasi 10-15 giin siirer. Ayrica, haplotip tayini ile di-
rekt mutasyon teshisinin yapilmasi meiotik rekombinasyondan
otiiri yanlis tani verebilir., Simdiye kadar bu durumda iki
meiotik rekombinasyon bildirilmistir(50,51). Homozigot R-ta-
lasemi olarak dogan bir cocuga, gebeligin ilk ii¢ ayinda kor-
yon villiisii'nden elde edilen DNA iizerinde uygulanan RFLP ana-
lizleri ile RB-talassemi trait olarak yanlis teshis konmustur.
Cocugun aile fertleri iginde yapilan kromozom ¢alismalarina
gbre babadaki meiotik rekombinasyonun bu yanlis taniya sebep

oldugu anlasilmaktadir(52).

c) Gen Amplifikasyonu ve Sentetik Oligoniikleotid Prob

Hibridizasyonu ile Nokta Mutasyonlarinin Tayini

Kromozomal mutasyonlarin direkt tespitinde en biiyiik
ilerleme, ilk olarak Saiki ve arkadaslarai tarafandan tarif
edilen gen amplifikasyonuhun basari ile uygulanmas: ile elde

edilmistir(53).

Gen iizerinde istenen bolgenin amplifikasyonu, ilk de-
fa, in vitro kosullarda, polimerazin katalize ettifi =zincir
reaksiyonu ile gergeklestirilmigtir. Bu islemde, am?lifiye
edilecek b&élgenin 5' ve 3' u¢ kisimlarinin dizi analizleri
bilinmeli ve bu bdlgelere ait primerlerin islem esnasinda ha-
zir bulundurulmas: gerekir. Primerler seg¢ilirken, B-globin
geninin mutasyon b&lgesini kapsamasina ve O§-gen bélgesi ve
DNA nin diger bdlgeleri ile miimkiin minimum homoloji icerecek

dizide olmasina dikkat edilmelidir. Yapailan ¢alismalar §~gen



bélgesi ile sadece ii¢ baz ¢iftinin uyumsuzluBunun bu bélgede
olabilecek herhangi bir amplifikasyonu dnlemeye yeterli oldu-

gu goriilmiistiir(54).

Amplifiye edilecek DNA dizisinin enzimatik olarak saf
sekilde bulunmasina gerek yoktur; dizi kompleks bir karisimin
ufak bir parg¢asi olabilir, yani insan DNA sinin tiimii i¢inde
tek kopya bir gen olabilir. Reaksiyon sonunda elde edilen
iiriin, 5' ve 3' u¢ noktalarina isabet eden primerler arasinda
kalan bir dsDNA molekiiliidiir. Sekil 7'de amplifikasyon ydntemi

sematik olarak gésterilmistir.

DNA, iki primer ve dort deoksiriboniikleotid trifosfa-
tin yiiksek molar konsantrasyonunu igeren reaksiyon tamponu
ic¢inde denatiire edilir. Boylece DNA templet vazifesini rahat-

likla goriir.

Reaksiyon T4 DNA polimeraz veya E.Coli'nin DNA polime-
raz 1 Klenow Fragmenti ilave edildikten sonra, iki primer
arasinda kalan ve DNA nin karsiti olan dizi sentezlenmeye
baslar(55). Isleme ardi ardina uygulanan, farkli sicakliklar-
da denatiirasyon, hibridizasyon ve uzatma, "extention", islem-
leri ile devam edilir. Reaksiyona, istenen uzunluktaki dizi
istenen miktarda elde edilinceye kadar devam edilir. Ilk dén-~
glide ve bunu takip eden her bir dongiide, orijinal templete
hibridize olan her bir oligoniikleotid belirsiz wuzunlukta
ssDNA molekiilii iiretir. Bu {iriinler, dongi sayisina godre lineer
olarak birikmeye baslar. Uzun iiriinler, bundan sonraki déngii~
de, bir diger oligoniikleotid i¢in templet vazifesi goriir ve
bu oligoniijkleotidlerin uzamasi spesifik uzunlukta oligoniikle-
otid molekiillerinin meydana gelmesini saglar. Her bir dongii-
deki kopyalamanin basari ile gergeklestigi kabul edilirse,

beher dongiliniin verimi Z 62 olarak hesaplanmistir(56).

Bu yéntem sayesinde spesifik DNA dizileri, selektif
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olarak =zenginlestirilerek, genlerde dizilerin degiskenli-
gi(53,57,58), kromozomal diizenlemelerin incelenmesi(59), ge-
nomik niikleotid dizilerinin yiliksek verimlilikte klonlanma-
51(60) ve mitokondrial ve genomik DNA laran direkt olarak di-

zilerinin tayin edilmesi(61-65), miimkiin olmaktadir.

Bu yodntemin giigliigii, polimeraz enziminin termolabil
olmasindandir. Sentezlenen DNA pargalarinin birbirinden ay-
rilmasi ic¢in 1s1 denatiirasyonu gerektiginden, her déngii re-
aksiyona taze enzim ilavesi ile gergeklestirilir. Eger ayna
anda birden fazla amplifikasyon yiiriitiiliiyorsa, hata riski ar-
tar. Son zamanlarda polimeraz enziminin yerine, termofilik

bir bakteri olanm Thermus aquaticus'dan saflastirilan taq po-

limeraz enzimi kullanilmaya baslanmistir(66). Taq polimeraz
95°C de uzun siireli inkiibasyonlara dayanikli oldugu i¢in bu
yontemi oldukg¢a basite indirgeyerek amplifikasyon y&nteminin
spesifikligini, verimliligini ve Thassasiyetini arttirmistar.
(67,68). Taq polimeraz ile, 2000 bp uzunlufundaki DNA =zin-
cirlerinin amplifikasyonlarinda da basari elde edilmi$-
tir(67).

Amplifikasyon isleminin ardindan, amplifiye edilen DNA
dot-blot seklinde iki kopya membran {izerine ayni miktarlarda
tatbik edilir(69). Daha o6nce tarif edildigi gibi, bir membran
radyoaktif isaretli normal prob ile ve digeri mutant prob ile

hibridize edilir.

Asagida dot blotta hibridizasyon islemi sematik olarak
goriilmektedir (Sekil 8). Sagda normal ile, solda mutant prob
ile hibridizasyonu goOriilmektedir. Seklin en sagindaki blot
normal probun hibridize oldugunu fakat mutantin hibridize ol-
madigini gdstermektedir. Bu nedenle bu kromozomda, aranan mu-
tasyonun bulunmadigi goérilmektedir. Her bir seklin ortasinda-
ki blot, kromozomun aranan mutasyon i¢in heterozigot, en sol-

dakinin ise homozigot oldugunu godstermektedir.
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Sekil 8- Dot-Blot Hibridizasyonu (0: Hibridize olmayan,
®: Hibridize olan).

Prenatal teshisde, gen amplifikasyonu biiyiik avantajlar
getirmistir. Ornegin, bir seri mutasyonun tayini icin ¢ok az
miktarda DNA (yaklasik 0,5 ug) yeterli oldugu gibi, islem gok
daha kisa siirede tamamlanarak, nokta mutasyonun bulunup bu-
lunmadigina dair direkt ve saglikli sonug¢lar elde edilir.
Ayrica tani ig¢in aile ¢alismalari (family studies) ile bag
analizlerine (linkage analysis) gerek yoktur. Ancak, B-talas-~
semi veya incelenen genetik hastaliga neden olan mutasyon
onceden bilinmiyorsa, ilgili gen kiimesinin giiniimiize kadar bi-
linen biitiin mutasyonlara godre hazirlanmis sentetik oligoniik-
leotid problar ile taranmasi veya kromozomun dizi analizinin
yapilmasi gereklidir(70). Bu nedenle, bazi durumlarda, B-ta-
lasseminin prenatal teshisi yapilirken RFLP analizlerini de
beraberinde uygulamak gerekebilir ve genelde giiniimiizde haplo-
tip tayinleri ig¢in klonlanmis DNA problari genis capta kulla~
nilmaktadir(71).
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IlI- ARAC, GEREC VE YONTEMLER

1. KIMYASAL MADDELER

Adenosin S'Cy—32P)Trifosfat (Y32PdATP), Trietil amonyum tu-
zu, 5000 Ci/mmol (Amersham)

Agaroz (Sigma)

Amonyum bi karbonat (Fluka)

Amonyum kloriir (Fluka)

Amonyum siilfat (Merck)

Asetik Asit, glasiyel (Merck)

Bovin Serum Albumin, BSA (Sigma)

Bromofenol Mavisi (Merck)

2'-Deoksiadenosin 5'-Trifosfat, dATP (Boehringer Mannheim)
2'-Deoksiguanosin 5'-Trifosfat, dGTP (Boehringer Mannheim)
2'-Deoksisitidin 5'-Trifoéfat, dCTP (Boehringer Mannheim)
2'-Deoksitimidin 5'-Trifosfat, dTTP (Boehringer Mannheim)
DL-Ditiyoteritol, DTT (Sigma)

Etanol (Merck)

Eter (Merck)

Etidyum bromiir, EB (Sigma)

Etilendamin tetraasetik asit, disodyum tuzu, EDTA (Merck)
Fenol (Merck)

