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Tiirk Toplumunda Beta Talaseminin Hizli, Ucuz, Etkin Ve Giivenilir Yontemle

Taranmasi Amaciyla Tarama Testi Gelistirilmesi

OZET

Beta globin (HBB) genindeki mutasyonlar orak hiicre anemisi, beta talasemi ve diger
anormal hemoglobinlere neden olur. B talasemi, B globin zincir sentezindeki azalmanin
sonucunda olusan mikrositozis ve hemolitik anemiyle karakterize olan otozomal resesif bir
hastaliktir.

Tiirk populasyonunda beta talasemi tagiyan insanlarin sikligi %?2.1 olarak rapor edilmistir.
Bununla birlikte bazi bolgelerdeki frekanst %13’lere kadar cikmaktadir. Tiirkiye’de
yapilan molekiiler ¢aligmalar B-talasemi ile iliskili 35°den daha fazla farkli mutasyon
oldugunu gostermistir.

Bu calismada bizim amacimiz, beta globin geninin Tiirk toplumunda en yaygin 5 B-
talasemi mutasyonu olan IVSI-110(G>A), IVSI-6 (T>C), IVSII-1 (G>A), IVSII-745
(C>G), IVSI-1 (G>A) mutasyonlar1 ve orak hiicre anemisine neden olan Hb S mutasyonu
kapsayan TagMan prob yontemi ile galisan giivenilir ve hizli tan1 konulmasini saglayan bir
real-time kiti gelistirmekti. Calismaya, beta talasemi ya da orak hiicreli anemi igin
tastyicr/hasta olan mutasyonu bilinmeyen 100 birey ile, calisilan bolgelerle ilgili
mutasyonlari bilinen 21 kontrol 6rnegi dahil edilmistir. Calisilan olgularin 73 (%73)’iinde
beta-globin geni mutasyonlari gozlenmistir. Bunlar arasinda 16 hastanin beta-globin geni
mutasyonlart1 bakimindan homozigot oldugu belirlenirken; 54 hastanin ise test
kapsamindaki mutasyonlardan yalnizca birini, 3 hastanin ise birlesik heterozigot mutasyon
tasidigi bulunmustur. Calismamizin sonuglarina gore; IVS1-110 (G>A) mutasyonu,
Tiirkiye nin diger bolgelerinde oldugu gibi en yaygin mutasyon olarak belirlenmistir.
Gelistirdigimiz real-time PCR Kkiti ile elde ettigimiz Sonuglarin bir kismi DNA dizi analizi
ile teyit edilmis ve tiim sonuglar tutarli bulunmustur.

Bu ¢alisma ile hemoglobin elektroforezi ya da HPLC ile tasiyict/ hasta oldugu saptanmis
kisilerin molekiiler genetik analizlerin yapilmasi ile kesin, basit, hizli ve maliyeti diisiik
tan1 konulmasini saglayan ve beta globin genine ait mutasyonlarin %76’sin1 kapsayan hizli,

diisiik maliyetli ve giivenilir bir real time PCR tarama testi gelistirilmistir.

Anahtar kelimeler: Real-time PCR tarama testi, p-Talasemi, Orak hiicreli anemi, Tiirkiye



Development of a rapid, cheap, effective and reliable screening method for
detecting B-Thalassemia mutations in Turkish population

ABSTRACT

Beta globin (HBB) gene mutations cause sickle cell anemia, beta-thalassemia or other
abnormal hemoglobin disorders. B-Thalassemia is an autosomal recessive disorder
characterized by microcytosis and hemolytic anemia which is a result of the reduced
synthesis of B-globin chains in hemoglobin.

The frequency of beta thalassemia in Turkish population is 2.1%. However, the frequency
shows regional variations and in some areas it is as high as 13%. Molecular studies on
HBB gene, indicated the presence of more than 35 different mutations associated with -
thalassemia.

In this study, our aim was to investigate the most common five mutations among Turkish
population in beta-globin gene [IVSI-110 (G> A), IVSI-6 (T> C), IVSII-1 (G> A), IVSII-
745 (C > G), IVSI-1 (G> A)] and Hb S mutations that causes sickle cell anemia for
developing a kit that is using TagMan® probe method in order to enable a reliable, fast and
real-time diagnosis.

A hundred individual who is carrier/patient for beta thalassemia or sickle cell anemia with
unknown mutations and 21 control samples with known mutations were included in this
study. Of these cases, 73 (73%) were identified with beta globin gene mutation. Among
those, 16 patients were homozygote for beta globin gene mutations; 54 patients were
heterozygote and 3 patients were compound heterozygote. According to our results; the
IVS1-110 (G>A) is the most frequent mutation in our province as in other geographical
regions of Turkey.

We also plan to provide a rapid, simple, certain diagnosis with performing molecular
genetic analysis on carrier individuals and develop a rapid, cost-effective and a reliable kit

that contains 76% of the p-thalassemia mutations.

Key words: Real-time PCR screening test, f-Thalassemia, Sickle cell anemia, Turkey
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1. GIRIS

Otozomal resesif gecisli bir hastalik olan talasemiler globin zincir yapiminin azalmasina ya
da yapilamamasina bagli olarak ortaya cikar ve oldukca genis bir genetik yelpazeyi kapsar.
Talasemiler sentezi bozulmus olan globin zincirine gore alfa (o), beta (), gama (y), delta
(8), delta-beta (8B), epsilon-gama-delta-beta (eydp) talasemi olarak adlandirilirlar. En sik
goriilen tipleri o ve B talasemidir. Alfa talasemi daha ziyade Uzak Dogu’da goriiliirken,
talasemi Akdeniz iilkeleri ve Tirkiye’de sik gozlenen tek gen hastaliklarindan olup,
hemolitik anemi ve mikrositoz ile karakterizedir. Tek tip bir mutasyonun neden oldugu

orak hiicreli anemi’nin aksine B talasemi molekiiler diizeyde ¢ok heterojendir.

11. kromozomun kisa kolunda 15.5 bolgesinde (11p15.5) yer alan B globin (HBB) geni
1600 bg (baz ¢ifti) uzunlugunda, 146 aminoasidi kodlayan 3 ekzon ve 2 introndan olusan
bir gendir (Birgens and Ljung 2007). Bu gendeki mutasyonlar orak hiicreli anemi (Hb S),

talasemi ya da diger bir anormal hemoglobine neden olmaktadir (Gonca vd 2009).

Beta talasemide molekiiler bozukluk B zincirinin hi¢ yapilamasina veya az yapilmasina
neden olur. Bu esnada a zincir yapimi normal hizda devam eder ve a ve B globin zincir
yapimindaki dengesizlige bagli olarak asir1 o zinciri eritorositlerde ¢oker. Bu durum
eritrosit zarinda hasara ve kemik iliginde yikima yol acar. Bu sekilde inefektif eritropoez
ile birlikte periferal dokuda ortaya ¢ikan hemoliz, Hemoglobin (Hb) sentezinde azalmaya

yol agar (Kutlu vd 2006).

Giliniimiizde B globin geninde 200 civarinda mutasyonun bulundugu belirtilmektedir. Beta
talasemi mutasyonlar1 olduk¢a cesitlidir ve genin farkli boélgelerine dagilmistir. Bu
mutasyonlar; promotor bdlge mutasyonlari, splicing mutasyonlari, mRNA’nin 5' ucuna
“cap* ve 3' ucuna “poli A” kuyrugunun eklenmesi ile iligkili mutasyonlar, dur kodonuna
neden olan mutasyonlar ya da ¢ergeve kaymasi1 mutasyonlar1 olarak siniflandirilabilir. Beta

talasemi’de genin biiyiik bir kisminin kaybina neden olan mutasyonlar nadirdir.

Diinyadaki en yaygin tek gen hastaligi olan beta talasemi hastali1 i¢in Diinya Saglik
Orgiitii (DSO) anormal hemoglobin sikligin1 %S5.1 olarak bildirmistir (World Health
Organization 1994). Tiim diinyada klinik olarak bulgu veren 15 milyon talasemik bozukluk
tastyan kisi oldugu tahmin edilmektedir ve Akdeniz iilkeleri (en sik Yunanistan, Italya,

Ispanya), Afrika ve Giiney Dogu Asya’da sik goriilmektedir.



Tiirkiye’de P talasemi tasiyicilign Cukurova, Akdeniz kiyr seridi, Ege ve Marmara
bolgelerinde sik goriilmektedir. Saglik Bakanlig1 ve Ulusal Tiirk Hemoglobinopati Konseyi
verilerine gore P talasemi tasiyict sikliginin % 0,6-13 arasinda degistigi bildirilmistir.
Tirkiye’de yaklasik 1.300.00 kisi tastyict ve 4000 civarinda hasta oldugu belirtilmektedir.
Ulkemizde akraba evliliginin (ortalama %20,9) (TUIK Aile Yapis1 Arastirmas1 2006) ve
dogurganligin yiiksek oranda olmasi, etkilenen birey sayisinin artisinda 6nemli etkenlerden
biridir.

Tirkiye’de en yaygin olarak goriilen B gen mutasyonlar1 ve sikliklart su sekildedir;

1  %40,88 siklikta IVSI-110  (G>A)
2 %10,3 siklikta IVSI-6 (T>C)
3 %8,1 siklikta IVSII-1 (G>A)
4 %6,2 siklikta IVSII-745  (C>G)
5  %5,7 siklikta IVSI-1 (G>A)
6 %49 siklikla Hb S

Tiim bu 5 B talasemi mutasyonu toplam B globin gen mutasyonlarinin %71,18’ni Hb S
mutasyonu ile birlikte ise toplamda %76’si1 olusturmaktadir. (Tadmouri vd 1998, Altay
2002). Tirkiye’de yapilan molekiiler calismalar B talasemi ile iligkili 35’den daha fazla

farkli mutasyon oldugunu gostermistir.

Talasemi mutasyonlari, prenatal, natal ve erigkin donemde taranabilir. Glinlimiiz
konvansiyonel tan1 metodlarindan; eritrosit indeksi ve morfolojisi, Hb elektroforezi, Hb A2
belirlenmesi ve eritrositler icinde Hb H inkliizyon cisimlerinin saptanmas1 gibi yontemler

dogru tan1 saglasa da gen diizeyindeki mutasyonu belirleyemez.

Beta talasemide tani sunlari igerir: Oncelikle Hb elektroforezi veya HPLC (Yiiksek
basin¢l likit kromotografi) gibi standart yontemler uygulanir. Bu yontemlerle risk iceren
ciftler biiytik bir 6l¢iide saptanabilir. Ancak, sessiz tasiyict ya da diger beta talasemiler gibi
benzer durumlarin ayirici tanisinda giigliikler olabilir. Bu nedenle molekiiler yontemler
uygulanarak risk altinda olan ¢iftlerin kesin tanis1 konabilir ve prenatal tan1 saglanabilir.
Talasemi mutasyonlarinin belirlenmesinde halen kullanilan molekiiler yontemler

oligonukleotid hibridizasyonu, restriksiyon endoniikleaz analizi, allele 6zgli primer
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analizleri (ARMS) teknigi, StripAssay, Light-Cycler teknolojisi ve beta globin geninin
DNA dizi analizi gibi tekniklerdir.

DNA dizi analizi disindaki molekiiler yontemler Hb elektroforezi gibi yontemlere gore
giivenilir ve kesin tan1 imkani saglamalari yaninda DNA dizi analizi yontemine gore de

daha ekonomiktir.

Tastyiciligin ve gebelik oraninin bu kadar yiiksek oldugu iilkemizde talasemi eradikasyonu
icin yeni yoOntemler uygulanmasi zorunlulugu ortaya ¢ikmaktadir. Calismamizda,
Tiirkiye’deki B globin geni mutasyon calismalarinda elde edilen verilerden yola ¢ikarak
beta talasemide en sik gbzlenen mutasyonlardan; IVSI-110 (G>A), IVSI-6 (T>C), IVSII-
1(G>A), IVSII-745(C>G), IVSI-1(G>A) ve orak hiicreli anemiye neden olan Hb S
mutasyonu test kapsamina alindi. Bu mutasyonlarin saptanmasi ayni anda birgok
mutasyonu tarayabilmesi, kolay, giivenilir ve mutasyon saptama problar1 konusunda esnek
olmasi, elektroforez gibi PCR sonrasi islemlere gerek duyulmamasi gibi nedenlerden
dolayr olduk¢a avantajli bir yontem olan real-time PCR (Tagman) uygulamasina

uyarlanarak, bir mutasyon tarama testi olusturulmasi amaglandi.

Sonug olarak, sunulan bu tez ¢alismasinda; tasiyict/ hasta oldugu saptanmis olan kisilerde
molekiiler genetik analizlerin yapilmas: ile kesin, basit, hizli ve maliyeti diisiik tani
konulmasini saglamak ve toplam B globin gen mutasyonlarinin %76’si1 kapsayacak hizli,

diisiik maliyetli ve giivenilir bir kit gelistirilmesi amaglanmaistir.



2. KURAMSAL TEMELLER
2.1. Hemoglobin

Eritrositlerde bulunan Hemoglobin (Hb) molekiilii akcigerlerden dokulara oksijen (O3) ve
dokulardan akcigerlere karbondioksit (CO;) tasir. Hb’nin gorevi organ ve dokularin

fonksiyonlarini yapabilmeleri i¢in hayati 6neme sahiptir (Murray vd 1988).

Sferik yapida olan Hb, yaklasik 6,4 nm c¢apinda ve 64,500 Da molekiil agirligina sahip
konjuge bir proteindir. Hiicre kuru agirliginin %60’m1 olusturan Hb molekiilii, kan
proteinlerinin de 2/3’lini olusturmaktadir. Erkeklerde 100 ml kanda, ortalama 15 g,
kadinlarda 13 g, yenidoganlarda ise yaklasik 20 g kadar Hb bulunmaktadir (Huisman 1995,
Altan 2000).