Fikol-Tip 400 (Sigma)

Hidroklorik asit (Merck)

8~Hidroksikuinolin (Sigma)

Hind III, 20.000 iinite/ml (Biolabs)
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Izo amil alkol (Merck)

Kloroform (Merck)

A, Lambda DNA Metillenmemis (Biolabs)
Magnezyum asetat (Sigma)

Magnezyum kloriir (Sigma)
2-Merkaptoetanol (Sigma)
Oligoniikleotidler (Symbicom)
Poliniikleotid Kinaz, 10.000 iinite/ml (Biolabs)
Polivinilpirolidon, PVP (Sigma)
Potasyum glutamat (Sigma)

Potasyum meta bi siilfit (Merck)
Primerler R-37 ve R-47 (Symbicom)
Proteinaz K (Sigma)

Réntgen banyosu (Kodak, D-76)
Sephadex G-25, Medium, 50-150 pym (Pharmacia)
Sodyum asetat (Merck)

Sodyum azit (Merck)

Sodyum bi hidrojen fosfat (Merck)
Sodyum dodesil sulfat, SDS (Sigma)
Sodyum hidroksit (Merck)

Sodyum kloriir (Fluka)

Sodyum sulfit (Merck)

Sodyum tiosulfat (Merck)

Taq Polimeraz, 5.000 inite/ml (Anglian)
Tri sodyum sitrat (Sigma)

Tris (2-amino~2-hidroksimetil-1,3~propandiyol) (Sigma)
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2. MALZEME VE ALETLER

Adsorban kagit (Whatman 3 MM)
Agaroz gel aleti (TUBITAK)
Banyolar : Su (Eppendorf, Haake SWIS 20, Niive BM 101)
Yag (Multi-block heater, Lab-Line)
Dolaplar : +4°C (Argelik)
: -20°C (Beko)
: -70°C (GFL)
Dot-Blot (Bio-Rad)
Elektroforez gii¢ kaynagi (EPS 400/500, Pharmacia)
Enjektsr, steril (Impex)
Filmler : Polaroid, siyah-beyaz
Siyah-beyaz, negatif (Ilford FP4)
Rontgen (Kodak X-Omat)
Filtreler:Whatman GF/C
Steril Filtre, 0,2 um (Sartorius Minisart NML)
Millipore, 0.45 um

Naylon membran, 0.45 um (Nytran NY 13, Schleicher
Schuell)

Fotograf Makinasi (Polaroid MP-4, Land Camera)
Inkiibatsr (Niive)
Liyofilizatsr (TUBITAK)
Magnetik karistirici (Spin master, Cole/Parmer)
Mikropipetler (Gilson ve Eppendorf)
Mikrosantrifiij tiipleri (Eppendorf)
Otoklav (TUBITAK)
PHE-Metre (EMAF)
Radyoaktif Detektdr (Mini-monitor)
Santrifiijler: Sorvall, RC5-C (DuPont)
(Motorlari: . Sabit (Fix) SS-34
. Salinan (Swing-bucket) HS-4)
Mikrosantrifiij (Eppendorf, 5415)
B-Sintilasyon sayaci (LKB Wallac,1212 Rackbeta)
Spektrofotometre (Varian DMS 90)-(Kuvartz Kiivetler-Hellman)
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Teraziler: Hassas (Mettler H31)
Normal (Mettler PE2000)

Ultraviole 1sin vericisi, kisa dalga (Foto Dyne)

3. SOLUSYONLARIN VE TAMPONLARIN BILESIMLERI

Agaroz gel yiikleme tamponu: % 0,05 Bromofenol Mavisi
% 20 Fikol, tip 400
(1xTAE, pH 7,8 ile hazirlanir)

50x Denhardt'in tamponu : Z 1 Fikol, tip 400
Z 1 Polivinilpirolidon

%Z 1 Bovin serum albumin

25 mM dNTP karisimi : 25 mM dATP
25 mM dCTP
25 @M dGTP
25 mM dTTP
(0,1 N NaOH ile pH 8,8'e ayarla-

nir).

10x Kinaz Tamponu : 700 mM Tris.HC1, pH 7,6
100 mM MgC1l
5 mM DTT

2

10x Potasyum Glutamat : 1 M Potasyum glutamat
Tamponu ' 250 mM Tris.asetat pH 7,6
100 mM Magnezyum asetat
50 pg/ml Bovin serum albumin

5 mM 2-Merhaptoetanol

Proteinaz K Tamponu : 100 mM Tris.HC1, pH 7,5
1 mM EDTA, pH 8,0
1 mM DTT
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20x SSC : 3 M NaCl
0,3 M Tri sodyum sitrat
(12 M HC1 ile pH 7,0'a ayarlanir)

20x SSPE : 3 M NaCl
0,2 M Sodyum bi hidrojen fosfat
0,02 M EDTA, pH 8,0
(10 N NaOH ile pH 7,4'e ayarlanir)

1x STE : 10 mM Tris.HC1l, pH 8,0
100 mM NaCl
1 mM EDTA, pH 8,0

10x TAE : 400 mM Tris
40 mM EDTA, pH 8,0
200 mM Sodyum asetat

(Asetik asit ile pH 7,8'e ayarla-
nir).

5x Taq Enzim Tamponu : 335 mM Tris.HC1l, pH 8,8
83 mM Amonyum siilfat
33,5 mM MgCl2
50 mM 2-merkaptoetanol

0,85 mg/ml Bovin serum albumin

1x TE : 10 mM Tris.HC1, pH 8,0
1 mM EDTA, pH 8,0

Not: Kullanilan tiim maddeler miimkiin olan en saf kalitededir.
Tamponlar distile su ig¢inde hazirlanip 0,45 pum Millipore
filtresinden veya 0,2 um 1lik steril filtreden siiziiliip otok-

lavlanarak kullanilda.
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4, YONTEMLER

a) Kan Orneklerinin Eldesi

Yapilan analizlerde, klinik tablosu hafiften siddetli-
ye varan anemi ve (B-talassemi bulgulari gosteren 9 adet EDTA
11 (1 mg EDTA/ml-kan) hasta kani ile bir adet saglikli goniil-
li kani kullanilmistir(72). Kan &rneklerinin alindigi olgula-

rin hematolojik ve klinik bulgulari Tablo 1'de 6zetlenmistir.

b) DNA Eldesi ve Konsantrasyonun Hesaplanmasi

DNA eldesi ig¢in, Gross—-Bellard ve ark. ile Grossens
ve ark.'nin yontemleri modifiye edilerek kullanilmistir(73,
74) . | '

5 ml EDTA 11 kan 6rnegi, 10 ml.lik tiiplerde, +4°C de
2500xg de (6000 rpm, rotor: SS-34) 15 dakika santrifiij edile-
rek coktiiriildii. Supernatan atildi. Hiicre peleti, 3 defa, +4°C
de 2500 xg de 10 dakika, %Z 0,9 NaCl ile yikandi. Pelet, 50
ml 1ik tiiplere aktarilarak iizerine 15-20.ml 131 mM NH4C1 ve
0,9 mM NH4H003 ig¢eren lizat soliisyonu ilave edildi ve eritro-
sitlerin liziz olmasi i¢in, 15 dakika kadar buz iginde bek-
letildi.Lizis isleminin tamamlanmasindan sonra, tiip, +4°C de,
10.000xg de (yaklasik 7000 rpm, rotor: HS-4), 10 dakika, fren
kullanilmadan santrifiij edildi. Hemolizat (siipernatan) atila-
rak, tiip adsorban bir kagit ilizerine ters gevrilerek kisa bir
siire bekletildi ve tiip dibine yapisan pelet 10 ml 1x STE tam-
ponu ile yikandi. Daha sonra, tiip ilizerine, 4,5 ml 1x STE ila-
ve edilerek pelet siispansiyonu yapildi. Son konsantrasyonu
100 ug/ml proteinaz K igeren proteinaz K tamponu ve SDS
(%Z 1) ilave edildi. Bir proteolitik enzim olan proteinaz K,
niikleik asit izolasyonlarinda son 15 seneden beri kullanil-

makta olup, SDS gibi keotropik ajanlar ile aktive edildigi
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bilinmektedir(75). Siispansiyon yapilmis pelet, bu karisim
icinde, 37°C de, bir gece (16 saat) bekletildi. Ertesi giin,

doymus fenol soliisyonu ile DNA ekstraksiyonu yapildzx.

Ticari kristalize fenol, 182°C de distile edildikten
sonra, koyu renkli cam siselerde +4°C'de saklandi. Nikleik
asit izolasyonlarainda kullanilan doymus fenol, Maniatis ve

ark.'larinin tarif ettigi gibi hazirlandi(76).

+4°C de kati distile fenol, 68°C ye getirilerek eri-
tildi. Uzerine son konsantrasyon Z 0,1 olacak sekilde 8-hid-
roksikuinolin ilave edildi. 8-Hidroksikuinolin, anti oksidan
vazifesi goriir, kismen RNaz'a inhibe eder ve metal iyonlar:
i¢in ¢elasyon ajanidir. Sari renkte olmasi ise ayrilan fazla-
rin kolaylikla taninmasina yardimci olur.Eritilen fenol, bir
kag¢ defa esit hacimde tris tamponlari (1,0 M Tris-HCl, pH 8,0
ardindan 100 mM Tris-HCl, pH 8,0 ve Z 0,2 2-Merkaptoetanol)
ile ekstre edildi. Bu isleme, sivi fazin pH'si 7,6 nin iistiine
yikselinceye kadar devam edildi. Bu sekilde hazirlanan doymus
fenol, koyu Tenkli cam siselerde, +4°C de bir ay dayanikli-

dar.

Niikleik asit karisimi, iki defa esit hacimde doymus
fenol:kloroform:izoamil alkol (25:24:1) ve bir defa esit ha-
cimde kloroform:izoamil alkol (24:1) ile ekstre edildi. Klo-
roform proteinleri denatiire etmek ic¢cin ve izoamil alkol ise
ekstraksiyon esnasinda kopilirmeyi &nlemesi ve organik fazin

sivi fazdan kolayllkla ayrilmas: ic¢in kullanilda.

Sivi fazdan fenoliin uzaklastirilmasi ig¢in bir defa su
ile doyurulmus eter ile ekstraksiyon yapildai. Ekstraksiyon
esnasinda, 6rnek kaybini ve DNA ya zarar verebilecek serbest
radikallerin olusmasini ©o6nlemek i¢in, eter su ile doyurul-
du(76).
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Ekstraksiyon sonucunda, niikleik asitler 1/10 hacim 3M
sodyum asetat, pH 5,0 ve 2,5 hacim saf etanol ilavesi ile

coktiiriildii.

Beyaz renkli, sa¢ goriiniimli ¢okelek, iki defa 7% 70
etanol ve bir defa saf etanol ile yikanarak liyofilize edil-

di. Kuru pelet, 1 ml TE ig¢inde ¢06ziildi ve -20°C de saklandai.

DNA larin 260 nm de ve 280 nm de O0.D. degerleri alin-
da.

Niikleik asitlerin maksimum absorbsiyonu, 260 nm'de ol-
dugundan, bu deger DNA konsantrasyonunun hesaplanmasinda kul-
lan11di(76). 260 nm de 6lg¢iilen 1 0.D., 1 ml de yaklasik 50 ug
¢ift sarmal DNA ya karsiliktir. Ayrica OD26O/OD280 orani niik-
leik asitlerin safliklarinin tanimlanmasinda kullanilan bir
deger olup, bu protein ve fenolden arinmis saf DNA i¢in 1,8
dir. Protein ve fenol kontaminasyonunda bu deger 1,8'in al-
tina diismekte, RNA kontaminasyonunda ise 2 ye g¢ikmaktadzir.
Bu durumlarda DNA miktarlarinin kesin olarak hesaplanmasi

mimkiin degildir.

Konsantrasyon hesabi ig¢in -20°C de saklanan DNA &r-
nekleri oda 'sicakligina getirilerek ¢o6ziildi. Bu o6rneklerden
5 ul alinarak, %Z 1 SDS ile 1 ml ye tamamlandi, saf Z 1 SDS'ye
karsi, 260 nm ve 280 nm de absorbsiyonlari okundu. Asagidaki

denkleme gdre konsantrasyonlari hesaplandi (Tablo 3).

1 0.D. = 50 ug/ml DNA oldujuna;

0.D. x 50 ug/ml x 200 (Seyrelti faktdrii) _ Ue/ml
1000 pi/ml T DNAL
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c¢) Amplifikasyon Primerleri ve Prob Olarak Kullanilan

Oligoniikleotidler

Amplifikasyonda kullanilan primerler 20, prob olarak
kullanilan oligoniikleotidler ise 19 deoksiriboniikleik asit
uzunlugunda olup dizi analizleri Tablo 2'de g&sterilmistir.

Primerler (R-37 ve R-47), RB-globin geninin "cap" nok-
tasi '0' kabul edilirse, -76 inci deoksiriboniikleotidden bas-
layarak, 1IvS-I1,1, IVvS-1,6, IVS-I,110 ve B-39'uncu kodon mu-
tasyonlarini kapsayacak sekilde, ikinci eksonun +451 inci de-
oksiriboniikleotidinde son bulan 527 deoksiriboniikleik asit-

1ik bir diziyi igermektedir.

Tablo 2

Primerlerin (R-37, R-47) ve Prob Olarak Kullanilan Sentetik
Oligoniikleotidlerin, B -Globin Geni Uzerindeki Pozisyonlara,
Dizi Analizleri ve Tipgeri

I ]
No Pozisyon = Dizi Analizi Sl Tip

R-37 | -76 cap'a gére 5' | CCAATCTACTCCCAGGAGCA | Primer

R-47 | +451 Exon 2 CACTCAGTGTGGCAAAGGTG | Primer
I| IVS-I,1 GCAGATTGGTATCAAGGTT Mutant
IT | 1Ivs-I,1,6 GCAGGTTGGTATCAAGGTIT Normal
ITT | IVS-1,6 GCAGGTTGGCATCAAGGTT Mutant
IV} IVS-I,110 CTGCCTATTGGTCTATTTIT Normal
V| IVS-I,110 CTGCCTATTAGTCTATTTT Mutant

VI | Ekson 2,kodon 39 CCTTGGACCCAGAGGTTCT Normal
VII | Ekson 2,kodon 39 AGAACCTCTAGGTCCAAGG - | Mutant

Prob olarak kullanilan sentetik oligoniikleotidler

de asagidaki mutasyonlar bulunmaktadar.

I no.lu sentetik oligoniikleotidde birinci dintronun



(IVS-1I), birinci niikleotidinde G'nin yerini A almistir. Ge-
nel bilgiler boliiminde de bahsedildigi gibi gen {izerindeki
"splice" bolgelerinin GT dondér (5') ve AG akseptdr (3') di-
niikleotidleri daima korunmaktadir. Bu noktalarda meydana ge-
len mutasyonlar "splicing" mekanizmasina etki etmektedir(25).
Akdeniz bélgesinde ¢ok sik rastlanan bu B-~mutant genine RC

denilir.

IT no.lu sentetik oligoniikleotidde birinci intronun
(IVS-1I), altinc:r niikleotidinde T nin yerini C almistir. Bu
mutasyon, birinci intronun "consensus" dizisinde go&riiliir. Bu
yer degistirme, mRNA "splicing" mekanizmasinin fonksiyonunu
normalin altina diisiiriir, fakat gene de bir miktar sagliklz
mRNA olusabilir(25). Bu nedenle, bu R-mutant genine B+ deni-

lir.

V no.lu sentetik oligoniikleotidde birinci dintronun
(IVS-I), 110'uncu niikleotidinde G nin yerini A almistar. Ak-
deniz bélgesinde yaygin olan bu mutasyon, intron ig¢inde nor-
mal mRNA olusumu ile yarisan yeni bir akseptdr "splice" nok-
tasinin bulunmasina ve ger¢ek mRNA olusumundaki verimin
diismesine neden olur(77,78). Bu RNA tiplerinde mRNA'nin sito-
plazmaya transportu gerceklesmez veya transport olsa dahi
mRNA stabil - degildir ve derhal pargalanir. Ayrica anormal
mRNA nin translasyon esnasinda prematiire terminasyonu da siz

konusudur. Bu, B-mutant genine B+ denilir.

VII no.lu sentetik oligoniikleotidde ekson 2 de, 39 un-
cu kodonda C nin yerini T almistir. Akdeniz bdlgesinde ve
6zellikle Sardinya adasinda ¢ok sik gériilen bu mutasyon B-
globin geninde anlamsiz "nonsense", ya da "frame shift", mu-
tasyonu meydana getirir ki bu durum translasyon esnasinda
prematiire zincir terminasyonuna ve dolayisi ile B-globin po-
lipeptid sentezinin engellenmesine neden olur(79-81). Bu gene

B%-tipi denilir.
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Primerler ile sentetik oligoniikleotidlerin B-globin

genindeki yerleri $ekil 9'da goriilmektedir.

&—527 bp —>

R-37 R-47
< 2kb >
Cap 0 it ivs-1 vs-2 Poly A
v ¥ L

.) L- -
i (G—A) 11(;2“_*) CD39 (C~T)
6 (T—C) .

Sekil 9- Primerler (R-37, R-47) ile mutant bélgelerin, B-
globin genindeki pozisyonlari. Siyah renkli kutular
soldan saga sirasiyla ekson 1, ekson 2 ve ekson 3'ii
gostermektedir. '

d) Gen Amplifikasyonu

Amplifikasyon yéntemleri laboratuvarimizdaki kosullara

gore modifiye edilerek kullanilmistir(53,67,82).