2.1.1. Hemoglobin (Hb) Molekiiliiniin Yapisi

Tetramer yapida olan Hb molekiilii “globin” ad1 verilen protein kisim ile “hem” adi verilen
prostetik gruptan olugmaktadir. Molekiiliin globin kisminda 4 adet polipeptid zinciri
bulunur. Ortasinda Fe™® bulunan, yan zincirlere sahip, metil kopriileriyle birbirine
baglanmis 4 pirol halkasindan olusan hem grubu tiim hemoglobinlerde ayni yapidadir.
Buna karsilik globin zincirleri, aminositlerin cinsi, sirasi ve sayist agisindan farklilik
gosterir (Huisman 1993). Insanda Hb molekiiliiniin globin kisminda alfa (o), beta (B),
gamma (y), delta (8), epsilon (g), ve zeta ({) olmak iizere 6 farkli polipeptid zinciri
tanimlanmustir. Bunlardan o, 141 digerleri 146 aminoasitten olugsmaktadir (Huisman 1993,
Huisman 1995, Clarke and Higgins 2000).

2.1.2. Normal Hemoglobinler

Normal hemoglobinler 4 hem halkas1 ve 2 farkli globin zincirinden olusur. Insandaki
normal hemoglobinler, Hb A, Hb A2, Hb F, Hb Gower II ve Hb Portland’dir. Bu
hemoglobinlerde hem halkasi ayn1 olup, globin yapisi farklidir (Murray vd 1988, Clarke
and Higgins 2000, Altan 2000).



Hemoglobin A (Hb A): Yetiskinlerde bulunan hemoglobindir, 2 a, 2 B polipeptid
zincirinden olugmaktadir. Saglikli yetiskinlerde bulunan hemoglobinin %97°si Hb A’dan

olusur.

Hemoglobin A2 (Hb A2) : Dogumdan yaklasik 12 hafta hafta sonra sentezlenir. Hb A2, 2

a ve 2 d polipeptid zinciri igerir. Saglikli eriskinlerde ki hemoglobinin %2’sini olusturur.

Hemoglobin F (Hb F): Fetusta ve yenidoganda sentezlenen baslica hemoglobindir. ki a
ve 2 vy polipeptid zinciri igerir. Gebelik ilerledik¢e fetusta Hb F diizeyi azalirken, Hb A
diizeyi artis gosterir. Yenidogandaki hemoglobinin yaklasik %80’nini Hb F, %20’sini Hb
A olusturur. Hb F, 6 aylik bebekte %5’in, 3 ila 4 yaslarindaki ¢ocuklarda da %1 lerin altina
diiserek eriskinlerdeki diizeye gelir.

Hb Gower I, Hb Gower II, Hb Portland: Bu hemoglobinler embriyonik
hemoglobinlerdir ve gebeligin ilk 3 aylik doneminde fetusta bulunurlar. Gebelik 13.
haftaya geldiginde fetusta kaybolur ve yerini Hb F’e birakirlar. Hb Gower I, 2 { ve 2 ¢
polipeptid zincirinden, Hb Gower 11, 2 o ve 2 € ve son olarak Hb Portland, 2 { ve 2 y
polipeptid zincirinden olusur (Donbak 2005, Birgens and Ljung 2007).

2.2. Hemoglobinopatiler

Hemoglobinopatiler diinyada en yaygin goriilen kalitsal hastaliklardan biridir. Diinya
Saglik Orgiitii (DSO), diinyada hemoglobinopati tastyict sikligin1 % 5,1, hasta kisi sayisim
266 milyon olarak agiklamistir . Her yil yaklasik 300.000 hasta ¢ocugun diinyaya geldigi
bildirilmistir (WHO 1996). Cogunlukla Asya, Akdeniz ve Afrika iilkelerinde goriilen bu
kalitsal hastalik, gocler nedeniyle Amerika, Avrupa ve Avustralya’ya da yayilmistir
(Cavalli vd. 1996).

Hemoglobinopatiler genel anlamda iki gruba ayirmak miimkiindiir (Dénbak 2005).

1- Anormal Hemoglobinler (Polipeptid zincirinde yapisal degisiklikler igeren
varyantlar)

2- Talasemiler (Polipeptid zincirlerinin az ya da hi¢ sentezlenmedigi varyantlar)



2.2.1. Anormal Hemoglobinler

Hemoglobin varyantlari, polipeptid zincirlerini kodlayan genlerde meydana gelen
mutasyonlardan kaynaklanmaktadir. Bu mutasyonlar genlerin ekzon bolgelerinde ya da
ekzon bolgelerinin disinda ve nokta mutasyonu, insersiyon, delesyon gibi degisik
sekillerde goriilebilir. Mutasyonlarin biiyiik kismini nokta mutasyonlar1 olusturmaktadir

(Huisman 1993, Huisman 1995).

Gilintimiizde 938 hemoglobin varyanti tanimlanmistir (Giardine vd 2007). Bu varyantlar; a,
B, v, 0 zincir varyantlari, flizyon gen varyantlari, hibrit zincir varyantlari, delesyon ve
insersiyon igeren varyantlar olabilir. Bu varyantlardan bazilar1 klinik 6neme sahip degil
iken, bazilar1 yiiksek veya diislik oksijen afinitesi ya da instabil hemoglobine neden olarak

klinik 6nem tasir (Donbak 2005, Giardine vd 2007).

2.2.1.1. Anormal Hemoglobin Sendromlar:
Hemoglobin S (Orak Hiicre Anemisi)
Hemoglobin C (Hb C)

Hemoglobin SC Hastaligi (Hb SC)
Hemoglobin D (Hb D)

Hemoglobin E (Hb E)

Hemoglobin O Arab (Hb O Arab) (Lukens and Lee 1993) .

2.2.1.1.1. Hemoglobin S (Hb S- Orak Hiicre Anemisi)
2.2.1.1.1.a. Genetigi

Hb S, hemoglobin molekiiliiniin ilk kesfedilen varyantidir. B-globin geninin 6.
kodonundaki bir nokta mutasyonu ile ortaya ¢ikan Hb S’nin nedeni, GAG’nin GTG’ ye
doniigsmesi sonucunda glutamik asit yerine valin aminoasitinin kodlanmasidir (Apak 2001,
Donbak 2005, www.thd.org.tr/doc/kurs_pdf/nazlibasak.pdf, 2012). Bu tek aminoasit

degisimi ile Hb S tasiyan eritrositler deoksijenasyonla orak seklini alarak kristalize olur ve
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eritrositlerin parcalanmasi ile cesitli klinik problemlere yol acarlar (Apak 2001, Oner
2002). Sekil2.1

Sekil 2.1: A. Normal eritrositler, B. Hb S tasiyan eritrositler (Oner 2002)

2.2.1.1.1.b. Hb S Beta zincirindeki Aminoasit Degisikligi

Hb S’deki aminoasit degisikligi, alkali pH’daki elektroforez sirasinda Hb S molekiiliiniin
pozitif elektroda (anoda) Hb A’dan daha yavas go¢ etmesine neden olur. Hb S’nin
mobilitesindeki bu farklilik iki B zincirinde negatif yiiklii glutamat kalintilarinin olmamasi
ve bu nedenle Hb S’nin Hb A’ya gore daha az negatif olmasindan kaynaklanir.
Hemoglobin elektroforezi orak hiicre tasiyiciligi ve hastaligini tespit etmek icin rutin

olarak kullanilir (Champa vd 2007).

2.2.1.1.1.c. Doku Anoksisi

Nonpolar valinin, glutamik asit yerine geg¢mesi ile Hb S’nin deoksijene formunun
¢oziinlirliiglinde belirgin bir azalma meydana gelir. Bu sekilde Hb S’ler uzun mikrotiibiiler
taktoid adi verilen yapilar olustururlar. Eritrositler bu taktoidler nedeniyle deforme olurlar
ve hafifce biikiilerek orak seklini alirlar. Boyle oraklagmis hiicreler siklikla kiigiik ¢apli
damarlarda kan akimini bloke ederler. Oksijen saglanmasindaki bu kesinti hiicre
Oliimlerine neden olan lokalize anoksilere (oksijen sizlige) neden olur (Apak 2001,

Champa vd 2007).



2.2.1.1.1.d. Oraklasmayi artiran faktorler

Oraklagmanin derecesi dolayisiyla hastaligin ciddiyeti, deoksi haldeki Hb S oranini arttiran
(Hb S’nin oksijene ilgisini azaltan) bazi nedenler ile artar. Asidoz, dehidratasyon,
hipotermi, ve kan viskositesindeki degisiklikler oraklagsmay1 arttirir. Bunlara da yiiksek
irtifa, artmis CO, konsantrasyonu ve azalmis pH gibi faktorler neden olur (Champa vd
2007, www.talasemifederasyonu.org.tr/pdf/tani/cansinTedavi-9pdf.pdf, 2012).

2.2.1.1.1.e. Heterozigotlugun Selektif Etkisi

Afrikali zenciler arasinda goriilen Hb S genini heterozigot tasiyan bireylerde selektif bir
avantajin bulundugu, Hb S heterozigot bireylerin Plasmodium falciparum malarya
parazitine karsi, Hb A tasiyanlardan daha direngli oldugu ve bireylerde hastaligin daha
hafif seyrettigi saptanmistir. Yasam dongiisiiniin biiylik kismini eritrositler iginde geciren
Plasmodium falciparum, Hb S icin heterozigot ve homozigot olan kisilerde alyuvar
hiicrelerinin émriiniin normal hiicrelere gore daha kisa (16 giin) olmasi nedeniyle gelisim
basamagini tamamlayamaz. Bu durum malaryanin baslica 6liim nedeni oldugu yerlerde, bir
avantaj saglayarak biyolojik direng-¢evre arasindaki iliskiye giizel bir 6rnek olusturur

(Flint vd 1998, Champa vd 2007).

2.2.1.1.1.f. Epidemiyoloji

Tiirkiye de en sik goriilen anormal hemoglobin olan Hb S Tropikal Afrika’ da %20, baz
Afrika kabilelerine %40 oraninda goriilmektedir. Hb S ayrica Yunanistan, Giiney Italya,
Ispanya gibi Akdeniz iilkelerinde, Orta Asya’daki Arap iilkelerinde, Kuzey ve Giiney
Amerika zencilerinde ve Dogu Hindistan’da goriilmektedir (Apak 2001, Dénbak 2005).

2.2.1.1.1.g. Orak Hiicre Anemisinde Klinik Bulgular

Hb S heterozigot bireyler, orak hiicre tasiyicisidirlar. Eritrositlerde Hb A ve Hb S birlikte
bulunur. Hb S heterozigot bireylerin fiziksel gelisimleri, aktiviteleri ve yasam siireleri
genellikle normal sinirlar i¢indedir. (Lukens and Lee 1993). Hb S homozigot bireylerde

otozomal resesif hastalik olan “orak hiicre anemisi” goriiliir. Hastalik 6nemli klinik
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bulgulara sahiptir. Hastalar genellikle yasamlarinin ilk yillarinda kaybedilmektedir. Bu
bireylerin eritrositlerinde Hb S ve Hb F bulunmaktadir. (Lukens and Lee 1993, Huisman
1995). Her iki ebeveynin de Hb S tastyicisi oldugu durumlarda, dogacak ¢ocugun Hb S
tasiyicist olma olasiligi %50 iken hasta olma olasilig1 %25 ve normal olma olasilig

%25°dir. Bu oranlar her hamilelik i¢in aynidir (Donbak 2005).
Hastaligin klinik bulgulari iki genel baslik altinda toplanir (Apak 2001).

1-Kronik Hemoliz ile ilgili Bulgular

Anemi

Sarilik

Kolelityaz

Aplastik kriz

Hemolitik kriz (Apak 2001).

2-Vazo-okluzif Hastalik ile Tlgili Bulgular

Daktilit: Homozigot hastalarda el ve ayak parmaklarinda infarkt ve iskemi nedeni ile 6 ay

civarinda ortaya ¢ikan ilk belirtilerdendir.

Otosplenektomi: Cocukluk ¢aginin baslarinda orak seklindeki hiicrelerin dolagimdan

temizlenmesi nedeniyle dalak biiyiikltigii vardir. Sonralar1 infarktlar nedeniyle fibrotiklesir.

Priapizm: Siirekli ve agrili penil ereksiyona denir. Corpora cavernosa’ daki tikanma

nedeniyle goriiliir. Cerrahi miidahale gerekebilir.

Renal papiller nekroz: Renal papillanin tikanmasi sonucunda idrar konsantare edilemez.

Hematiiriye neden olan bu durum tasiyicilarda bile goriilebilir.

Sekestrasyon krizi: Kii¢iik yas grubunda en 6nemli 6liim sebebi olan sekestrasyon krizi,
Ozellikle siit cocuklarinda, oraklasmis alyuvarlarin retikiiloendotelyal sistemde ve vaskiiler
kompartmanda ani goéllenmesi ve buna bagli olarak ani hematokrit diismesiyle

karakterizedir.



Ayak iilserleri: Hastalig1 agir seyreden homozigotlarda deride iyilesmeyen iilserler olur. Bu

tilserler bazen hastaligin tek belirtisi olabilir. (Apak 2001).

2.2.1.1.2. Hemoglobin C (Hb C)

Orak hiicreden daha az goriilen bir hemoglobinopatidir. Hemoglobin C varyanti, B-globin
zincirinin 6. aminoasiti olan glutamik asit yerine lizin aminoasitinin (B° Glu— Lys)
gecmesiyle olusur. Bunun sonucunda alyuvarlar dikdortgen sekil alarak deforme olur ve
kristalleserek c¢okerler (Huisman 1993, Lukens and Lee 1993). Hemoliz orak hiicreli
anemideki kadar agir degildir. Hb S de oldugu gibi Hb C varyanti da malaryaya karsi
direng saglar (Agarwal vd 2000).

Tiirkiye, italya, Hollanda, Yunanistan ve Orta Asya’ da da goriilen bu varyant daha ¢ok
Afrika kokenli siyah populasyonda goriilmektedir. Ozellikle bati Afrika kiyilarinda
yasayan siyah halkta % 26 oraninda bulunmaktadir. Cezayir, Liberya ve Amerika

zencilerinde ise % 2 oranindadir.

Hb C/A heterozigot bireyler genellikle asemptomatiktir. Ho C/C homozigot bireylerde
splenomegali ve kronik hemolitik anemi goriiliir (Lukens and Lee 1993, Apak 2001).

2.2.1.1.3. Hemoglobin SC Hastalig1 (Hb SC)

Bazi durumlarda hasta, bir ebeveynden Hb S genini digerinden Hb C genini almis olabilir.
Bu durumda “hemoglobin SC hastalig1” goriiliir. Bu hastalar homozigot orak hiicreli
anemideki klinik tabloyu gostermekle birlikte bulgular daha hafif seyirlidir. Hb SC

hastaliginda hemoglobin diizeyindeki diisiikliik orak hiicre anemisinden daha ilimhdir.

(Apak 2001, Donbak 2005, Champa vd 2007)

2.2.1.1.4. Hemoglobin D (Hb D)

Elektroforetik goclerine bagli olarak birden fazla Hb D varyanti bulunmaktadir. En yaygin

goriilen formu siklikla Hindistan‘in Punjab bolgesinde ve Pakistan’da goriilen Hb D-
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Punjab’dir. Hb D-Punjab’da B-globin zincirinin 121. aminoasiti olan glutamik asit yerine
glutamin ge¢mistir (Huisman 1993).

Hb D-Punjab varyant1 Ispanya, Yunanistan, Ingiltere, Avusturya, Almanya, Portekiz, Iran

ve Tiirkiye’de gozlenmektedir (Lukens and Lee 1993, Flint vd 1998).

Hb A/Hb D ve Hb D/Hb D homozigot bireyler asemptomatikken Hb S/ HbD genotipli
bireyler de orak hiicreli anemi goriilmektedir (Lukens and Lee 1993, Flint vd 1998).

2.2.1.1.5. Hemoglobin E (Hb E)

Hemoglobin E varyant1 B-globin polipeptid zincirinde 26. pozisyondaki mutasyon (GAG—
AAG) sonucu olusur. Bu degisim, pre-mRNA’nin fonksiyonel mRNA’ ya doniislimi
sirasinda anormallige neden olur ve Hb E olmasi gerekenden daha az miktarda sentezlenir
(Huisman 1993). Bu hastalik glineydogu Asya’da sik goriiliir. Heterozigot hastalar
asemptomatiktir. Bunlarda anemi olmaksizin mikrositoz ve hipokromi goriilir (H Apak
2001). Hb E/E homozigot bireylerinde, orta derecede anemi goriilmekte olup eritrositlerin
Omrii biraz kisalmistir (Donbak 2005).

2.2.1.1.6.Hemoglobin O Arab (Hb O Arab)

Beta zincirinin 121. kodonunda Glutamik asit yerine Lizin gelmesi ile olusan Hb O Arab;
Amerikan zencileri, Araplar, Sudanlilar, Bulgarlar gibi farkli etnik gruplarda ve Tiirk halka
ile Kibris Tiirklerinde bildirilmistir (www.hemoglobin.org.tr/bilgi/kitap/hemokitap6.asp).

2.2.1.2. Turkiye’de Hemoglobinopati

Hemoglobinopati iilkemizde en sik goriilen kalitsal hastaliklar arasinda sayilmaktadir.
Ulkemizin dzellikle giineyinde ve batisinda dnemli bir saglik problemidir. Hb S Tiirkiye’de
en yaygin olarak goriilen hemoglobin varyantidir. Calismalar yapildigi bolgeye gore
degismekle birlikte, Hb S frekansinin % 0,5 ila % 44,2 arasinda oldugunu gostermektedir
(Donbak 2005). Hb S varyantinin Tiirkiye’de en sik goriildiigli bolge Akdeniz bolgesidir.
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Ayrica Tiirkiye’de goriilen diger hemoglobin varyantlari da azalan siklik sirasiyla, Hb C ve

Hb 0 (%3,9), Hb E (% 0,16- 2,4), Hb D (% 0,2) seklindedir (Donbak 2005).

2.2.2. Talasemiler (Polipeptid Zincirlerinin Az ya da Hi¢ Sentezlenmedigi Varyantlar)
2.2.2.1. Tarihge

Talasemi ilk kez 1925 yilinda Dr. Thomas Cooley tarafindan derin anemi ve splenomegali
gelisen bebekleri tarif etmek i¢in tanimlanmistir (Apak 2001, Giingag vd 2003, Kutlu vd
2006).

Benzer vakalarin daha sonrada goriilmesi tizerine bu kalitsal anemiye “Van Jaksch
19 [13

anemisi”’, “splenik anemi”, “eritroblastozis”, “Akdeniz anemisi” gibi adlar verilmistir

(Apak 2001, Giingag vd 2003, Kutlu vd 2006).

Daha ¢ok Akdeniz bolgesinden koken alan hastalarda goriildiigii icin 1936 yilinda George
Whipple ve Lesley Bradford hastali§a eski Yunanca’da deniz anlamina gelen thalassa’dan
esinlenerek “thalassemia” adini vermislerdir. Sonralar1 bu hastaligin sadece Akdeniz
ilkelerinin toplumlariyla sinirli olmadigi, diger toplumlarda da goriildiigii tespit edilmistir

(Giingag vd 2003).

Talasemiler, bir ya da daha fazla hemoglobin zincir sentezindeki bozukluga bagli olarak
ortaya cikan, otozomal resesif kalitim gosteren bir grup hematolojik hastaliktir. Alfa
talasemi a globin zincir sentez yoklugunda veya azalmasi durumunda goriiliirken,
talasemi beta globin zincir sentez yoklugunda veya azalmasi durumunda goriiliir. Globin
desteginin azalmas1 hemoglobin tetramerlerinin yapimini azaltir, hipokromi ve mikrositoza
neden olur. Tutulmayan globinlerin yapimi normal olarak devam ettiginden, a ve f
subtinitlerinin dengesiz birikimi olusur. Dengesiz globin zincir yapimi, hemolize ve bozuk

eritropoezise neden olur (Kutlu vd 2006, Muncie and Campbell 2009).

2.2.2.2. Beta Talasemi’nin Epidemiyolojisi

Talasemi’nin diinyada en sik goriilen genetik hastalik oldugu 6ngoriilmektedir (Kutlu vd

2006, Canatan 2010). Diinya popiilasyonunun yaklasik olarak %5’i globin varyanti tasir,
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bunlarin da %1,7’si talasemi hastasidir. Yaklasik olarak her 10.000 canli dogumdan 4,4’i
cinsiyet farki gozetmeksizin talasemiden etkilenmis olarak dogar (Muncie and Campbell
2009). Alfa talasemi siklikla giineydogu Asya ve kokeni Afrika’nin bati kiyisina dayanan
populasyonlarda gozlenirken, B talasemi yaygin olarak Akdeniz, Afrika, glineydogu
Asya’da goriiliir (Kutlu vd 2006, Muncie and Campbell 2009 ).

Diinya populasyonunun yaklagik %3 kadar1 (150 milyon) B talasemi tasiyicisidir. Bu
genler dzellikle italya ve Yunanistan’da yasayanlarda daha siktir. Beta talasemiye kuzey ve
bati Afrika, Suriye, iran ve Tiirkiye’de, Italya ve Yunanistan’a oranla daha az rastlanr.
Kiirt ve Hindistan Yahudilerinde, 6zellikle Suudi Arabistan’da yasayan Araplar’da
talasemi tarif edilmistir. Gliney Asya’da [P talasemi, o talasemiye oranla ¢ok daha az
goriilmektedir. Kuzey Amerika’da talasemi cogunlukla Italyan ve Yunan kdkenli olanlarda
ve zencilerde bildirilmistir. G¢, degisken etnik gruplarla evlilikler ve populasyonun roélatif

biiylime dagilimi talasemi prevalansini degistirebilmektedir (Kutlu vd 2006).

2.2.2.3. Tiirkiye’de Epidemiyoloji

Tiirkiye’ de en sik goriilen talasemi tipi B talasemidir (Donbak 2005). Diinya talasemi
kusagi tlizerinde bulunan Tirkiye’de P talasemi sikligin1 belirlemek {izere tarama
caligmalar1 yapilmistir (http://www.hemoglobin.org.tr/bilgi/kitap/nemokitap4.asp). Tastyici
sikliginin bolgelere gore % 0,6 ila 13 arasinda oldugu saptanmustir. En yiiksek oranda
saptandig1 yer de Antalya yoresi (frekanst %10) olarak belirlenmistir (Donbak 2005).
Mutasyonlarin ¢esitliligindeki ve frekansindaki bolgesel farkliliklar go¢ paterninden ve
etnik kdkenden kaynaklanmaktadir. Tirkiye’de yaklasik 1.300.000 talasemi tasiyicisit ve
yaklasik 4000 hasta bireyin bulundugu bildirilmistir (Altay 2002).

2.2.2.4. Fizyopatolojisi

. Beta talasemideki molekiiler bozukluk, beta zincirinin az yapilmasina ya da
hi¢ yapilamamasina neden olur. Alfa zincir yapimi normal hizda devam ettiginden a zincir

lehine zincir dengesizligi olusur.

Hemoglobin sentezinde kullanilmayan o zincirleri, intraselliiler inkliizyonlar olusturarak

kemik iligininde olgunlagmakta olan kirmiz1 serinin geng hiicrelerinde ¢oker.

13


http://www.hemoglobin.org.tr/bilgi/kitap/hemokitap4.asp

Bu hiicrelerin bir kismi kemik iliginde olgunlagsmadan pargalanir (inefektif eritropoiez)
Dolasima gecen alfa zincir inkliizyonlarini i¢eren olgunlasmis eritrositler yasam siirelerini
tamamlayamadan pargalanir.
Boylece hem inektif eritropoiez hem de eritrositlerin yasam siirelerinin kisa olmasindan
dolay1 anemi olusur.
Talasemi majorlii hastalarda hemoglobinin biiyiik kisSmini olusturan Hb F’in oksijene ilgisi
fazla oldugundan, doku anoksisine yol agarak eritropoietin artisina sebep olur.
Eritropoietin etkisiyle kemik iligindeki asir1 yapim sonucunda kemik iliginin kapladig: alan
artar ve iskelet degisiklikleri olusur.
Bir diger sonu¢ da anormal eritrosit hiicrelerini dolagimdan kaldiran dalagin biiytimesidir
(Dingol 2003).

Asagidaki Sekil 2,2” de B talaseminin fizyopatolojisi anlatilmistir.

a zincirleri y zincirleri

B zincirleri l
(az veya hig yok)
HbF:a2 vy 2

Asiri artis (HbF bulundugu hiicrelere

/ yasama sansi sagdlar)
coker ¢

Oksijene ilginin
e \

inefektif eritropoez ¢

-Splenomegali Eritropoetin artigl

~ Anemi//' l
—

-Hemoliz

Eritrosit Kemik ilginde eritroid seri
transfiizyonu
l aktiviteslart|§|
Demir Demir emiliminde
yul(lenmeSI artis Kemik deformiteleri,
- Kalp yetersizligi Hipermetabolik durum,
Urik asit artis

- Endokrin bozukluklar
- Siroz

Sekil 2.2: Beta talaseminin fizyopatolojisi
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2.2.2.5. Beta Talasemi Klinigi ve Tipleri

Beta talasemi, gosterdigi klinik tabloya gore dort farkli baslik altinda toplanabilir; Sessiz
beta talasemiler, beta talasemi tasiyicilari, beta talasemi intermedia, beta talasemi major
(Birgens and Ljung 2007, Unal 2010,
http://www.hemoglobin.org.tr/bilgi/kitap/hemokitap4.asp 2012). Sessiz tasiyici ve J
talasemi tastyicilarinda f geninde heterozigot mutasyon soz konusuyken, B talasemi
intermedia ve B talasemi majorlu hastalarda her iki allelde de mutasyon vardir. Mutasyon
gesitliligi B talasemide klinik heterojeniteye neden olmaktadir. Bazi [ geni
mutasyonlarinda gen hi¢ eksprese olmazken (B°), bazilarinda genin azalmis ekspresyonu
s6z konusudur (B%). Diger taraftan hastaligm klinik siddetini belirleyen neden tek basina
mutlak B globin miktar1 degil, globin zincirlerinin sentezindeki dengesizliktir. Ornegin
beraberinde a talasemi mutasyonu bulunan homozigot, birlesik heterozigot ya da
heterozigot beta talasemili bireylerde zincirler arasindaki dengesizligin azalmasina bagh

olarak hastaligin klinik seyri hafifleyebilir (Birgens and Ljung 2007, Unal 2010).

2.2.2.5.a. Sessiz Beta Talasemiler

Tipik olarak B talasemi sessiz tastyicilarinda MCV, MCH, Hb A, (%2-3,5), Hb F gibi
hematolojik veriler normaldir. Bu nedenle HPLC ya da elektroforez gibi tarama
yontemleri ile belirlenemezler. Bu hastalardaki mutasyonlar B globin zincir sentezinde
hafif bir azalmaya neden olur. Sonug olarak erigkin tasiyicilarda hafif sekilde globin zincir
dengesizligi olusur. Sessiz tasiyicilar soz edilen tarama yontemleri ile ayirt edilemedikleri
i¢in, bu bireylerin B talasemi tasiyicisi bir bireyle evliligi sonucu talasemi intermedia’li
cocuk sahibi olma riski mevcuttur. Sessiz beta talasemili hastalarin oldukca kiigiik bir
kisminda homozigot mutasyon bildirilmistir. Bu hastalarda genellikle transfiizyon
gerektirmeyen orta siddette anemi, hepatosplenomegali, %10-15 arasinda Hb F ve beta
talasemi tasiyicisinda  gorillen Hb A, diizeyleri goriilmektedir (Unal 2010,
http://www.hemoglobin.org.tr/bilgi/kitap/hemokitap4.asp 2012).
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2.2.2.5.b. Beta Talasemi Tasiyicilar: (f Talasemi Minor)

Beta talasemi mutasyonuna heterozigot olarak sahip olan bireyler “beta talasemi tagiyicist”
ya da “talasemi minor” olarak adlandirilir. Bu bireyler klinik olarak normal olmakla
birlikte bazi tastyict eriskinlerde hafif anemi gériilebilir (Dénbak 2005, Unal 2010,
http://www.hemoglobin.org.tr/bilgi/kitap/hemokitap4.asp 2012). Periferik kan
yaymalarinda, hipokromik, mikrositik eritrositler, bazofilik noktalanmalar ve “target”
hiicreleri goriilebilir (Unal 2010, http://www.hemoglobin.org.tr/bilgi/kitap/hemokitap4.asp
2012) Hemoglobin degerleri genellikle 9-11g/dl’dir. Beta talasemi heterozigot bireylerde
elektroforezde Hb A, diizeyleri normale gore yaklasik iki kat yiikselir (%3,5-8) (Unal
2010, http://lwww.hemoglobin.org.tr/bilgi/kitap/hemokitap4.asp 2012). Mutasyona bagl
olarak degismekle birlikte %50 vakada Hb F diizeyleri yiiksek bulunabilir (%1-5) (Dingol
vd 2003). Yapilan caligmalar beta talasemi tasiyici bireylede o/  globin sentez oraninin
1,5 ila 2 arasinda oldugunu gostermektedir. Bu tip heterozigotlarin kesin tanist DNA
analizleri ile genetik mutasyonlari gostermeye dayanir (Dingol vd 2003,

http://www.hemoglobin.org.tr/bilgi/kitap/hemokitap4.asp 2012).