Bir mikrosantrifiij tiipine, son hacmi 50 1l olacak se-
kilde 0,5 ug. DNA O6rnegi, 1lx Taq enzim tamponu, 1,5 mM dNTP
karisimi (1,5 mM dATP, 1,5 mM dCTP, 1,5 mM dGTP, 1,5 mM TTP),
1 uM R-37 ve 1 uM R-47 ilave edildi. Reaksiyon karisimi iize~
rine, buharlasmayir ©Onlemek 3i¢in 20 ul mineral yagi ilave
edildi. Mikrosantrifiij tipii 95°C de 5 dakika yag banyosunda
bekletilerek DNA nin denatiirasyonu temin edildi. Daha sonra
55° de su banyosunda 1 dakika bekletilerek primerlerin DNA
nin ilgili bolgelerine spesifik olarak hibridizasyonu temin
edildi(67). Mikrosantrifiij tiipiine hazirlanan enzim karisi -
mindan (0,5 iinite/yl Taq polimeraz, 1x Taq Enzim tamponu, 1,5
mM dNTP karisimi) 2 pl ilave edilerek su banyosunda enzimin

en verimli calisma sicakligi olan 72°C de 3 dakika bekletil-



di. Daha sonra mikrosantrifiij tiipii, 1 dakika 95°C de denatii-
rasyon, 1 dakika 55°C de hibridizasyon (primer eslesmesi) ve
3 dakika 72°C de zincir uzama islemlerinin gergceklesmesi ig¢in
tutuldu ve bu dongi 25 defa tekrarlandai. 10 uncu dongiiden
sonra 2 Ul ve 20 inci dngiiden sonra 1 nl Taq enzim karisimin-
dan ilave edilerek, aktivitesi azalan enzimin yerine takviye
yapirldi. Amplifikasyon isleminden sonra oOrnekler -20°C de

saklanda.

e) Agaroz Gel Elektroforezi I¢in Izleyicinin

Hazirlanmasi ve Incelenmesi

Agaroz gel elektroforezinde izleyici olarak, Hind III

reaksiyon enzimi ile kesilmis A DNA si1 kullanildz.

Daha o6nce laboratuvarimizda yapilan bir c¢alismada po-
tasyum glutamat tamponunun, bir ¢ok restriksiyon enzimi ke-
simlerinde yeterli ve verimli oldugu gosterilmis idi(83).
10 ug vy DNA, 1x Potasyum glutamat tamponu iginde 37°C su ban-
yosu iginde bir gece (16 saat) birakildi. Ertesi giin, son kon-
santrasyonu % 5 fikol (Tip 400) verecek oranda agaroz gel

yikleme tamponu ilave edilerek, -20°C de saklandz.

Hazirlanan izleyiciden 0,5 ug alinarak % 0,8 1lik aga-
roz gelde 1x TAE tamponu ig¢inde, 4 saat, 7 volt/cm de (70 V)

ylirditildi.

Flektroforez sonunda gel, U.V. 1sin vericisi ilizerinde

incelenerek, Polaroid kamera ile resmi c¢ekildi.

f) Agaroz Gel Elektroforezi ve Amplifikasyon

Urinlerinin Incelenmesi

DNA agaroz gel elektroforezinin prensibi, alkalin ya

da ndtral pH degerlerinde DNA molekiiliiniin fosfat gruplarinan



negatif yiik ile yiiklenmesi ve DNA molekiiliinin baz kompozis-
yonu ne olursa olsun, bir elektrik akimi verildiginde daima
anoda dogru hareket etmesi seklinde ag¢iklanabilir(84). DNA
molekiillerinin hareketleri arasindaki fark karsilastiklara
dirence bagli olarak degisir. Agaroz gelde DNA molekiilleri
gelin porlari iginden gecerek hareket ederler ve boylece DNA
molekiilleri zincir uzunluklarina gdre birbirlerinden ayrailir-

lar.

Agaroz gel elektroforezi kaynak da da belirtildigi se-
kilde hazirlandi(76). Gen amplifikasyon iiriinlerini gel iize-
rinde izlemek icin 1x TAE tamponu iginde 71,4 liik agaroz geli hazr-
landxr. DNA bantlarinin U.V. 1s1§1 altinda goriinebilirligini
temin etmek ig¢in bir florasen boya maddesi olan etidyum bro-
miir, gel icinde son konsantrasyonu 0,5 ug/ml olacak sekilde

onceden ilave edildi.

DNA amplifikasyonu sonucunda elde edilen iiriinlerin ve-
rimleri farkli olacagi i¢in 6nce her bir drnekten esit hacim-
de (4 ul) alinarak ve son hacminde Z 5 fikol (tip 400) icere-
cek miktarda agaroz gel yikleme tamponu ile karistairilarak
5 volt/cm de &4 saat yiiriitiildii. Amplifikasyon bantlari ve
bantlarin yogunlugu U.V. 1sain verici {izerinde tespit edilerek

polaroid kamerada resmi ¢ekildi.

Molekiiler izleyici olarak kullanilan A/Hind III,
amplifiye olan DNA nin zincir uzunluklarinin tespit edilme-
sine yardimci oldu. Izleyici pargalarinin yiikleme noktasina
(orijine) olan uzakliklarina karsilik, zincir uzunluklarainin
(bp olarak) 10 tabanina goére alinan logaritmik degerlerine
gére c¢izilen standart grafik ile amplifiye DNA nin uzunlugu

hesaplandi.

Yukarida tetkik edilen amplifikasyon bandlarinin yo-

gunluklarina gére yapilan DNA konsantrasyon ayarlamalari,
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%2 1,4 liik agaroz gel elektroforezinde incelenerek dogrulandz.
Boylece her bir ornekden esit miktarda DNA nin dot-blot'a

yiklenmesi gergeklestirilebildi.

g) Dot-Blot

Dot-blot i¢in gereken deneysel yontemlerden modifiye
edilerek kullan11di(76).

Yiikleme hacimleri 5-10 pl arasi defisen amplifikasyon
iiriinleri, son hacimleri 100 ul olacak sekilde, 0,4 M NaOH ve
25 mM EDTA, pH 8,0 tamponu i¢inde, oda sicakliginda 30 dakika
bekletilerek denatiire edildi. Yiiklemeden 5 dakika Once disti-
le su ile islatilan naylon membran, vakumlu dot-blot cihazina
verlestirilerek Ornek yiiklemesi yapildi. Blot oluklari, 100-
200 pl 2x SSC ile yikandi. Blot bir adsorbanm kagit iizerinde,
oda sicakliginda kurutuldu. Daha sonra naylon membran 2 saat
80°C de tutuldu. Havadan nem almayacak sekilde korunan naylon

membran hibridizasyon i¢in saklandz.

h) Sentetik Oligoniikleotidlerin 5'-ucundan 32p 116

Isaretlenmesi

Radyoaktif madde ile igsaretleme y6ntemi modifiye edi-
lerek yapildi(76).

Isaretlemede, bir oligoniikleotid =zincirinin 5'-hid-
roksil ucu 732PdATP kullanilarak isaretlendigi dig¢in yiiksek
spesifik aktivitede izotop (5000 Ci/mmol) ve optimum kosul-
lar kullanaldz.

Bir mikrosantrifiij tiibiine, son hacmi 50 pl olacak se-
kilde, 40 pmole oligoniikleotid, 1x kinaz enzim tamponu, 100
uCi Y32PdATP ve 2 iinite poliniikleotid kinaz enzimi ilave
edildi. 37°C de su banyosunda inkiibe edildi. Mikrosantrifiij
tiibiine 2 41 0,5 M EDTA, pH 80 ilavesi ile reaksiyon durdurul-
du.
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i) Sephadex G-25'in Hazirlanmasa

1 g Sephadex G-25 1x STE ig¢inde karistirildi ve 20 da-
kika bekletildikten sonra supernatan atildi. Bu islem iki de-
fa daha tekrarlandiktan sonra, Sephadex G-25, 1x TNE ve koru-
yucu olarak % 0,05 sodyum azit ig¢inde +4°C de saklandzi.

Gel filtrasyon prensibine gdre isleyen Sephadex G-25,
1000 ile 5000 daltonluk makromolekiilleri birbirinden ayirair.
Calismada, tek zincir 19 niikleotidlik (yaklasik 6000 dalton)
oligoniikleotidleri, yaklasik 325 daltonluk dNTP lerden ayir-
mak ig¢in Sephadex G-25'i kullanmak yeterli goriildii. Yiiksek
molekiil agirlikla DNA, gel filtrasyon metodu ile kolondan ay-
rilirken, dANTP gibi kiigiik molekiiller Sephadex'e bagli kalir-
lar. Genellikle iki metod kullanilair: 1) Kolon kromatografi-
si, 2) Siringa iginde G-25 Sephadex'in santrifiijlenmesi (Se-
kil 10).

—””,,,f—Sephadex G-25

-\\\\\‘\

Cam elyafs

Sekil 10- Sirainga ig¢inde G-25 Sephadex'in hazirlanmasa

Ayirma ig¢in ¢aligmada ikinci yOntem kullanildi. 1 ml -
1ik plastik saringanin dibine silikonlanmis cam elyafi yer-
lestirildi. Yatak hacmi 0,9 ml olacak sekilde 1x TNE iginde

G-25 Sephadex ilave edildi. Siringa, uygun bir santrifij ti-
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biine yerlestirilerek 1600xg (4500 rpm,rotor: SS-34) de 4 da-
kika ¢evrildi. Santrifiijden sonra Sephadex'in muntazam bir
sekilde siringaya yerlestigi goériildi. Bu islem, Sephadex
G-25, 0,9 ml hizasina gelinceye kadar tekrarlandi. Daha &nce
52 pl olan 32P isaretli prob, 1lx TNE ile 500 ul'ye tamamla-
narak siringaya tatbik edildi. Ayni siire ve hizda santrifii-
gasyon uygulandi, Santrifiigasyon sonucunda 32P isaretli oligo-
niikleotid eppendorf tiipiinde, serbest Y32P dATP ise siraingada
kaldx.

j) Problarda Yiizde Inkorporasyonunun Hesaplanmasi

Radyoaktif isaretleme igleminin verimi, ya da yiizde
inkorporasyonu, Sephadex G-25 den ®nce ve sonra, Whatman GF/C
kagitlarina damlatilan 2 ul ornegin B -sintilasyon aletinde

32P nin

Cerenkov okumasi yapilarak hesaplandi (Tablo 4).
enerji spektrumunun % 80'i Cerenkov etki sinirinin yani 0,5
MeV nin {izerinde olmasi, ucuz ve kolay olan bu okuma ydnte-
32

minin kullanilabilmesini saglamistir. Cerenkov'un P idig¢in

verimi yaklagsik 7% 40 dir(87).

Sephadex G-25 den sonraki sayim/dakikanin &nceki sa-
yim/dakikaya b&liinmesi ile oligoniikleotidlerdeki yiizde inkor-

porasyon hesaplandi (Tablo 4).

Mikrosantrifiij tiiplerinde muhafaza edilen 32P isaret-
li sentetik oligoniikleotidler kursun bir kap ic¢inde -20°C de
muhafaza edildi. ' 32P nin yarilanma 6mri 14,3 giin oldugu
icin maddenin bu siireden Once kullanilmasi daha yiliksek spe-

sifik aktivitede prob kullanimini temin etmistir.

k) Hibridizasyon

Dot-blot ig¢in hibridizasyon y6ntemi modifiye edilerek
kullanildi(54).
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Dot-blot ig¢in hibridizasyon dereceleri (TH), asagidaki

denkleme gore hesaplandi(88).

TD - 3°C

]
==
] i

2(A4T) + 4(G+C)

TH: Hibridizasyon derecesi

TD: Dissosiyasyon derecesi

Naylon membran, énce 5-10 ml 5xSSPE,5x Denhardt'in so-
liisyonu ve % 0,5 SDS i¢inde ilgili oligoniikleotid i¢in hesap-
lanan hibridizasyon derecesinde (TH), 1l saat dinkiibe edildi.
Bir saat sonra, ayni tampon i¢inde veya taze tampon hazirla-
narak, radyoaktif prob ilave edildi ve 2 saat ayni derecede

inkiibe edildi.

Hibridizasyon siiresinin tamamlanmasindan sonra, naylon
membran 2defa, 500 ml 1ik 2x SSPE ve %Z 0,1 SDS ig¢inde, oda
sicakliginda, 10 dakika ve 1 defa 500 ml 1ik 5x SSPE ve Z 0,1
SDS iginde TH derecesinde, 10 dakika yikandi. Membran kisa
bir siire, adsorban bir kagit iizerinde kurumaya birakildi. In-

ce bir naylon torbaya gegirilerek otoradyografiye hazirlandi.

1) Otoradyografi

Otoradyografi, 32P nin pargalanarak radyasyon 1sinla-
maya baslamasi ile meydana gelen florosentin olusturdufu uzun
dalga boylu fotonlarin réntgen filmi tarafindan kaydedilme-
sidir. -70°C deki ekspozisyon florosent periyodunu uzatarak,

kisa siirede netice elde edilmesini saglar.

Otoradyografi karanlik odada gergceklestirildi. Ince
naylon kagida sarili naylon membran kasetin ig¢ine yerlesti-
rildikten sonra ayni biiyiikliikte kesilen rontgen filmi dikkat-

lice membran ilizerine yerlestirilerek sabitlestirildi. Kasetin
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her iki yiizeyinde bulunan siddetlendirici levhalar arasina
sandvi¢ yapilan film, 4-18 saat, ~70°C de bekletildi(85).

Film kaseti, -70°C den ¢ikarilarak asagidaki sekilde

karanlik odada banyo edildi:

Kodak rontgen banyosu : 5 dakika
Su banyosu : 1 dakika
Sabitlestirici banyo : 10 dakika
(Sodyum tiosiilfat 200 g

Sodyum siilfit 12 g

Potasyum meta bi siilfit 12 gm)
Akar su altinda ¢alkalama : 15 dakika

Film oda sicakliginda kurutuldu.

m) Naylon Membrandan Probun Uzaklastirilmasa

Naylon membranlar yapilari nedeni ile g¢ok dayanikla
olduklari di¢in, lizerindeki radyoaktif prob uzaklastirilarak
baska bir prob ile yeniden hibridizasyona tabi tutulabi-
lir(86).

Naylon membran 2 defa 10 dakika, oda sicakliginda 50
mM NaOH ic¢inde yikandi. Daha sonra, tamponu 5 defa degisti-

rerek oda sicakliginda TE i¢inde yikandi.

Yikama isgslemlerinin tamamlanmasindan sonra, radyoaktif
maddenin tamamiyle uzaklasip uzaklasmadigi, radyoaktif detek-
toér ile kontrol edildi. Radyoaktivitenin tamamiyle uzaklasma-

digar durumlarda yikama igslemi tekrarlanda.
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IV- BULGULAR ve SONUCLAR

1. KAN ORNEKLERININ DNA KONSANTRASYONU

Tablo 3'de 9 hasta ve 1 normal olgudan alinan kan &6r-
neklerinin DNA safliklari ve konsantrasyonlari gé6riilmekte-

dir.

Tablo 3
DNA'larin Safliklari ve Konsantrasyonlara

Ornek No | ODypn | ODygy | ODyey/ODygn | ug/ul
1 0,051 0,033 1,54 0,51

2 0,167 0,093 1,79 1,67

3 0,049 0,029 1,68 0,49

4 0,045 0,029 1,55 0,45

5 0,057 | 0,033 1,72 0,57

6 0,069 0,041 1,68 0,69

7 0,153 0,058 2,6 1,53

8 0,119 0,070 1,7 1,19

9 0,051 0,034 1,5 0,51
10 0,042 0,030 1,4 0,42
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Kan &6rneklerinin alindigi: olgularin klinik bulgulara

Tablo 1'de Gzetlenmistir.

7 no.lu Ornek haricindeki &drneklerde protein ve fenol
kontaminasyonu, 7 no.lu O6rnek de ise RNA kontaminasyonu oldu-
gu OD26O/OD280 oraninda 1,8 degerlerinden farkla degerler

bulgusu ile belirlenmektedir.

Bu diizeydeki kontaminasyon, gen amplifikasyonu yodnte-
minin islerligini etkilemediginden daha ileri bir saflastirma

uygulanmamistir.

2. AGAROZ GEL ELEKTROFOREZINDE IZLEYICINIiN INCELENMESi

Resim 1'de agaroz gel elektroforezinde yiiriitiilen izle-

yicinin verdigi DNA bantlari goriilmektedir.

A/Hind 111

=1 — 233
iy _95
. —6,4

4.2
—2.2

N8

—0.53

Resim 1- Lambda ())/Hind III izleyicinin agaroz gel elektro-
forezinde verdigi bantlar.

Resimde de goriildiigdi gibi A DNA sinin, Hind III rest-
riksiyon enzimi ile, 23,3, 9,5, 6,4, 4,2, 2,2, 1,8 ve 0,53

kb 1lik olmak lizere 7 adet fragmana kesildigi gériilmektedir.



3. AMPLIFIKASYON URUNLERININ AGAROZ GEL ELEKTROFORE-
ZINDE INCELENMESI

Resimde 2 de amplifikasyon {iriinlerinin elektroforez
sonunda agaroz gelin U.V. 1sin yansiticisi iizerinde, polaroid

kamera ile g¢ekilen resmi goriilmektedir.

1234455678 8 91010

Resim 2- Amplifikasyon iiriinlerinin, agaroz gel elektroforezi
sonucunda verdigi bantlar. En sol seritte molekiiler
izleyici olarak kullanilan A/Hind III gériilmekte-
dir. Resim {izerindeki numaralar, Tablo l'de verilen
6rnek numaralaridir. Ok disaretli bdlgede goriilen
bantlar, her Ornekte gen amplifikasyonunun farkla
yogunluklarda fakat her ©Ornekte gergeklestigini
gbstermektedir (Bazi &rnekler ¢ift tatbik edilmis-
tir).

Sekil 11'de A/Hind III izleyicisine g&ére g¢izilen
standart egri {lizerinde amplifikasyon iiriiniiniin bp olarak zin-

cir uvzunluBunun hesaplanmasi gdsterilmektedir.

Resim 2'de go&riildiigii gibi amplifikasyon iiriinlerinin
orijinden uzakliklari 3,5 cm dir. Bu deer standart egrinin
dikey ekseninde 2,72 degerini vermigstir ki bu deger 524 bp
ye tekabiil eder. Bu sonuca goére, amplifiye edilmek istenen
total 527 bp 1lik DNA fragmaninin tamami amplifiye edilmig-

tir.