2.2.2.5.c. Beta Talasemi Major

Talaseminin bu grup hastalarinda B globin geninde homozigot ya da birlesik heterozigot
mutasyon bulunur. Buna bagl olarak da beta globin zinciri hi¢ sentezlenemez ya da ¢ok az
sentezlenir (Unal 2010). Yenidogan talasemi majorlu hastalar asemptomatiktir,
yasamlarinin 4-6 aylarinda anemi ve buna bagh semptomlar ortaya ¢ikar. Cocuklarda
genellikle siddetli anemiyle birlikte halsizlik, istahsizlik, beslenme giicliigli, solukluk,
biiyiime gelisme geriligi, karaciger ve dalak biiylimesine bagli karin sisligi ve enfeksiyon
goriliir (Birgens and Ljung 2007). Bu grup hastalarda eritrositlerde o globin zincir
fazlaligina bagl olarak eritrosit membraninda hasarlanma ile birlikte eritrositlerde hemoliz
ve kemik iliginde inefektif eritropoez olusur ve tiim bunlarin sonucunda da anemi geligir
(Unal 2010). Anemi eritropoetin iiretimini arttirir, ekstramediiller hematopoez gelisir.
Hastalarda hepatosplenomegali ve kemiklerde incelmeye bagli deformite gibi “talasemi
yiizli” denilen ve maksilla ile frontal kemiklerin genislemesi sonucunda iskelet-yiiz
degisiklikleri ortaya ¢ikar (Birgens and Ljung 2007). Beta talasemi majorlii vakalarda
%10°dan daha az Hb A, ve %90’dan daha fazla Hb F bulunur. Hasta B° talasemi genini
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homozigot bulunduruyorsa Hb A’ya sahip degildir ve var olan hemoglobin Hb F ve Hb
Az’den olusur. Hastalik B talaseminin homozigot formu veya p* talasemi ve p° talaseminin
kombinasyonu ile olusmussa degisen miktarlarda Hb A yapimi olabilir. Hb A, seviyesi
toplam hemoglobinin yiizdesi olarak ifade edildigi zaman normal ve yiiksek degerlerde

bulunabilir. Hb F’nin eritrositlerdeki dagilim1 heterojendir (Dingol vd 2003).

2.2.2.5.d. Beta Talasemi intermedia

Beta talasemi mindrden daha agir, beta talasemi majordan daha hafif klinik bulgu gdsteren
globin gen mutasyonu ya da mutasyon kombinasyonlarini i¢eren vakalarin dahil oldugu
gruptur (Dingol vd 2003). Talasemi intermediali hastalarin yasam siireleri talasemi majorlii
hastalara kiyasla daha uzundur; 20 yasi asabilen nispeten ileri yaglara ulasan bir yasam
stiresine sahiptirler (Dingol vd 2003). Talasemi majorlu hastalardaki gibi diizenli
transfiizyona gereksinim duymazlar, transfiizyon ihtiyaglar1 daha azdir. Hafif olgular
eriskin yaslara kadar tan1 ve dolayisiyla transfiizyon almadan gelebilmektedir (Unal 2010).
Hemoglobin degerleri 7.0-10.0 g/dl arasinda bulunur (Hoffbrand and Pettit 1985).
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Cizelge 2.1: Beta talasemi major ve beta talasemi intermedia arasindaki ayirict 6zellikler
(Unal 2010).

Talasemi intermedia Talasemi major
Tani (y1l) >2 <2
Hb (g/dl) 8-10 <7
Hepatomegali/ Hafif-orta Agir
splenomegali
HbF (%) 10-50 >50
HbA2 (%) >4 <4
Ebeveynler Biri veya her ikiside atipik tasiyici
Yiiksek HbF B-talasemi [B-talasemi
Sinirda yiiksek HbA2 HbA?2 yiiksek
Mutasyon tipi Hafif/ sessiz Agir

2.2.2.5.e. Tedavi

Talasemi minorlii hastalarin ¢ogunda herhangi bir yakinma yoktur, ancak folik asit destegi
onerilebilir. Demir ise, ancak kesin demir eksikligi bulgular tespit edilirse verilmelidir.
Tastyicilarin 6zellikle evlilik dncesi genetik danigma almast 6nemlidir (Apak 2001, Dingol

vd 2003).

Talasemi majorda, kan transfiizyonu ve kemik iligi nakli gibi rutinde kullanilan tedavi
yontemleri ve heniiz rutine girmemis y globin zincir sentezi arttirilmasi ve gen tedavisi gibi
deneysel asamadaki tedavi yaklagimlart bulunmaktadir (Apak 2001, Kutlu vd 2006,
Birgens and Ljung 2007, Muncie and Campbell 2009, Unal 2010,
www.thd.org.tr/doc/kurs_pdf/9 MSEK_ 12pdf, 2012). En uygulanabilir tedavi kan

transfiizyonudur. Her iki haftada ya da ayda bir diizenli olarak yapilan eritrosit
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stispansiyonu transfiizyonlar1 ile hemoglobin seviyesi 10g/dI’nin iizerinde tutulmaya
calisilir (Apak 2001, Kutlu vd 2006). Transflizyonun primer amaci eritropoezi baskilayarak
ve gastrointestinal sistemde demir alinimin1 azaltarak anemiyi 6nlemek ve aneminin neden
oldugu komplikasyonlar1 ortadan kaldirmaktir (Birgens and Ljung 2007). Hemoglobin
degerinin 10 g/dl civarinda tutulmasi ile normal biiyiime ve gelisme saglandigi

goriilmiistiir (Dingol vd 2003).

Kemik iligi nakli, ilk kez 1980 yilinda yapilmaya baglanan, lilkemizde 1988’li yillardan
sonra hizla devreye giren bir tedavi yontemidir
(www.thd.org.tr/doc/kurs_pdf/9_ MSEK_12pdf, 2012). Kemik iligi nakli uygun dondr
bulunursa ve erken yasta yapilirsa basarili sonuglar bildirilmektedir. Bunun disinda bu

tedavinin sansi disiiktiir (Apak 2001, Dingol vd 2003).

Hastalarin ¢ogunda fazla sayida transfiizyon yapilmis oldugundan reddetme problemi

bulunmaktadir ve bu yiizden transplantasyon risklidir.

Diger bir tedavi sekli ise “Hidroksiiire” verilerek fetal hemoglobin sentezinin uyarilmaya
calisilmasidir. Bu tedavinin, uygulandigir vakalarda fetal hemoglobin sentezinin gecici

olarak arttig1 goriilmiistiir (Dingol vd 2003).

Gama globin zincir sentezinin arttirilmasi ve gen tedavileri ile ilgili ¢aligmalar ise heniiz
deneysel  asamadadir ve rutin  uygulamaya  girmemistir  (Apak 2001,

www.thd.org.tr/doc/kurs_pdf/9_MSEK _12pdf, 2012).

2.2.2.5.f. Demir Selasyonu

Transfiizyon tedavisinde her transfiizyonla birlikte hastaya fazladan demir yiiklenir ve
dolayisiyla hastalarda demir birikimi s6z konusudur. Sayet bu hastalardaki demir birikimi
onlenmezse Ozellikle dalak, kalp, karaciger, endokrin bezler ve pankreas gibi organlarda
fonksiyon bozukluklari gozlenir. Tiim bunlar1 6nlemek ig¢in transfiizyon programina
basladiktan yaklasik bir y1l sonra desferrioksaminin kullanildigi demir selasyon tedavisi
verilir. Etkin selasyon tedavisinin diizenlenmedigi durumlarda hastalar genellikle 20’11
yaslarda aritmiler ve kalp yetmezligi nedeniyle kaybedilirler (Apak 2001, Muncie and
Campbell 2009, Unal 2010).
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2.3. Beta Globin Geni

11. kromozomun kisa kolu iizerinde 15.5 bolgesinde yer alan (11p15.5) B globin (HBB)

geni, 1.8 kb (kilobaz) uzunlugunda, 146 aminoasiti kodlayan, 3 ekzon ve 2 intron ile 5’ ve

3’ diizenleyici bolgelerden olusan, kiiciik ve yapisal olarak basit bir gendir (Basak 2005,

Birgens and Ljung 2007, Giilbay vd 2009). Bu gendeki mutasyonlar, B talasemiye, orak

hiicreli anemiye ya da diger bir anormal hemoglobine neden olmaktadir (Basak 2005,

Giilbay vd 2009). Beta globin geni B globin gen kiimesi iginde yer alir. Beta globin gen

kiimesi DNA’nin yaklasik 60 kb’lik boliimiinii kapsar. Bu gen kiimesi i¢inde sadece 136.

kodonunda aminoasit farkliligi bulunan Ay , Gy genleri ile bir psédogen (yf ) bulunur. yf

geni B genine ¢ok benzemekle birlikte, sahip oldugu mutasyonlar nedeni ile islevsel bir

protein kodlayamaz (Birgens and Ljung 2007) (Sekil 2.3).

Embiyonik yolk

Eriskin

kesesi
5 ,
i H—8 1 :
3 Gy Ay g 5 i P

130bp

850bp

Exonl \AY

Exon2

AG

GT

AG TAA

Sekil 2.3: 11.kromozomda yer alan -globin gen kiimesi
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2.4. Beta Talasemi Mutasyon Tipleri

B-globin gen kompleksinin mutasyonlar1 farkli fenotip olusturan iki biiyiik gruba ayrilir.
Bunlardan birincisi B-globin tiretimini bozan, basit talasemiye neden olan ve hastalarin
bilyiik cogunlugunun igine girdigi gruptur. ikinci grup ise kompleks talasemilere neden
olan B-globin demetinde ya da lokus kontrol bolgesinde bir ya da daha fazla geni ortadan
kaldiran biiytlik delesyonlardir (Nussbaum vd 2001).

B-talasemide promoter mutasyonlari, RNA splicing mutasyonlari (en sik), mRNA capping
ve tailing mutasyonlari en sik goriilen mutasyon tipleridir. Kisa ve stabil olmayan B-globin
polipeptid zincirine neden olan anlamsiz ya da ¢erceve kaymasi mutasyonlart daha az

siklikla goriliir (Nussbaum vd 2001).

Beta talasemi mutasyonlarin1 basliklar halinde siniflandiracak olursak;

2.4.1. Promoter Mutasyonlari

Beta globin geni {izerindeki cap bolgesinin 5° tarafinda yer alan promoter bolgesinin
transkripsiyon iizerinde ki Onemi bilinmektedir. Promoter bdlgesinde meydana gelen
niikleotid degisimleri ile olusan mutasyonlar transkripsiyonu azaltarak p* talasemiye

neden olmaktadir (www.hemoglobin.org.tr/bilgi/kitap/hemokitap4.asp, 2012).

2.4.2. RNA Splicing Mutasyonlari

Splicing’de defekt olusturan mutasyonlar 4 gruba ayrilir.

2.4.2.1. Yapisma Yerlerini Tutan Mutasyonlar

Beta globin genindeki iki intron heterojen RNA’dan (hnRNA) olgun messenger RNA
(mRNA) olusurken ekzonlar arasindan kesip ¢ikarilir. Intronlarn ¢ikartilmasindan sonra
ekzonlarin baglanacagi bdlgelerde (splice junction) olusan mutasyonlar kesip ¢ikarma
isleminde hataya neden olmaktadir. Yapisma yerleri ikiser niikleotitden olusan dondr ve
akseptor bolgelerden olusur. Donér bdlge intronun basinda bulunur ve GT niikleotidini

icerirken, akseptor bolge intronun son iki niikleotidi olan AG niikletidini igerir. Bu
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bolgelerdeki niikleotidlerde mutasyon meydana gelmesi ile ekzonlarin yapismasi

gerceklesemez ve olgun mRNA olusamaz. Bu durumda protein sentezi gerceklesmez ve f°

talasemi goriillir. Yapisma yerini tutan mutasyonlar asagidaki Cizelge 2.2°de gosterilmistir

(http://www.hemoglobin.org.tr/bilgi/kitap/hemokitap4.asp, 2012).

Cizelge 2.2:Yapisma yerini tutan mutasyonlar

Mutasyon ad:
IVSL.1 (G>A)
(G>T)
IVS2.1 (G>A)
(G>C)
IVS1.2 (T>G)
(T>C)
(T>A)
IVS1.130 (G>C)
(G>A)
IVS2.849 (A>G)
(A>C)
IVS2.850 (G>A)
(G>T)
(-G)

Cod 30 (G>C)

Tipi

Goriildigi etnik grup
Akdenizliler, Hindistanlilar
Hindistanlilar

Akdenizliler, Amerikal1 zenciler
franlilar

Tunuslular

Amerikal1 zenciler

Cezayirliler

Tiirkler, Japonlar

Misirhilar

Amerikal1 zenciler

Yugoslavlar, Irlandalilar
Japonlar
Italyanlar

Ortadogulular
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2.4.2.2. Yapisma Yerlerine Yakin Dizilerdeki Mutasyonlar

Olgun mRNA olusumunu azaltarak B* talasemiye neden olan bu grup mutasyonlar ekzon
ve intronlarin yapisma yerlerine yakin niikleotidlerde meydana gelirler. Bu mutasyonlar
siklikla 1. ekzonun son iki kodonu ile her iki intronun baslangi¢ ve bitis yerlerine yakin
niikleotidlerde goriiliir. Yapisma yerlerine yakin dizilerdeki mutasyonlar asagidaki

Cizelge2.3 de gosterilmistir (Www.hemoglobin.org.tr/bilgi/kitap/nemokitap4.asp, 2012).