- 44 -

ukleotid cifti
' [\\}

o
~
0

1 2 3 4
I 1 1 l

orijinden uzaklik (cm)

lo
910 n

Sekil 11— A/Hind III izleyicisinin fragmanlarinin agaroz gel
elektroforezinde orijinden olan uzakliklarina kar-
s1, bp olarak zincir uzunluklarainin 10 tabanina go-
re alinan logaritmik degerleri ile ¢izilen standart
egri (diiz ¢izgi) ve amplifikasyon iiriiniiniin bu stan-
dart egriye gdre zincir uzunlugunun hesaplanmasi (ke-

sik cizgiler).

Resim 3'de amplifikasyon iiriinlerinin Resim 2'deki bant
yogunluklarina gdre konsantrasyon ayarlamalarinin yapilmasin-
dan sonra agaroz gel elektroforezinin U.V., 1sin yansiticisi

iizerinde polarid kameradan g¢ekilmis resmi gosterilmektedir.



i

7 8 g9 91010

Resim 3- Konsantrasyon ayarlamasi yapildiktan sonra, ampli-
fikasyon i{iriinlerinin, agaroz gel elektroforezi so-
nucu verdigi bantlar. En sol seritte molekiiler iz-
leyici olarak kullanilan A/Hind III goriilmektedir.
Resim iizerindeki ve altindaki numaralar Tablo 1'de
verilen &6rnek numaralaraidir (Bazi &rnekler ¢ift
tatbik edilmistir.

Dot-blota yiiklenecek amplifiye DNA miktarlarinin tespi-
ti di¢in Resim 2'deki bant yogunluklarina g&re ayarlanan ve
Resim 3'de g6z ile tespit edilen bantlarin &6rnek no.larina

gore kullanilan hacimleri asagida belirtilmistir,

Ornek no Hacim (ul)
' 10

QWO NONUL P~ WN
[@ RV, EXRU RN ENNoRV; RV, |

et



Resim 3, yukarida belirtilen hacimlerin, agaroz gel
elektrofezinde esit yopunlukta bantlar verdigini g&stermekte-

dir.

4. PROBLARIN YUZDE INKORPORASYONLARININ HESAPLANMASI

Tablo 4'de, Sephadex G-25 den sonraki sayim/dakika,
6nceki sayim/dakika degerleri ile, bu degerlerin birbirlerine
gbére orantilari sonucu hesaplanan yiizde inkorporasyon deger-

leri gosterilmektedir.

Tablo 4

”32P ile Isaretli Problarin Sephadex G-25 den Sonraki ve
Onceki sayim/dakika Degerleri ile Inkorporasyon Yiizdeleri

Oligoniikled Peplagpe 2 % Inkor-
Numarasa* Sonra (sayim/dakika) | Once(sayim/dakika) | POT@SYoR

I 91846 147333 % 62

IT 37626 85254 Z 44

IIT 218632 266671 % 81

IV 115968 131740 % 88

\Y 51940 -56043 % 92

VI 153945 224009 % 68

VII . 119980 253582 % 47

s
Oligoniikleotid numaralar:i Tablo 2'de verilmistir.

Normal ve mutant olmak {lizere yedi ayri oligoniikleoti-

32

din P ile 5' u¢ isaretleme galismalarinda Z 44-7 92 arasi

degisen degerlerde inkorporasyon elde edilmistir.
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5. BIBRIDIZASYON DERECELERININ (TH) VE HiBRIDIZASYONDA
KULLANILAN PROBLARIN TOTAL DAKIiKADA SAYIM DEGERLERI
ILE SPESIFiK AKTIVITELERININ HESAPLANMASI

Yontemlerde (k) belirtilen denkleme gore yapilan he-
saplamalar sonucu problar i¢in elde edilen hibridizasyon de-

receleri Tablo 5'de belirtilmistir.

Tablo 5
Oligoniikleotid Problari Ic¢in Hesaplanan Hibridizasyon
Dereceleri
Oligoniikleotid Hibridizasyon Derecesi
Numarasi¥* (TH)
I 51°¢C
II 53°C
111 55°C
IV 49°C
v 47°C
VI 60°C
VII 58°C

*
Oligoniikleotid numaralari Tablo 2'de verilmistir.

Hibridizasyon dereceleri 49°C ile 60°C arasinda degis-

mektedir.

Tablo 4'de, Sephadex G-25 sonrasi verilen sayim/dakika
degerleri 2 pl 1lik Ornekten elde edilmistir. Total hacmi 500
ul olan her bir prob i¢in, bu degerlerin 250 (500 pl/2 pl)
ile carpimi, problarin total sayim/dakika degerlerini verir.
Bu degerin, reaksiyonda kullanilan gram cinsinden oligoniikle-

otid agirligina (O,ZleO"~6

g=40 pmole) boliinmesi ile her bir
radyoaktif probun spesifik aktivitesi hesaplanir(89) (Tablo

6).
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Tablo 6

Hibridizasyonda Kulanilan Problarin Total Dakikada Sayim
Degerleri ile Spesifik Aktiviteleri

Bir hibridizasyonda kullanilan
Oligoniikleotid sondalar
Numarasi®
total-sayim/dakika | sayim—dakika/gram
I 22,9 milyon 9,16x10%3
IT 9,4 milyon 3,76x1013
I1T 54,6 milyon 2,18xlO14
v 28,9 milyon 1,15x101%
v 12,9 milyon 5,16x10%3
VI 38,4 milyon 1,53x1013
VII 29,9 milyon 1,19x101%

*0ligoniikleotid numaralari Tablo 2'de verilmistir.

Hibridizasyonda kullanilan problarin total sayim/daki-
ka degerleri (9,4—54,6)x106
sifik aktiviteleri 1,53x1013

arasl degistigi goriilmiistiir. Spe-
ile 2,18x10%% arasi farkli de-

gerler vermistir.

6. OTORADYOGRAFIDE NETiCELERIN DEGERLENDIRILMESI

Sekil 12'de dot-blot da kullanilan ©6rnek diizeni,
ve Resim 4, 5 ve 6 da dot-blot kagitlarinin roéntgen filmine
ekspoze edilmelerinden sonra polaroid kamerada g¢ekilen resim-

leri gosterilmistir.

1 2 3
o] o o]
4 5 6
O 0 o
7 8 9
o o o

10

o

Sekil 12- Dot-blot da kullanilan Ornek diizeni. Numaralar Tab-
lo 1'de verilmistir.



Resim 4'de, dot-blot'un IVS-I nt 1,6 normal, IVS-I nt 1
mutant ve IVS-I nt 6 mutant hibridizasyonlarindan sonra ront-
gen filmine ekspoze edilmesini takiben polaroid kamerada g¢e-

kilen resimleri gOsterilmistir.

IvS-I-—> G=A T>C
1,6 normal 1 mutant 6 mutant

Resim 4~ IVS-I nt 1,6 normal, IVS-I nt 1 mutant ve IVS-I nt 6
mutant hibridizasyonlara. .

Bu sonuca goére, 2, 3 ve 5 no.lu 6rmneklerin IVS-I nt 1
de G+A mutasyonu i¢in heterozigot, 6 ve 9 no.lu &rneklerin
ise IVS-T nt 6 da T+C mutasyonu ig¢in heterozigot olduklara

tanisi konmustur.

Resim 5'de, dot-blot'un ekson 2 kodon 39 normal ve mu-
tant hibridizasyonlarindan sonra rodntgen filmine ekspoze
edilmesini takiben polaroid kamerada ¢ekilen resimleri goste-

rilmistir.

ekson 2 kodon39 ——> C-A

Resim 5- Ekson 2 kodon 39 normal ve mutant hibridizasyonlara



Bu sonuca gdre 7 no.lu 6rnegin ekson 2 kodon 39 da C+A

mutasyonu i¢in heterozigot oldufu tanisi konmustur.

Resim 6'da, dot-blot'un IVS~-I nt 110 normal ve mutant
hibridizasyonlarindan sonra réntgen filmine ekspoze edilme-
sini takiben polaroid kamerada cekilen resimleri gésterilmis-
tir.

ivs-1 110 —=> G->A
normal mutant

YOK

Resim 6~ IVS-I nt 110 normal ve mutant hibridizasyonlara

Bu sonuca gdre, 9 O8rnegin hi¢ birinde IVS-I nt 110 da

G+A mutasyonuna rastlanmamistir.

Klinik tablolari anemi ve B-talassemi veren 9 adet
hastada ve bir adet sagliklida Tablo 2'de goésterilen mutas-
yonlarin bulunup bulunmadigi incelendi. 9 adet DNA izolatinin
liciinde IVS-I nt 1 de, ikisinde IVS-I nt 6 da ve birinde ekson
2 kodon 39 da mutasyon bulundugu saptandi. Her biri hem nor-
mal hem de ilgili mutant ile hibridizasyon verdigi i¢in hep-
sine bu mutasyonlar ig¢in heterozigot teshisi konuldu. IVS-I
nt 110 da G+A mutasyonuna rastlanmadi. Kontrol olarak kulla-
nilan saglikli goéniilliden izole edilen DNA, biitiin normaller

ile hibridize olup hi¢ bir mutant ile hibridize olmadx.



V- TARTISMA

Talassemiler, hemoglobin sentezindeki kusurlar nedeni
ile meydana gelen herediter mikrositer anemilerdir. Bunlaran
hafif sekilleri talassemi mindr (heterozigot) adini alirlar.
Bu vakalara daha agir talassemilerin (homozigot) portdérleri
g6ziiyle bakilmalidir(90).

Erigskin insanlardaki hemoglobinin biiyiik bir bolimi
iki alfa ve iki beta globin zincirinden meydana gelmistir.
Erigskinlerdeki hemoglobin A2 adin: alan kiiciik bir bdliimiinde
ise, beta globin zinciri yerine delta globin zincirleri mev-
cuttur. Fetusda ise alfa benzeri veya beta benzeri olarak ad-
landirabilecegimiz daha baska zincirler de vardir. Beta glo-
bin gen kiimesi kromozom 1ll'de, alfa globin gen kiimesi ise
kromozom 16'da yer almaktadir. Her bir kromozom i{izerinde beta
globin geninin yalnizca tek bir kopyasi vardir. Buna karsilik
alfa lokusu ve fetal hemoglobinin bir komponenti olan gamma
zincirine ait lokus ikiser tanedir. Globin yapilamamasinin
nedeni beta globin zincirinin yapilamamasi ya da sentez hizi-
nin azalmasi ise buna PB-talassemi, alfa globin zincirinin ya-
pilamamasi ya da sentez hizinin azalmasi ise buna da a-talas-

semi denir.

Talassemi, O6zellikle Akdeniz kdkenli insanlarda yaygin
olarak bulunur. Bu bdlgelerde rastlanan malarya parazitinin

mutant alleler igin pozitif seleksiyon gdstermesi, hastaligin
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neden o6zellikle Akdeniz kdkenli insalarda yaygin oldugu husu-

suna bir gdriig getirmektedir(91).

Tirkiye'de sikligi %Z 2 olarak tespit edilmis bulunan
B-talassemi(4,5), 6nemli bir saglik sorunu olmasinin yanisira

hastalikli dogan bebeklerin bakim ve yasam masraflari, aile-
leri ig¢in oldukga eziyetli maddi ve manevi yiikiimliilikler ge-

tirmektedir. Bu nedenle, hastalagin risk gruplarainda doZum
oncesi teshisinin yapilmasi sagliksiz dogumlari O6nleyecek ve
Tirkiye genelinde 6nemli bir saglik sorununu ¢dziimlemis ola-
caktir. Dogum Oncesi, en modern kesin teshis, ancak DNA glo-

bin genlerinin bizzat kendilerinin incelenmesi ile miimkiindiir.

Rekombinant DNA teknolojisi, hastaliklarin molekiiler
dizeyde anlasilmasi igin bir devrim yératmlgtlr..Bu teknoloji
sayesinde insan genomunun en ince ayraintilarina kadar ¢ali-
si1lmasi ve bilinmeyenlerin aydinlaiga kavusmasi miimkiin olmus-

tur.

B-talassemi dahil diger genetik hastaliklarda nokta
mutasyonlarln spesifik teshisi ilk defa Saiki ve arkadaslari
tarafindan agiklanan gen amplifikasyon yonteminin uygulanmaya

baslanmasi ile elde edilmistir(53).

1988 yili itibari ile, B-talassemiye yol agan 51 adet
mutasyon tanimlanmistir(3). Genelde, belirli mutasyonlaran
insidansi, belirli kdkenlerden gelen insanlarda yogundur. Bu
gdoristen yola ¢ikildiginda, risk gruplarainin kdkenlerine godre
insidansi fazla olan ﬁutasyonlara ait sentetik oligoniikleotid
problarin sentezlenmesi miimkiindiir. Bu problar, hastaliga ne-
den olan mutasyonun kisa siirede tespit edilmesini saglayacak-

tir.

Tirkiye'de, DNA diizeyinde yapilan modern molekiiler
arastirmalarin yerlestirilmesi, Tiirk toplumu kokenlerinde
B-talassemide rastlanan mutasyonlarin insidansi hakkinda sag-

11kl bilgiler elde edinmemizi saglayacaktir. Bu mutasyonlara
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gore hazirlanmis sentetik oligoniikleotid problar ile gen amp-
lifikasyon {iriinlerinde hibridizasyon yontemleri B-talassemi-

nin prenatal tanisini gerceklestirecektir.

Bu calismada, Istanbul'un g¢esitli hastanelerinden gdn-
derilen klinik bulgulari hafiften siddetliye varan anemi ve
B-talassemi gdsteren 9 adet hasta kani ile kontrol olarak
kullanilan bir adet saglikli goniilli kanindan DNA izolasyonu
yapilda. Elde edilen DNA'da, B-globin geninin belirli bir
bolgesi amplifiye edildi ve su anda kisitli bilgilerimize
dayanarak Tiirkiye'de rastlanan dokuz adet B-talassemi mutas-
yonlarindan (nt-87, IVS-I nt 1, IVS-I nt 5, IVS-I nt 6, IVS-I
nt 110, "frame-shift" kodon 8, IVS-2 nt 1, IVS-2 nt 745,
kodon 39) doért tanesi segilerek (IVS-I nt 1, IVS-I nt 6,
IVS-I nt 110 ve kodon 39) hazirlanan sentetik oligoniikleotid
problari ile hibridizasyon yapildi. Otoradyografiler incelen-
diginde 9 hastanin 6'sinda aranilan mutasyonlardan bir tanesi
bulundu. Bunlardan 3'iinde, IVS-I nt 1, 2'sinde IVS-T nt 6 ve
birinde kodon 39'da mutasyon gorildi. IVS-I nt ilO mutasyonu-
na hic bir hastada rastlanmadi. Bu hastalara ait gen amplifi-
kasyon Orneklerinin normal problar ile de hibridize olmas1
hastalarain tespit edilen mutasyonlar ig¢in heterozigot olduk-
larinia gdsterdi. Kullanilan mutant problarla hibridizasyon
gbstermeyen diger ii¢ hastada, yukarida saydigimiz difer mu-
tasyonlarin veya farkli molekiiler lezyonlarin bulunabilecegi

goriigii kuvvetlendi.



VI- OZET

En yaygin kalitimsal hastaliklardan biri olan B-talas-
semiye B-globin geni iizerindeki mutasyonlarin yol a¢tigi bi-
linmektedir. Genetik mutasyonlarin tanimlanmasi i¢in ve diger
gen diizeyi caligmalarda kullanilan gen amplifikasyonu ve sen-
tetik oligoniikleotid hibridizasyonu teknikleri, az materyal
kullanimi, yiiksek duyarliligi ve teshiste direkt bir yodntem

olmasi gibi avantajlariyla ilistiin bir yere sahiptir.

Bu ¢alismada bir saglikli ve dokuz anemi veya B-talas-

semili bireylerin DNA si incelenmistir.

Yaklasik 5 ml periferik kan Orneginden elde edilen DNA
nin 0,5 pyg 1 B-globin geninin ilgili bolgesini sinirlayan
primerler, deoksiriboniikleotidler (dNTP) ve taq polimeraz
iceren bir reaksiyon karisimi iginde, 95°C de bir dakika de-
natiirasyon, 55°C de bir dakika hibridizasyon (primer eslesme-
si) ve 72°C de iic dakika primer zincir uzamasi asamalarini ige-
ren 25 dongiiliik disleme tabi tutularak amplifiye edildi.
Amplifiye DNA Ornekleri, agaroz gel elektroforezi ile kon-
santrasyon ayarlamalari yapildiktan sonra naylon membran lize-
rine gegirilerek 5' ucundan yszP dATP ile isaretlenmis mu-
tasyon igeren bolgelere &6zgii 19 niikleotidlik (nt) ayri tip
nokta mutasyon igeren dért adet sentetik oligoniikleotid prob-

lari ile hibridizasyona sokuldu.



Hastalaran iigiinde IVS-I nt 1 de G-+A, ikisinde IVS-I
nt 6 da T+C ve birinde ekson 2 kodon 39 da C+A nokta mutas-
yonlari bulundugu saptandi. Bu hasta Ornekleri hem normal hem
de mutant problar ile hibridize olduklari ig¢in alti hastanin
da bu mutasyonlar i¢in heterozigot oldugu tanisi konuldu.
IVS-I nt 110 da G+A mutasyonuna hi¢ bir hastada rastlanmadi.
Kontrol olarak kullanilan 06rnek, biitiin normal problar ile

hibrize olup hig¢ bir mutant ile hibridize olmadi.



VII- SUMMARY

It 1is known that pRB-thalassemia, one of the most
frequently observed hereditary disorders, is caused by the
mutations on B-globin gene. Gene amplification and synthetic
oligonucleotide hybridization techniques, which are used for
the identification of genetic mutations and other studies at
the genetic level, are highly respected due to less material
requirements, high sensitivity and being direct methods for

diagnosis.

In this study, the DNAs of one healthy individual and

nine anemic or B-thalassemic patients were studied.

The DNA was isolated from approximately 5 ml of
peripheral blood and 0.5 pg of that DNA was amplfgd in a
reaction mixture containing primers bordering related area in
the Bg-globin gene, deoxyribonucleotides (dNTPs) and tagq
polymerase enzyme, by 25 subsequent cycles of denaturation
at 95°C for one minute, primer hybridization at 55°C for one
minute, and primer extention at 72°C for three minutes.
Amplified DNA samples transferred on to nylon membrane after
concentrations were adjusted by agarose gel electrophoresis,
and hybridized with four different 19 nucleotides (nt) long
synthetic oligonucleotide probes, containing point mutations,
labelled with Y32p dATP at 5' ends.