Cizelge 2.3: Yapisma yerlerine yakin dizilerdeki mutasyonlar

Mutasyon adi Tipi Goriildiigl etnik grup

IVS1.5 (G>C) B* Hintliler, Cinliler, Malezyalilar
(G>T) B* Akdenizliler, Amerikal1 zenciler
(G>A) B* Akdenizliler Cezayirliler

IVS1.6 (T>C) B* Akdenizliler

IVS1.128 (T>G) B Araplar

IVS2.837 (T>G) B Hintliler

IVS2.843 (T>G) B Cezayirliler

IVS2.844 (C>G) B Italyanlar

IVS2.848 (C>A) B Amerikal1 zenciler

(C>G) p* Japonlar

2.4.2.3. Intronlar Icindeki Mutasyonlar

Intronlar icinde meydana gelen bazi niikleotid degisimleri alternatif yapisma yerleri
olusturur. Bu grup mutasyonlar genellikle B* neden olur (IVS1.116 ve IVS2.654 deki

mutasyonlar hari¢). Asagidaki Cizelge 2.4’de intronlar i¢inde meydana gelen ve alternatif
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yapisma yerleri olusturan mutasyonlar gosterilmistir

(www.hemoglobin.org.tr/bilgi/kitap/hemokitap4.asp, 2012).

Cizelge 2.4: Intronlar icinde meydana gelen ve alternatif yapisma yerleri olusturan
mutasyonlar

Mutasyon ad1 Tipi Goriildigi etnik grup
IVS1.110 (G>A) B Akdenizliler
IVS1.116 (T>G) po Akdenizliler
IVS2.654 (C>T) po Cinliler

IVS2.705 (T>C) B Akdenizliler
IVS2.745 (C>G) B Akdenizliler

2.4.2.4. Gizli Yapisma Yerlerini Ortaya Cikaran Mutasyonlar

Bu mutasyonlar ile ekzon i¢inde gizli bulunan yapisma yerleri aktive olur ve yanlis yerden
kesip-¢ikarma iglemi olur. Sonug olarak yanlis yerden kesilen intronlar nedeniyle anormal
mRNA yaninda bir miktar da normal mRNA meydana gelir ve p* talasemiye neden olur.
Gizli yapigsma yerlerini ortaya cikaran degisimler asagidaki cizelge 2.5°de verilmistir

(www.hemoglobin.org.tr/bilgi/kitap/hemokitap4.asp, 2012).

Cizelge 2.5: Gizli yapigsma yerlerini ortaya ¢ikaran degisimler

Mutasyon adi Tipi Goriildiigi etnik grup
Cd10 (C>A) B Hintliler
Cd19 (A>G) B Malezyalilar

(Asn—Ser, Hb Malay)

Cd24 (T>A) B Japonlar, Amerikali zenciler
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Cd26 (G>A) B Giiney Dogu Asyalilar
(Glu—Lys, Hb E)
Cd27 (G>T) B Akdenizliler

(Ala—Ser, Hb Knossos)

2.4.3. Baslatic1 Kodon Mutasyonlari

Baslangi¢c kodonu olan metiyonindeki mutasyonlardir. Beta talasemiye neden olan su ana
kadar bilinen 6 mutasyon vardir ve mutasyonlarin timii B° talasemi ile sonuglanir.
Asagidaki Cizelge 2.6’da bu mutasyonlar yer almaktadir
(www.hemoglobin.org.tr/bilgi/kitap/hemokitap4.asp, 2012).

Cizelge 2.6: Baslatict Kodon Mutasyonlari

Mutasyon ad1 Tipi Goriildigi etnik grup
ATG— ACG B’ Yugoslavlar
— AGG BO Cinliler, Japonlar, Koreliler
— GTG po Japonlar,
— ATA po Ilyanlar, isvegliler
— ATC po Japonlar
— ATT [30 [ranlilar

2.4.4. Poli A Kuyrugu Mutasyonlari

Poli A mutasyonu bulunan B globin geni normale gore daha uzun mRNA sentezlenmesine
neden olur, olusan uzun mRNA dayaniksiz bir yapiya sahiptir. Poli A mutasyonu tasiyan
mRNA’larin ribozomlara baglanma sans1 azalir. Bu mutasyonlar sonucu olusan

mRNA’dan az miktarda da olsa bir B globin sentezi oldugu igin p* talasemiye neden olur.
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Asaidaki Cizelge 2.7°de poli A mutasyonlari goriilmektedir
(www.hemoglobin.org.tr/bilgi/kitap/hemokitap4.asp, 2012).

Cizelge 2.7: Poli A Kuyrugu Mutasyonlar1

Mutasyon ad1 Tipi Goriildigi etnik grup
AATAAA— AACAAA B* Amerikal1 zenciler
AATAAA— AATAAG B* Kiirtler
AATAAA—AATGAA B* Akdenizliler
AATAAA—AATAGA B Malezyalilar
AATAAA—A(-AATAA)  B* Araplar

2.4.5. Nonsense Mutasyonlar (Anlamsiz Kodon Olusumu)

Ekzonlar iizerindeki niikleotid degisimi ile aminoasit sifreleyen kodon stop kodonuna
doniisiirse olugan mutasyon nonsense mutasyon olarak adlandirilir. Nonsense mutasyon ile
protein sentezi durur. Literatiirde 13 mutasyon bildirilmistir Anlamsiz kodon mutasyonuna
ve dolayisiyla B° talasemiye neden olan bu mutasyonlar asagidaki Cizelge 2.8’de
gosterilmektedir (www.hemoglobin.org.tr/bilgi/kitap/hemokitap4.asp, 2012).

Cizelge 2.8: Nonsense Mutasyonlar

Mutasyon adi Tipi Gorildigi etnik grup

Cd15 (TGG—TAG) f° Hintliler
(TGG—TGA)  p° Portekizliler

Cd17 (A>T) ik Cinliler

Cd22 (G>T) ik Reunion adalari

Cd26 (G>T) ik Taylandlilar

Cd35 (C>A) ik Taylandlilar
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Cd37 (G>A) B’ Araplar

Cd39 (C>T) po Akdenizliler

Cd43 (G>T) po Cinliler

Cd61 (A>T) ik Zenciler

Cd90 (G>T) ik Japonlar

Cd112 (T>A) ik Slovaklar

Cd121 (G>T) ik Polonyalilar, Fransizlar
Cd127(C>T) ik Ingilizler

2.4.6. Frameshift Mutasyonlar

Frameshift mutasyonlar, ekzonlar iginde herhangi bir noktaya bir ya da birka¢ (3 tane
disinda) niikleotidin girmesi (insersiyon) veya kaybedilmesiyle (delesyon) iiclii baz
dizilimlerini dolayisi ile okuma ¢ergevesini degistiren mutasyonlardir. Beta talasemide ¢ok
sik olmasa da bu tiir mutasyonlar goriilebilir (Oner 2002) . Asagidaki Cizelge 2.9°da
talasemiye neden olan frameshift mutasyonlar gosterilmistir

(www.hemoglobin.org.tr/bilgi/kitap/hemokitap4.asp, 2012).

Cizelge 2.9: Frameshift mutasyonlar

Mutasyonun adi Tipi Goriildigi etnik grup

Cd1(-G) pY Akdenizliler

Cd2/3/4 (-9bp, +31) B Cezayirliler

Cd5 (-CT) pY Akdenizliler

Cd6 (-A) B Akdenizliler, Amerikal1 zenciler
Cds (-AA) pY Akdenizliler

Cds8/9 (+G) B Hintliler
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Cds9/10 (+T)
Cd11(-T)
Cds14/15(+G)
Cd15 (-T)

Cd16 (-C)
Cd22/23/24 (-AAGTTGG)
Cd24 (-G, +CAC)
Cd25/26 (+T)
Cd26 (+T)
Cd27/28 (+C)
Cd28 (-C)
Cd28/29 (-G)
Cd31 (-C)

Cd35 (-C)
Cd36/37 (-T)
Cd37/38/39(-GACCCAG)
Cd38/39 (-CC)
Cd40 (-G)
Cd40/41 (+T)
Cd41 (-C)
Cd41/42 (-TTCT)

Cd42/43 (+GT)

Yunanlilar
Meksikalilar
Cinliler
Malezyalilar
Hintliler
Tiirkler
Misirhilar
Tunuslular
Japonlar
Cinliler
Misirlilar
Japonlar, Misirlilar
Cinliler
Malezyalilar
Iranllar, Kiirtler
Tiirkler
Belcgikalilar
Japonlar
Cinliler
Taylandlilar
Cinliler

Japonlar
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Cd42/43 (+T)
Cd44 (-C)
Cds51 (-C)
Cd53/54 (+G)
Cd54 (-T)
Cd54/55 (+A)
Cd56-60 +14bp
Cd59 (-A)
Cd64 (-G)
Cd67 (-TG)
Cd71/72 (+T)
Cds 71/72 (+A)
Cds 72/73 (-AGTGA, +T)
Cds74/75 (-C)
Cd76 (-C)

Cds 82/83 (-G)
Cds4/85
Cd84/85/86 (+T)
Cdss (+T)
Cd89/90 (-GT)
Cd95 (+A)

Cds 106/107 (+G)

Japonlar
Kiirtler
Macarlar
Japonlar
Cezayirliler, Isvegliler
Hintliler
Hintliler
Italyanlar
Isvicreliler
Filipinliler
Cinliler
Cinliler
Ingilizler
Turkler
Italyanlar
Azeriler, Cekler
Japonlar
Japonlar
Hintliler
Koreliler
Taylandlilar

Amerikali zenciler
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2.5. Tiirkiye’de Goriilen Beta Talasemi’nin Molekiiler Temeli

Tirkiye’de B talaseminin molekiiler temeli ile ilgili aragtirmalar ilk kez Prof. Dr. Muzaffer
Aksoy tarafindan yapilmistir (Tadmouri vd 2001, Yildiz vd 2005). 1987°den beri B

talaseminin molekiiler temeli aydinlatilmaya ¢alisilmaktadir (Tadmouri vd 2001).

Tiirkiye’de molekiiler temele dayali calismalarla B talasemi arastirmalarinda biiyiik
ilerlemeler saglanmistir. 1987°de Akdeniz toplumlarinda yaygin olan ii¢ beta talasemi
mutasyonu kodon 39 (C>T) , IVS1-6 (T>C) ve IVS1-110 (G>A) olarak tanimlanmustir.
Bunlardan 1VS1-110 (G>A) mutasyonunun Akar ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismalarla
Tiirk hastalarinda en sik rastlanan B talasemi mutasyonu oldugu bildirilmistir (Basak
2005). Molekiiler temele dayali calismalar gostermistir ki ¢ogu diger populasyonlarin
aksine B talasemi, Tiirk toplumunda oldukg¢a heterojendir, 35’den fazla farkli mutasyonun
varliglr gosterilmistir. En yaygin gorillen 6 mutasyon, Tiirk populasyonunda toplam 3
talasemi alellerinin yaklasik %72’sini olusturmaktadir (IVS1-110, 1VS1-6, IVS2-1, kodon
8, IVS1-1, IVS2-745) (Tadmouri and Basak 2001).

Asagidaki Cizelge 2.10 Altay’in 2002’de yaptig1 calisma sonuglarmi ve Tiirkiye’de

goriilen mutasyonlarin cografik bolgelere gore frekansini gostermektedir.

Cizelge 2.10: Altay’in ¢aligma sonuglar1 ve Tiirkiye’ de goriilen mutasyonlarin cografik
bolgelere gore frekans1 (Altay 2002)

Mutasyon Toplam % Dogu Giineydogu | I¢ Karadeniz Akdeniz Marmara
kromozom Altay Anadolu Anadolu Anadolu
sayisi ve ark. Ege
IVSI. 110 (G>A) 435 40.88 30.0 43.42 30.76 47.17 43.47 275
IVSI. 6 (T>C) 110 10.33 - 9.71 20 12.82 6.08 225
IVSIIL. 1 (G>A) 86 8.08 6.66 342 10.0 7.69 434 75
IVSI1.745 (C>G) 66 6.20 - 9.71 75 10.25 6.52 25
IVSL.1 (G>A) 61 5.73 33 5.14 5.0 2.56 13.47 10.0
FCS8 (-AA) 50 4.69 16.6 8.0 25 2.56 217 25
-30 (T>A) 45 4.22 13.3 4.57 - 1.53 1.30
Cd 39 (C>T) 31 291 - 5.71 25 1.53 434 25
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FSC8,9 (+G) 28 2.63 133 3.42 - 1.02 4,78 25
Cd44 (-C) 19 1.78 10.0 1.14 5.0 2.05 1.30 -
FSC5 (-CT) 13 1.22 - 1.14 5.0 1.53 0.43 5.0
1VSI. 130 (G>C) 9 0.84 - - - 1.53 0.86 -
FSC6 (-AA) 7 0.64 - 171 - 0.51 0.43 -
1VSI. 116 (T>G) 6 0.56 - 0.57 - - 0.86 25
PolyA 6 0.56 - - 5.0 - - 25
IVSI. 5 (G>C) 6 0.56 - - - 0.51 2.17 5.0
+22 (G>A) 5 0.46 - - - - 0.43 2.5
1VSI11.848 (C>A) 5 0.46 - - - - 0.43 -
FSC36-37 4 0.37 - - - - 0.86 -
IVSL. 5 (G>T) 3 0.28 - - - - - -
-87 (C>T) 2 0.18 - - - - - R
IVSI. 1 (G>T) 2 0.18 - - - - - -
28 (A>C) 2 0.18 - - - - - -
FSC15 2 0.18 - 114 - - - -
FSC74-75 (-C) 2 0.18 - - - - - N
-101 (C>T) 1 0.09 - - - - - 2.5
IVSL. 5 (G>A) 1 0.09 - - - - 0.43 -
IVSI. 130 (G>A) | 1 0.09 33 - - - - -
Cd37 (G>A) 1 0.09 - - - - - 25
Hb Knossos 2.0 0.18 - - - 0.51 0.43 -
Delta beta 22 2.06 - 4.57 5.0 1.02 1.30 -
Delta-N-Del 2 0.18 6.6 - - - - -
Bilinmeyen 29 2.72 - 114 - 5.12 3.47 -
Toplam 1064 100 100 100 100 100 100 100

31




2.6. Tiirkiye’ de Beta Talaseminin Onlenmesi

Tirkiye’de B talaseminin 6nlenmesi ile ilgili ilk yapilan ¢alismalardan biri 1983 yilinda
Ankara’da Hacettepe Universitesine bagli “Prenatal Tam1 Unitesi”nin kurulmasidir. Bu
merkezde fetal kan drneklerinde in vitro Hb sentezine bakilmistir. ilerleyen yillarda DNA
tekniklerinin gelismesi ile talasemiler igin de prenatal tani hiz kazanmistir. 1990’11 yillarda
belirlenen prenatal tani merkezlerinde koryonik villus orneklerinden, birbirini izleyen
sirayla ASO (Alel Spesifik Oligoniikleotid), ARMS (Amplifikasyon Refrakter Mutasyon
Sistemi), RFLP (Restriksiyon Fragment Uzunluk Polimorfizmi) ve DNA dizi analizi gibi
yontemlerle prenatal tani yapilmaya baslanmistir (Tadmouri and Basak 2001). Tirk
toplumunda tanimlanmis 35’1 askin mutasyonun varliginin neden oldugu molekiiler
cesitlilik, hastaliga tan1 koyma ve onlem alma stratejileri ile programlarini dnemli 6lgiide

giiclestirmektedir (Basak 2005).