It was found that three patients had G+A at IVS-I ntl,
two patients had T+C at IVS-I nt 6, one patient had C+A point
mutations at exon 2 codon 39. Since each sample hybridized
both to the normal and mutant probes, these six patients were
identified to be heterozygote for these mutations. None of the
patients showedG+A mutation at IVS-I nt 110. Control sample
hybridized only to normal probes and did not hybridize to any

of the mutant probes.
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EK I- TERIMLER VE KISALTMALAR

cap

cDNA

Consensus dizisi

DEAE

Delesyon

ds DNA
8

EDTA
Ekson

Enhancer dizisi

».

o0

)

e

e

LX)

Amino asit

Homolog kromozomlarin ayni lokusunda bulunan gen-
ler.

Cesitli sebeplere bagli olarak kanda eritrosit
sayisinin azalmasi, hematokrit ve hemoglobin de-
gerlerinin normalin altina diismesi.

Gama globin geni. Sifreledigi proteinin 136'inci
kodonu glisin yerine alanin igerir.

Alfa

Baz ¢ifti. Tiimleyici iki =zincirdeki karsilikla
bir ¢ift baz.

Beta

Eukaryotik mRNA molekiillerinin 5' ucunda bulunan
yapi. 5'+3' yerine 5'->5' seklinde ii¢ fosfat
grubu ile birlesmis 7-metilguanosin.

Komplementer DNA. mRNA'ya tiimleyici tek zincir
DNA.

Bir sinif altinda toplanan genetik elementlerde,
sadece ufak tefek degisiklikler ile daima var
olan niikleotid dizileri. Ayrica farkla organiz-
malarda ayni proteini sifreleyen genlerin niikle-
otid dizilerine verilen isim.

Dietilaminoetil.

Eksilme. DNA'da bir ya da birden fazla niikleo-
tidin eksilmesiyle meydana gelen mutasyon cinsi.

" Cift sarmal deoksiriboniikleik asit.

Delta
Etilen diamintetraasetik asit.
DNA'da ya da RNA'da ekspres edilen,gen parcasi.

Eukaryotlarda ve bazi eukaryotik viriislerde bu-
lunan, ilgili genin 5' ya da 3' bolgesinde, bir
ka¢ kilobaza kadar varabilen uzaklikta yerlesik
oldugu halde transkripsiyonu arttiran DNA zin-
ciri.



Eritroblast

Eritropoez
€

Ferritin

Flanking bolgesi

"Frame-shift"

Mutasyonu

Gen kiimesi

Gen kiitiiphanesi

Gy

Y

Haplotip

Hb

Hb A
Hb A2
Hb F

Heterozigot

Hibrid

Hipokromi
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Eritrositin heniiz olgunlasmamis gen¢ sekli, e~
kirdekli eritrosit.

Fritrositlerin olusmasi.

Epsilon

% 23'i Fe™>'den olusan demir proteini kompleksi.
Barsak mukozasinda, dalakta ve karaciperde bu-
lunur.

Kromozomda genler arasinda yer alan sessiz DNA

dizileri.

Cerceve kaymasi. Sifrelerin gende, niikleotid
ilavesi ya da eksilmesi neticesinde, bir kodona
tekabiil eden {iglii baz grubunda kayma ve bu ne-
denle farkli bir amino asiti sifrelemesi.

Kromozomlar iizerinde lokuslari birarada olan il-
gili genler.

Toplami tiim genomik DNA'ya igeren klonlanmis DNA
pargalari.

Gama globin geni. Sifreledigi proteinin 136'inci
kodonu alanin yerine glisin igerir.

Gama

Birim olarak kusaktan kusaga gegen birbirine ya-
kin allel grubu.

Hemoglobin-

Hemoglobin A (QZBZ)
Hemoglobin A2 (azéz)
Fetal hemoglobini (azyz)

Kromozomda, tek bir lokus iizerinde iki farkla
allel bulunmasi.

iki depisik kaynakli niikkleik asit zincirinin
tiimlesmesi sonucu meydana gelen ¢ift sarmal.

Eritrositlerde yetersiz hemoglobin bulunusu.
(Hemoglobin azligi nedeni ile, eritrositler ve
dolayisi ile kan soluk pembe renktedir).
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Kromozomda, tek bir lokus iizerinde ayni allel
bulunmasi.

Agir niiklear RNA.

Eukaryotik gende bulunan ancak proteine sifre-
lenmeyen DNA zinciri. Intronlar transkripsiyona
ugrarlar, ancak translasyondan once RNA'dan ko-
parak ayrilirlar ("Interveming Sequence").

Ayni ozmatik basinca sahip soliisyon.

1000 baz (kilo baz).

Suyun yapisini pargalayarak, polar olmayan mad-
delerin polar solvent ig¢inde erirligini temin

eden maddeler.

mRNA'da yer alan ve bir amino asiti sifreleyen
tic bazli grup.

Bir bakteriofaj.

Iri hacim gosteren eritrosit; ozellikle folik
asit eksikliginde gelisen megaloblastik anemide
kanda goriilen biiyiikk hacimli eritrosit.

Iri hacim gdsteren cekirdekli geng eritrosit.

Meiozda, hiicrede iki kromozom arasinda olan DNA
alisverisi.

Cinsiyet hiicrelerinde gdriilen, tiire has kromozom
sayisinin yariya inigi ile belirgin b&liinme.

"Haberci riboniikleik asit.

mRNA'da terminasyon isareti olan UAG kodonunun
olusmasiyla goriilen mutasyon.

Herhangi bir anormallik gostermeyen eritrosit.
Niikleotid.

Optik dansite.

Ortalama eritrosit hemoglobini.

Hemoglobin (g/L)
Eritrosit say151(x1012/L)
(Normal degerleri 27-31 pg)

= pg(pikogram)(lo—lz/g)
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Ortalama eritrosit hemoglobin konsantrasyonu.

Hemoglobin (g/dl) B
Eritrosit hacmi (L/L)

(Normal degerleri 32-36 g/dl)

g/dl

Ortalama eritrosit hacmi

Eritrosit hacmi (L/L)x1000
Eritrosit sayisi (xlOlz/L)
(Normal degerleri: 80-96 f1)

= f1(f litre)
Ciomsee

Transkripsiyondan sonra mRNA'nin 3' ucuna ekle-
nen poliadenilik asit dizisi.

Baza hiicrelerde goriilen her cins boya ile kolay-
ca boyanabilme niteligi: Ozellikle bazi anemi
cinslerinde eritrositlerin gosterdigi her cins
boya ile kolayca boyanabilme 6zelligi.

Monomerlerden oligomerik molekiiller meydana ge-
tiren enzim.

DNA dizi cesitliligi.

Baslatici. DNA sentezini baslatmak ig¢in, 3' hid-
roksil grubu igeren kisa bir nitkleotid zinciri.

Islevi bilinen
DNA dizisi.

bir genin homologu olan islevsiz

Psi

Genin sifreleme bolgesinin {iist kisminda yer
alan, RNA polimerazin baglandifi ve enzimi dogru
transkripsiyonel baslama noktasina yonlendiren
DNA bélgesi.

Cift sarmal DNA'nin belirli bir niikleotid dizi-
sini taniyarak o noktalardan kesen enzimler

. (Pst 1, Hpa 1, Taq 1, Hinc IT, Hind III, Pvu II,

Rsa 1, Hinf 1, Hgi A,, Ava II, Bam H, Mae 1).

1 1
Protoplazmasi ig¢inde bazik boyalara boyanan ince
ag yapisi gosteren heniiz erigkin sekil kazanmamis
eritrosit.

Restriksiyon enziminin tammn bdlgelerinde olusmus
DNA dizi ¢esitliligi. Restriksiyon parga uzunlu-
gu polimorfizm , "Restriction Fragment Length

¥
Polymorphism".
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Post transkripsiyonel modifikasyon ("splicing",
poli(A) ve "cap" ilavesi).

Riboniileaz. RNA molekiiliinii hidrolize eden enzim.

Hn RNA molekiiliinde eksonlarin arasinda bulunan

intron dizilerinin kesilerek uzaklastirilmasi.

Sodyum kloriir - sodyum sitrat
Tek sarmal deoksiniboniikleik asit.

Sodyum kloriir - sodyum iki hidrojen fosfat -
Etilendiamin tetraasetik asit.

Sodyum kloriir-Tris-~Etilendiamin tetraasetik
asit.

Bir bazan yerine bagka bir bazin gecmesi ile go-
riilen mutasyon.

Tris-Asetikasit-Etilendiamin tetraasetik asit.

Thermus aquaticus'dan izole edilen, yiiksek si-
cakliklara dayanikli polimeraz enzimi,

Tris-Etilendiamintetraasetik asit.

Siderofilin; plazmadaki B.,-globulin, bir grami
1,25 g demire tersinir %aglanabilme kapasite-
sine sahip olup demir transport proteini olarak
is goriir.

Zeta.

7. @
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