Ulkemizde 30.12.1993 tarihinde 3960 sayili “Kalitsal Kan Hastaliklar1 ile Miicadele
Kanunu” ¢ikmistir. Bu ger¢evede Bakanliga bagl olarak Antalya, Antakya, Mersin ve
Mugla’da 1994 yilinda talasemi merkezleri kurulmustur (Ustiindag 2004). Yine B
talaseminin prenatal tanisi i¢in Tiirkiye’deki merkezler arasinda Ankara’da Hacettepe
Universitesi ve Ankara Universitesi, Adana ilinde Cukurova Universitesi, Istanbul’da

Bogazigi Universitesi bulunmaktadir (Tadmouri and Basak 2001).

Tiirkiye’de ¢ok sayida hemoglobin varyantinin goriilmesi, Anadolu’da yillar boyunca ¢ok
cesitli 1wk ve Kkiiltlirlerin yasamasindan ve akraba evliliklerinden kaynaklanmaktadir.
Akraba evliligi (ortalama %20,9) (TUIK Aile Yapis1 Arastirmas: 2006) ve dogurganligin
yiiksek oldugu iilkemizde talasemi eradikasyonu igin yeni ydntemler uygulanmasi
zorunlulugu ortaya ¢ikmaktadir. Evlilik Oncesi tarama testleri ile yeni hasta dogumunun
engellenebilmesi ve koruyucu hekimligin baslatilabilmesi amaciyla 2002 yilinda
Hemoglobinopati Kontrol Programi baslatilmistir
(www.thd.org.tr/doc/kurs_pdf/9_MSEK _12pdf, 2012). 2005 yilinda hemoglobinopatilerin
Onlenmesi, hastalarin tedavileri, yeni tedavi yaklasimlar1 konularinda caligma yapmak
tizere talasemi derneklerinin bir araya gelmesiyle “Talasemi Dernekleri Federasyonu”

kurulmustur.
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2.7. Beta Talasemide Tani

Beta talasemili hastalarin fenotiplerinin belirlenebilmesi i¢in hematolojik ve biyokimyasal
parametlerin 6l¢iimlerinin yapilmasi gerekir. Bu konuda yapilan hematolojik incelemeler,
RBC (red blood cell) verilerini, Hb konsantrasyon Ol¢iimlerini, hematokrit, RBC sayisi,
MCH (Ortalama Hemoglobin Hacmi), MCV (Ortalama Eritrosit Hacmi), RDW (Eritrosit
Hacim Dagilimi) dlglimlerini igerir. Kirmizi kan hiicrelerinin sayisindaki diistis (MCH<28
pg, MCV<81fl) talasemi hastaliginin giiglii gdstergesidir. Rutinde yapilan biyokimyasal
parametreler i¢inde de Hb fraksiyonlarinin ve globin zincirlerinin elektroforetik ve/veya
kromotogrofik analizleri bulunur. Seliiloz asetat elektroforezi, agoroz jel ve sitrat agar
elektroforezi elektroforetik yolda kullanilan yontemlerken, HPLC (High Pressure Liquid
Chromatography) yontemi beta talasemi ve diger hemoglobinopatilerin tanisinda ¢ogu
merkez tarafindan tercih edilen kromotografik yontemdir (Keser 2007, Unal 2010,
www.thd.org.tr/doc/kurs_pdf/9_MSEK _12pdf, 2012).

Asagidaki cizelgelerde (2.11, 2.12) beta talasemi tanisinda kullanilan birinci ve ikinci
basamak testler verilmistir. Ugiincii basamak testler ise mutasyonun belirlenmesinde

kullanilan molekiiler testleri icerir.
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Cizelge 2.11: Beta talasemi tanisinda kullanilan birinci basamak testler

Demir eksikligi

anemisi

B talasemi tagiyicisi

Alfa talasemi o/P talasemi tastyicist
tastyicisi (iki alfa

geninde delesyon)

Kirmizi

hiicre say1s1

Hipokromi

Mikrositoz

Anizositoz

RDW

degeri

Hb seviyesi

MCV

MCH

Serum

demir

Ferritin

Normal veya diistik

++/+++

Yiiksek

Diisiik

Diisiik

Azalmis

Azalmig/ Normal

Normal veya yiiksek

Nadir

Normal

(%12-14)

Cocuklarda yiiksek

olabilir.

Normal veya 1-2

g/dl diisiik

Cok diisiik

Diisiik (>27)

Normal

Normal

Normal veya yiikksek ~ Normal veya diisiik

+ +
+ +
+ +
Yiiksek Yiiksek

Normal veya 1-2

g/dl diisiik

Diisiik

Diisiik (>27)

Normal

Normal

34



Cizelge 2.12: Beta talasemi tanisinda kullanilan ikinci basamak testler

Demir eksikligi P talasemi tasiyicist A talasemi tagtyicist  o/p talasemi
(iki alfa geninde tas1y1cisi
Anemisi
delesyon)
HbA2 Normal (3,5 ¢ dan az) Yiiksek (3,5 ve tistii)  Diisiik Normal veya diisiik
seviyesi
%95 yiiksek
%5 normal
HbF Normal Normal veya yiikksek ~ Normal veya yiiksek  Yiiksek

2.8. Molekiiler Yontemler ile Beta Talasemi ve Hemoglobinopati Tanisi

Talasemilerde ve hemoglobinopatilerde DNA diizeyindeki mutasyon taramalari, tani
koymada 6nemli yer tutmaktadir. Mutasyonun bilinmesi hastalara ve tasiyicilara genetik

danigsma verilmesi agisindan olduk¢a dnemlidir (Clarke and Higgins 2000).

Cagimizda molekiiler genetik alaninda kaydedilen gelismeler kalitsal olan bir ¢ok
hastaligin gen diizeyinde tanimlanmasini ve dolayisi ile de DNA diizeyinde tam
konulmasini saglamistir. Hemoglobinopatiler ve talasemiler molekiiler mekanizmalarinin

ve mutasyonlarmin en iyi sekilde anlasildig1 hastalik grubuna girmektedir (Basak 2005).

Mutasyon taramalart i¢in kullanilan DNA erigkin bireylerde periferik vendz kandan,
fetiislerde koryonik villus 6rneginden (9-12 gebelik haftasi), amniyon sivisindan (15-16
gebelik haftas1), kordon kanindan (20-22 gebelik haftasi), yine fetlise ait DNA’y1 elde
etmek i¢in anne kani plazmasindan ve serumundan elde edilebilir. Preimplantasyon genetik
tanida (PGT) ise DNA kaynagi olarak embriyonun blastomerleri kullanilabilir (Keser
2007).

Hasta ve tasiyic1 bireylerde DNA’daki mutasyonlar1 belirleyebilmek i¢in daha basit,
tekrarlanabilen, hizli, ucuz, kolay uygulanabilir molekiiler yontemler gelistirilmistir (Basak

2005, Keser 2007). Molekiiler tekniklerle yapilan DNA analizleri hastaligin tanisi i¢in
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klinik ve biyokimyasal testleri tamamlayici niteliktedir, oldukga hassastir ve yiiksek oranda
dogru sonug¢ verir. Hemoglobinopati ve talasemi gibi hastaliklarin sik goriildigi

toplumlarda bu teknikler oldukga biiyiik 6nem tasimaktadir (Basak 2005).

Molekiiler genetik tekniklerin gelismesinde ve c¢esitlenmesinde en biiyiikk pay PCR
(Polymerase Chain Reaction) tekniginin kesfidir (Saiki vd 1985). ilk kez 1985 yilinda
Kary Mullis, Henry A. Erlich ve Randall K. Saiki tarafindan bulunan, basitge in vitro
ortamda niikleik asitlerin uygun kosullarda ¢ogaltilmasi esasina dayanan bu teknik ¢ok az
miktarda DNA ile ¢aligmaya olanak saglamaktadir. PCR teknigi kullanilarak laboratuvar
tanisinda ¢ok biiylik hiz ve kesinlik kazanilmistir (Akar 1999).

Hemoglobinopatiler ve talasemi grubunda hastaligin molekiiler tanisi; taniyr
kesinlestirmede, hastay: takip etmede, hastaligin prognozunu tahminde, aileye verilecek
genetik danismanlikta ve prenatal tanida oldukg¢a &nemli bir yer tutmaktadir (Ozkinay

2010).

Hemoglobinopati veya talasemili hasta ve/veya ailelerinde kullanilacak molekiiler genetik
tekniklerin  se¢iminde iki temel yaklasim uygulanmaktadir. Bu yaklasimlar
hemoglobinopati veya talasemiye neden olan mutasyonlarin bilinen ya da bilinmeyen
mutasyonlar olmasina gore degismektedir (Tizmen and Schechter 2001, Basak 2005,
Keser 2007, Ozkinay 2010).

Bilinmeyen mutasyonlarin tespitinde kullanilan yontemler indirekt yontemler olarak
adlandirilir.  Belirli bir gen veya gen bolgesinde bir dizi degisikligi olup olmadiginin
anlagilmasi i¢in kullanilan yontemlerdir. DGGE (Denatiire Edici Jel Elektroforezi),
DHPLC (Denatiire Edici Yiiksek Performansli Likit Kromotografi) gibi yontemler bu
amacla kullanilabilen yontemlerdir. Bu gibi yontemler ile mutasyonun yeri saptandiktan
sonra mutasyonun dizi analizi gibi bir bagska yontemle belirlenmesi gerekir (Tlizmen and

Schechter 2001, Basak 2005, Keser 2007, Harteveld vd 2009, Ozkinay 2010).

Bilinen mutasyonlarin belirlenmesinde kullanilan yontemler ise direkt yontemlerdir.

Bunlar mutasyonun olup olmadigin1 dogrudan gosteren yontemlerdir.

. RFLP (Restriksiyon Fragment Uzunluk Polimorfizmi)
. ARMS (Amplifikasyon Refrakter Mutasyon Sistemi)
. ASO (Alel Spesifik Oligoniikleotid)

. RDBH (Reverse Dot-Blot Hibridizasyon)
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. Gap- PCR

. DNA dizi analizi

. Real-Time PCR (Tiizmen and Schechter 2001, Basak 2005, Keser 2007, Ozkinay
2010, www.talasemifederasyonu.org.tr/pdf/tani/cansinTedavi-9pdf.pdf,2012). Bu
yontemler arasinda sayilabilir. Bunlardan DNA dizi analizi bilinmeyen mutasyonlarin
belirlenmesinde de kullanilabilir.

Ayrica son zamanlarda gelistirilen ve rutin tanida aktif olarak yer almaya aday yontemler
de mevcuttur. Bunlardan biri AS-APEX (Allele Specific Arrayed Primer Extension) olup,
alel spesifik primerleri igeren ve bunlarin uzamasina izin veren bir ¢ip diizenidir (Pastinen
vd 2000, Keser 2007). En son gelistirilen tekniklerden biri de pirosekanslamadir
(pyrosequencing). Bu teknigin temeli bir hastadaki normal ve mutasyon bulunan
mRNA’nin miktarsal diizeylerinin belirlenmesi esasina dayanmaktadir (Ronaghi 2001,
Keser 2007). Yontem seciminde hastanin fenotipik o6zellikleri, toplumda sik goriilen
mutasyonlar, laboratuarin kosullar1 goz oniinde tutulurken, yontemin hassasiyeti, ¢alisma

siiresi ve ucuz olmasi da énemli dlgiitlerdir (Keser 2007, Ozkinay 2010).

2.8.1. RFLP (Restriksiyon Fragment Uzunluk Polimorfizmi)

Insan genomu boyunca (6zellikle kodlayic1 olmayan bdlgelerde), her 200 niikleotitte bir
dizi farkliligi goriilir. Bu 6zel bolgelerdeki niikleotit degisiklikleri, tek bir niikleotit
ciftinde degisiklik veya bir ya da birden fazla niikleotit ¢iftinin ¢ikarilmasi (delesyonu)
veya araya sokulmasi (insersiyonu) seklinde goriiliir ve bir restriksiyon enziminin kesim

noktasini ortadan kaldirabilir ya da yeni bir kesim noktasi yaratabilir.

Restiriksiyon enzim kesimleri ile olusturulan bu parca uzunluklarindaki farkliliklar,
restriksiyon parg¢a uzunluk polimorfizmleri olarak adlandirilir (Basaran 1999, Klug and
Cummings 2002).

Tek tip nokta mutasyonunun neden oldugu Hb S’nin DNA analizi en etkin ve ekonomik
sekilde restriksiyon enzimi ile yapilir. Bunun i¢in B-globin geninin 5’ ucunda, 1.
ekzonunda yer alan mutasyonu kapsayan bolge 6zgiin primer ¢ifti ile gogaltilir; elde edilen
PCR iiriinii restriksiyon enzimi ile kesilir. Agaroz jelde: saglikli birey, tasiyici birey ve
orak hiicreli anemi tanili hasta birey olmak {iizere ii¢ farkli migrasyon semas: elde edilir

(Basak 2005).
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Beta talasemide ise B-globin geninin mutasyon tasiyan bolgesi uygun primer cifti
kullanilarak ¢ogaltilir; PCR {iriinii mutasyona ozgii restriksiyon enzimi ile kesildikten
sonra agaroz jelde incelenir. Asagidaki Cizelge 2.13’de B talasemi igin restriksiyon enzimi
analizi ile incelenmesi miimkiin olan bazi1 mutasyonlar, bu mutasyonlara 6zgii restriksiyon

enzimleri ve tan1 bolgesinin ne sekilde etkilendigi gosterilmektedir (Basak, 2005).

Cizelge 2.13: Restriksiyon enzimi ile tanimlanabilen bazi B talasemi mutasyonlar1

(+ tan1 bolgesi olusuyor; - tan1 bolgesi kalkiyor)

Mutasyon Enzim Tan1 Bolgesi
Cd39 Rmal +
Cd74/75  Haelll -

IVSI-1 BspMI -

IVSII-1 Hphl -
IVSI-6 SfaNI +
FSC-5 Ddel/Taqgl -/+
FSC-6 Ddel -
13 bp del  Hinfl -
IVSII-745 Rsal +

2.8.2. ARMS (Amplifikasyon Refrakter Mutasyon Sistemi)

ARMS, alel-spesifik primerler kullanan PCR’a dayali, nokta mutasyonlarinin ve kiigiik
delesyon veya insersiyonlarin dogrudan belirlenmesini saglayan bir yontemdir (Najmabadi

vd 2001).

Iki tamamlayici tepkimeden olusur. Birinci tepkime, normal DNA dizisine 6zgiil ARMS
primeri icerir ve belirli bir yerdeki mutant DNA’y1 amplifiye edemez. Benzer olarak ikinci
tepkime, mutanta 6zgiil primer icerir ve normal DNA’y1 amplifiye edemez (Kayrin vd

2003).

ARMS yontemi PCR’a dayali diger yontemlerden farkli olarak bir¢cok avantaja sahiptir.
Yéntem hizl ve giivenilir olup radyoaktif madde igermez. internal kontrollii iki tepkimenin

kullanim1 yalanc1 pozitif sonuclarin elde edilmesini Onlemektedir. Yontem genelde
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herhangi bir mutasyon icin gelistirilebilmesinin yaninda, mevcut olan g¢esitli genetik
polimorfizmlerin saptanmasinda da kullanilabilir. Bilinen mutasyonlarin tanisinda hizli ve

pratik bir test olmasina karsin her primer i¢in ayr1 standardizasyon gerektirir (Kayrin vd
2003).

2.8.3. ASO (Allel Spesifik Oligoniikleotid Hibridizasyon)/ RDBH (Reverse Dot-Blot
Hibridizasyon)

Allel spesifik oligoniikleotid hibridizasyon, biri normal digeri mutant dizi i¢in hazirlanmis
iki oligoniikleotid probun hedef dizi ile hibridizasyonu esasina dayanir. Tanmida ilk
kullanilan metodlardandir (Ozkinay 2010). Yontemde “dot blot” veya “reverse dot blot”
uygulamalar1 kullanilir. Reverse dot blot tek bir hibridizasyon reaksiyonunda bilinen
birden fazla mutasyonun taranmasini saglayan bir uygulamadir (Sutcharitchan vd 1995).
Ozellikle belirli mutasyonlarn sik goriildiigii toplumlarda uygulamas: kolaydir. Son
yillarda gelistirilen ve ticari olarak bulunabilen kitler “reverse dot blot”yontemi ile sinirh
sayida mutasyonun sik oldugu toplumlarda bu mutasyonlar1 bir arada saptamay1 miimkiin
kilmistir. Reverse dot-blot da sinirli sayida normal ve mutant prob strip membran iizerine
emdirilmistir. Genomik DNA ile hibridizasyon sonucunda normal ve mutant paralel

bantlar degerlendirilerek tani1 konur.

Ulkemizde rastlanilan alfa globin ve beta globin mutasyonlarmin biiyiik kismini (%90-95

oraninda) kapsayan ticari kitler bulunmaktadir (Vienna lab-Strip Assay) (Ozkiay 2010).

StripAssay kitinin kullanildigi yontem bes asamadan olusur. Bu asamalar; kan
orneklerinden DNA eldesi, in vitro multiplex amplifikasyonu (multiplex PCR), PCR
tirlinlerinin %2 lik agaroz jelde yiiriitiiliip kontrol edilmesi, 12 tane wild-type (normal) ve
22 tane de mutant-spesifik immobilize oligoniikleotid problarini tasiyan bir test seridine
amplifikasyon tirlinlerinin hibridizasyonu ve hibridizasyon sonrasinda streptavidin alkalen
fosfataz kullanilarak ilgili gen dizilerine ait bantlarin renk gelisiminin gbézlenmesi ile

sonuglarin analizini igerir.
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2.8.4. Gap- PCR

Kirik noktalarinin lokalizasyonlarinin  bilindigi delesyon seklindeki mutasyonlarin
saptanmasinda kullanilir. Gap-PCR tekniginin temeli, hedef gen bdlgesinin delesyona
ugramis kisminin tespitine dayanmaktadir. Kisaca teknik, hedef DNA bolgesine spesifik
bir ileri primer ve delesyon olan bdlgenin bir Oniine bir de arkasimna gelecek sekilde
diizenlenmis iki ayr1 ters primer c¢ifti ile c¢ogaltilmast ve kontrole kars

degerlendirilmesinden ibarettir.

Beta talasemiye neden olabilen nadir goriilen B geni delesyonlari, a talasemiye neden olan
a genlerindeki delesyonlar, y-6-f talasemiler, Hb Lepore tanisinda kullanimi kolay bir
yontemdir. Allel drop-out olusmasina yatkin olan bu yontemle elde edilen sonuglarin son
yillarda gelistirilen MLPA (Coklu Ligasyon Prob Analizi), QMPSF (Quantitative
Multiplex PCR of Short Fragments) gibi yontemlerle dogrulanmasi onerilmektedir
(Harteveld vd 2009).

2.8.5. MLPA (Coklu Ligasyon Prob Analizi)

MLPA, o, B ve y-pB talasemilerde bilinen ve bilinmeyen mutasyonlarin arastiriimasinda
kullanilan, hedef bolgedeki kopya sayis1 degisikliklerini saptama esasina dayanan Southern
blot, FISH ve gap-PCR gibi zor yontemlere alternatif olabilecek son yillarda hizla
kullanima girmekte olan bir yontemdir. Hedef bolgeye ¢ok sayida probun hibridize
edildikten sonra, bu hibridize edilen problarin universal-tagPCR problar1 kullanilarak
kantitatif PCR ile ¢ogaltilmasina ve elde edilen fragmanlarin 6zel bilgisayar programlari
kullanilarak analiz edilmesine dayanir (Schouten vd 2002). Alfa ve beta geni igindeki
delesyon seklindeki mutasyonlar1 saptamada oldukga etkin olan bu teknigi kullanan alfa ve
beta gen bolgelerini kapsayan MLPA ticari kitleri iiretilmistir (MRC Holland and
ServiceXS) (Harteveld vd 2009).

2.8.6. QMPSF (Quantitative Multiplex PCR of Short Fragments)

QMPSF, Charbonnier ve arkadaslar tarafindan gelistirilen, kisa ekzonik dizilerin
multipleks PCR ile ¢ogaltilmasi esasina dayanan yar1 kantitatif bir yontemdir. Delesyon ve

duplikasyonlarin saptanmasini saglar (Charbonnier vd 2000). 5’ ugta spesifik taglarin
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kullanimi, fragmanlar arasindaki amplifikasyon verimlilik farkliliklarini azaltir. QMPSF,

hizl1 ve nispeten ucuz bir yontemdir (Gouas vd 2008).

2.8.7. DNA Dizi Analizi

Mutasyon belirleme isleminde giiniimiizde altin standart olan yontemdir. Di-deoksi
sonlanma metodu gelistirilmesi ile hizla kullanima giren sekanslama islemi, bilinmeyen
mutasyonlarin taranmasinda hizli ve giivenli bir yontem haline gelmistir. ANTP ve DNA
uzamasinda gerekli 3’-OH grubu olmayan ddNTP karisimi igeren farkli floresan renkli
ddNTP ile sonlanmis farkli uzunluktaki PCR {iriinleri, otomatize dizi analizi cihazlarinda
analiz edilmektedir. Non-radyoaktif, tek tiipte gergeklesen, hizli, kesin ve giivenilir bir
yontem olarak belirtilmektedir (Kotler vd 1994).

2.8.8. Real-Time PCR

1988 yilinda “Thermus aquaticus” bakterisinden saflastirilan, 1stya dayanikli bir polimeraz
olan “Taq polimeraz”in kullanima girmesi ile polimeraz zincir reaksiyonlar1 i¢cin otomatize
151 dogiisii cihazlar gelistirilmeye baslanmistir. Buna ilaveten floresan 1s1ma tekniklerinin
de kullanima girmesi ile “Real Time” (es zamanli) PCR reaksiyon cihazlar1 gelistirilmistir
(www.thd.org.tr/doc/kurs_pdf/mugeaydinsayitoglu.pdf, 2012). Real time PCR, DNA’nin
cogaltimmi ve Uriinleri tek bir tiipte belirlemeyi miimkiin kilan yeni ve popiiler bir
metodtur (Gibson vd 1996). Bu metod geleneksel PCR yontemi ile gen analizini
birlestirerek gen analizinde kolaylik saglamistir. Floresan isaretli prob ve boyalarin
kullanildig1 bu yontemde floresan 1s1ma, ¢cogalan DNA ile dogru orantili olarak artar ve bu
sayede PCR cogaltimi1 goriiniir hale getirilip, monitorize edebilir (Giinel 2007). Bir ¢ok
isim verilen bu teknoloji, yabanci yayinlarda “kinetik PCR”, “homojen PCR”, “kantitatif
real-time PCR” gibi isimlerle de adlandirilmaktadir (Bustin 2000,
www.thd.org.tr/doc/kurs_pdf/mugeaydinsayitoglu.pdf, 2012). Geleneksel PCR’dan farkli
olarak Real-time kimyasi reaksiyonun erken asamalari sirasinda bile PCR
amplifikasyonunun belirlenebilmesine olanak saglar. Yine PCR ‘in erken fazlarinda
reaksiyonun kinetik olarak 6l¢iimiinii miimkiin kilar (www.aplpliedbiosystems.com). Real-
time PCR bizi klasik PCR sonras1 yapilmasi zorunlu diger degerlendirme calismalarindan
da kurtarir (el elektroforez gibi)

(www.thd.org.tr/doc/kurs_pdf/mugeaydinsayitoglu.pdf,2012). Bu, dogrulugu arttirdigi gibi
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kontaminasyon riskini de azaltir. Genis bir uygulama alani, Ozgiinlik ve dogru

kantifikasyon imkani sunar (www.genetiklab.com 2012).

Haberci RNA diizeyini sayisal olarak belirleyebilme ve biyolojik 6rneklerden elde edilen
DNA’nin kopya sayisini sayisal degerlere doniistiirme, tek nokta mutasyonlarini belirleme

en ¢ok kullanilan alanlarini olusturmaktadir (Kubista vd 2006).

2.8.8.1. Real-time PCR’da Gériintii

Real-time PCR’da iiriin olusumunun miktari ile dogru orantili olarak floresan sinyal alinir.
Baslangi¢ sikluslar1 sirasinda sinyaller zayiftir, iiriin miktar1 artip biriktik¢e sinyaller
katlanarak artar. Primerler, dNTP, prob gibi 6nemli reaksiyon igeriklerinin tiikkenmesi ile

de reaksiyon, dolayisi ile de sinyaller sonlanir (Kubista vd 2006).

2.8.8.2. Real-time PCR’1n Temel Fazlar:
Real-time PCR’da fazlar temel PCR fazlari ile aynidir ve 4 ana fazdan olusur.

Lineer Faz
Erken issel faz
Ussel faz

Plato fazi

Lineer Faz: Bu PCR’1n baslangi¢ asamasidir ve yaklasik 10-15 dongii siirer. Bu boliimde
her ne kadar reaksiyon ¢ok hizli bir sekilde ilerlese de, cogalma miktar: tespit sinirlarinin

altinda oldugundan herhangi bir artis gézlenmez.

Erken Ussel Faz: Bu boliim artis miktarinin tespit smirlar1 igine girdigi boliimdiir. Artig
miktar1 belirli bir esik seviyeye ulasir. Bu diizeye ulasilan dongiiye Ct (Threshold Cycle-
Esik Dongii) (ABI Prism® literature - Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) veya
CP (Crossing Point- Kesisme Noktasi) (LightCycler® literature - Roche Applied Science,
Indianapolis, IN, USA) denir. Bu deger reaksiyona eklenen kalip kopya sayisinin
hesaplanmasinda kullanildig1 icin énemlidir (Wong and Medrano 2005). Olgiilebilir 151
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real-time PCR cihazinda 3-15 déngiide olusur.Onemli artis1 isaret eden esik deger kullanic
tarafindan ayarlanabilir (Kubista vd 2006, www.genetiklab.com 2012).

Ussel Faz: Bu boliimde reaksiyon icindeki DNA miktar1 hizla artar.

Plato Fazi: Bu boliimde, {iissel boliimdeki artis miktari azalir ve reaksiyon durma
noktasina yaklasir (Wong ve Medrano 2005). Bunun sebebi reaksiyon reaktiflerinin
azalmasi ve daha da onemlisi artan kalip yogunlugu sonucunda primer-kalip baglanmasi

yerine kalip-kalip baglanmasinin artmasidir (Syvédnen vd 1988). Sekil 2.4

3500 [ Plato Fan
S il
2.000 - HAMEREE! ot
Ussel Faz
2500 4|+ Sl
2000 4+ {Erken||
& 1500 41— Ussel Faz
-«
1000 o+
osoo | | Lineer Faz | | |
‘ N |
0000 oo seueteesssss | \‘

-0.500 I LI ) . B R O S B I U A L R O L S T N I L | I O | LI
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36\40
Dénel Ct (Esik Déngii)

Sekil 2.4: PCR’1n fazlar1 (Wong ve Medrano 2005).

Gilinlimiizde arastirma ve tanmi laboratuarlarinda kullanilan ve birbirlerinden reaksiyon
say1s1 kapasiteleri, hizlari, eksitasyon-emisyon dalga boyu farkliliklari, kanal sayilar1 gibi
ozellikleri ile ayrilan birgok real-time PCR cihazi bulunmaktadir. Ticari olarak satilan ve
piyasada en fazla kullanilan cihazlar ; “Stratagene Mx3000p, Mx3005 ve Mx4000”,
“Appplied Biosystems 7300 ve 75007, “Chromo4”, “Smart Cycler”, “Rotor-Gene” ve
“LightCycler”dir (Giinel 2007).
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2.8.8.3. Real-time PCR ile DNA ve RNA belirlenmesi
2.8.8.3.1. Ozgiil Olmayan Belirleme Sistemleri
2.8.8.3.1.a. SYBR Green |

LightCycler sisteminin bir uygulamasinda spesifik olmayan yalnizca ¢ift zincirli DNA’ya
baglandiklarinda floresans veren boyalar (SYBR Green 1) kullanilir. Cogalan DNA
miktarindaki artisa paralel olarak floresanin miktari da es zamanli olarak artar. Primerin
baglanmasinm1 takiben gergeklesen uzama asamasinda hedef DNA’nin ¢ift zincir hale
gelmesiyle DNA’ya baglanan “SYBR Green” miktar1 artmakta ve buna bagli olarak
yayilan floresan miktarinda artis gézlenmektedir (Kubista 2006).

Bu yontem iyi dizayn edilmis primerler ve iyi optimize edilmis PCR sartlar1 ile hedef genin
cogaltilmasinda basarilidir. Bu sistemde floresan isaretli problara ihtiya¢c olmamasi bir
avantaj saglayarak maliyeti diisliriir. Bunun yani sira yontemin dezavantajlar1 da vardir.
Sistem her zaman spesifik amplifikasyonu gostermeyebilir. Ciinkii ¢ift sarmal diziye
baglanan “SYBR Green” ortamda hedef molekiiller olmadiginda, primerlerin birbirleri ile
baglanmalar1 (primer dimerleri) sonucunda da yapiya katilarak floresan olusumuna sebep
olabilmektedir. Bu olumsuz durumu ortadan kaldirabilmek i¢in aplifikasyon iiriinlerinin
“melting curve” (erime egrisi) analizi yapilmaktadir. Melting curve analizinde cihaz PCR
tiiplerini yavasca 1sitmaya baglar, ¢ift zincirli DNA birbirinden ayrilmaya basladiginda
(Tm: melting temperature= ¢ift sarmal DNA’ nin %50’sinin tek sarmal hale gegmesi igin
gerekli sicaklik) floresan boya serbest kalir ve okunan floresan miktar1 diiser. Erime
sicakligr cogalan DNA pargalarinin uzunluguna ve igerdigi GC/AT oranma baglidir.
Dolayisi ile spesifik olmayan liriinlerin (primer dimerleri) ve ¢ogaltilmak istenen bdlgenin
Tm’leri arasinda farklilik olacaktir. Cogaltilmak istenen Ornege ait Tm derecesi, ayni
kosullarda isleme alinan pozitif kontroliin Tm derecesi ile karsilastirilarak PCR sonucunun

dogruluguna karar verilir (Giinel 2007- http://web.inonu.edu.tr./rdurmaz 2012).

2.8.8.3.2. Ozgiil Belirleme Sistemi

Floresan isaretli problarin kullanildigi yontemlerdir. Bunlarin baginda “Molekiiler
boncuk”, “Scorpion”, “hibridizasyon prob”, “TagMan” prob gibi problarin kullanildig:
teknikler gelir (Kubista 2006, Giinel 2007,
www.thd.org.tr/doc/kurs_pdf/mugeaydinsayitoglu.pdf, 2012).
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2.8.8.3.2.a. Molekiiler Beacons (Molekiiler Isaret/ Fener)

Bu yontem, sa¢ tokasi seklindeki ug¢ kismi ¢ogaltilacak DNA ile komplementer tek zincirli
bir DNA dizisi igerir. Sag¢ tokasi seklindeki bu yapinin diiz olan u¢ kisimlarinda iki adet
florokrom boya bulunur. Bunlardan florofor adi verilen baskilayici boya diger boyanin
floresansin1 engeller. Molekiiler boncuk probu serbest halde iken 1s1ma yapmaz. PCR
basladiginda prob komplementeri olan hedef DNA dizisi ile karsilagtiginda konformasyonu
degiserek daha kararli oldugu diiz zincirli hale gecer. Molekiiler boncuk yapisindaki bu
sekil degisikligi sa¢ tokasi yapisinin bozulmasina dolayisi ile yapmin iki ucundaki
boyalarin birbirinden uzaklasarak etkilesimlerinin ortadan kalkmasina neden olur. Boylece
floresan miktar1 artar. Bu yontemde de analizler floresan dl¢iimiine dayanmaktadir (Tyagi

and Kramer 1996).

Bu yontemin en ¢ok kullanildigi alanlar SNP c¢alismalar1 ve farmakogenetik
arastirmalardir. Bu yontemde prob dizayni kilit noktadir. Optimal sartlar saglanmadiginda
ozelliklede uygun sicaklik kosullar1 saglanmamissa sa¢ tokasi degismeyebilir ve ortamda
hedef DNA dizisi bulunsa bile floresan 1s1ma olmayabilir. (Tyagi and Kramer 1996, Bustin
2000).

2.8.8.3.2.b. Scorpions Prob

Bir diger prob sistemi stem-loop yapisi tasiyan spesifik prob sekanslarindan olusan
scorpions problardir (Thelwell vd 2000). Probun stem-loop konfigiirasyonunda 5’ ucuna
bagli floroforun sinyal iiretimi 3° ucuna bagli molekiil tarafindan baskilanir. Stem-loop
yapisi primerin 5’ ucuna baglidir. Amplifikasyonun baslamasi ile spesifik prob DNA ipligi
tizerinde kendi tamamlayici dizisine baglanir ve baglanma ile loop yapist ¢oziiliir. Bunun
sonucunda florofor iizerindeki baski ortadan kalkar ve sinyal degeri artar (Gmo-

crl.jrc.ec.europa.eu/capacitybuilding/manuals/.../bolum10.pdf).

2.8.8.3.2.c. Hibridizasyon Prob Yontemi

“LightCycler” 1n bir diger uygulama sekli Roche tarafindan gelistirilen hibridizasyon prob
yontemidir (Chaplin vd 1999). Burada biri 3’ ucundan floresan boya ile isaretli (donor
boya), digeri 5° ucundan alic1 boya (acceptor dye) isaretli iki farkli prob dizayn edilmistir.

PCR reaksiyonu sirasinda bu iki prob hedef niikleik asit dizisine birbirine yakin (1-5
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niikleotid uzaklikta) yere baglanmakta ve isaretli uglar yan yana gelmektedir. Iki boyanin
yan yana gelmesi ile aciga cikan enerji ikinci prob iizerindeki alict boyay1 etkileyerek
floresan olusumuna neden olur. “FRET” (Fluoresance Resonance Energy Transfer) olarak
adlandirilan bu enerji transferi sonucunda olusan floresan miktar1 PCR siiresince olusan
iriin miktart ile dogru orantilidir (Chaplin vd 1999, http://web.inonu.edu.tr./rdurmaz
2012).

2.8.8.3.2.d TagMan Prob Yontemi

TagMan prob yontemi “Doble-Dye Oligonucleotide”, “Dual Labeled Probe” veya 5’
nuclease probe” gibi isimlerle de adlandirilmaktadir (Giinel 2007). TagMan probu
genellikle 20-30 baz uzunlugunda g¢ogaltilmak istenen DNA’ya komplementer olan
floresan isaretli tek zincirli bir oligoniikleotidtir. Tm’leri genellikle primerlerin
Tm’lerinden 10°C yiiksektir. Probun, 5’ ucunda reporter (haberci) floresan boya, 3’ ucunda
quencher (baskilayici) boya bulunur. 3’ ugtaki baskilayict boya 5’ ugtaki haberci boyanin
sinyal olusturmasini engellemektedir (Giinel 2007, Gmo-
crl.jrc.ec.europa.eu/capacitybuilding/manuals/.../bolum10.pdf). Problar, PCR reaksiyonu
sirasinda sag ve sol primerin baglanma bolgeleri arasinda hedef niikleik asit dizisine
baglanir. Primerlerin hedef niikleik asite baglanmasini takiben baglatilan primer uzamasi
probun bagli oldugu bolgeye geldiginde sentezin devam edebilmesi i¢in Taq DNA
polimeraz enzimi 5’—3’ niikleaz aktivitesini kullanarak probu 5’ ugtan yikmaya baslar.
Boylece reporter boya serbest kalir ve sinyal olusturur. PCR devam edip her bir dongiide
tiretilen amplikon miktar1 arttikca ona bagli olarak floresan sinyal siddeti de artmaktadir
(Holland vd 1991, Cacherilli and Uhl 2001, Wong ve Medrano 2005). TagMan prob
mutasyon tespiti ile birlikte sayisal degerler de elde edilebildiginden avantaj saglanmis olur
(Sekil 2.5). Bu yontem nispeten kolay dizayn ve az optimizasyonla gergeklestigi i¢in hem
ekspresyon profilinin ¢ikarilmasinda hem de allelik diskriminasyonda kolaylikla kullanilir

(Gut vd 1999).
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Sekil 2.5: Tagman problari (Wong ve Medrano 2005). R: Raportor, B: Baskilayici, P: DNA
Polimeraz

TagMan problart i¢in kullanilan primerlerin tasariminda dikkat edilmesi gereken hususlar

su sekildedir;
Primerler 20-24 baz uzunlugunda olmali,
GC yiizdesi 20-80 arasinda olmali (% 40-60 daha iyi),

Ayni niikleotidin uzun tekrarlarindan kagimilmali (6zellikle guaninin tekrarlarindan

kacinilmali),
Erime sicakligi 55-60°C olmali.

Forward ve reverse primerler probun iizerine gelmemek kosuluyla miimkiin oldugunca

proba yakin olmali (Anonim 2008).
TagMan problarinin tasariminda dikkat edilmesi gereken hususlar ise su sekildedir;
Problar 20-30 baz ¢ifti uzunlugunda olmali.

Ayni niikleotidin uzun tekrarlarindan kagimilmali (6zellikle guaninin tekrarlarindan

kacgiilmal1).

Probun 5’ ucu Guanin olmamali; florofora bitisik guanin, degredasyondan sonra bile

floresan sinyalin bir miktarini bloke edebilir (Anonim 2008).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal
3.1.1. Olgularin Secimi

Arastirmaya, hemoglobin elektroforez veya HPLC yontemi ile beta talasemi
tastyicisi/hastast veya orak hiicre anemisi i¢in tasiyici/hasta oldugu belirlenmis,
mutasyonlar1 bilinmeyen 100 birey dahil edilmistir.

Ayrica ¢alismayr planladigimiz 6 mutasyon bolgesi agisindan mutasyonlart bilinen 18
ornek ve saglikli oldugu bilinen 3 6rnek olmak iizere toplam 21 kontrol 6rnegi ¢alisma
kapsamina alinmistir.

Kontrol olarak kullanilmak iizere 6 mutasyon bolgesi igin (IVSI-110 (G>A), IVSI-6
(T>C), IVSII-1 (G>A), IVSII-745 (C>G), IVSI-1 (G>A) ve Hb S) hasta/tasiyict ve
saglikli kontrol DNA’ lar1 agagida adi1 gegen laboratuvarlardan temin edilmistir;

Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali, Antalya
Istanbul Universitesi Tip Fakiiltesi T1ibbi Genetik Laboratuvari, Istanbul

Inonii Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Genetik Laboratuvari, Malatya

Hemoglobin elektroforez ve/veya HPLC (High-performance liquid chromatography) ile
talasemi tastyicisi/hastast veya orak hiicre anemi tasiyicisi/hastast oldugu belirlenmis,
mutasyonlar1 bilinmeyen 100 birey ise asagidaki merkezler tarafindan saglanmistir;

Ankara 11 Saglik Miidiirliigii “Ankara Talasemi Tan1 Merkezi”

Istanbul Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Genetik Laboratuvari, Istanbul

Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Genetik Anabilim Dal1, Ankara

Adana Numune Egitim ve Aragtima Hastanesi Tibbi Genetik Boliimii, Adana

Caligmaya katilanlar “Goniillii Olur Formunu”nu imzalayarak ¢aligmaya katilmayi kabul
etmislerdir. Goniillii olur formu 6rnegi EK.1°de verilmistir.

Calismanin etik kurul izni “Gazi Universitesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu”nun 23 Mart
2011 tarihinde yapmis oldugu toplantinin “3657” sayili karar ile alinmistir. Ekonomik
destegi ise 01/2011-37 kodlu proje kapsamida “Gazi Universitesi Bilimsel Arastirma
Projeleri Koordinasyon Birimi” tarafindan saglanmistir. Calismanin Etik kurul karari

Ek.2’de, Proje’ye ait s6zlesme protokolii Ek.3’de verilmistir.
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3.2. Arac-Gerecler
3.2.1. Kullanilan Cihazlar

* Yatay elektroforez tanki (Apollo,75,1214, ABD)

* Gii¢ kaynagi (Labnet, Power Station 3000, ABD)

* Real-time PCR cihazi(Applied Biosystems, 7500, ABD)

*DNA termal dongii PCR cihazi (Applied Biosystems, GeneAmp PCR System 9700,ABD)
¢ Jel goriintiileme sistemi (Syngene, )

* Fotograf Makinas1 (Canon, Japonya)

* Spektrofotometre (Nanodrop ND-1000,ABD)

* Mikrofiij (Boeco, FVL-2400N, Almanya)

* Hassas terazi (Boeco, Almanya)

* Mikrodalga firin (Argelik, Tiirkiye)

* Otomatik pipetler (1-10 pl, 10100 pl ve 100-1000 pl Gilson, France- Thermo-
Finnpipette, Finland)

* Reaksiyon tiipleri:

Mikrotiipler (1,5 ml) (Greiner Bio-one, Almanya)

Mikrotiipler (0,2 ml) (Axygen Scientific, ABD)

* Santriflij (Hettich Micro 22 R, Almanya)

* Sicak su banyosu (Nuve nb35, Tiirkiye)

» Ultraviyole (U.V) transiluminatdr (Synegene InGeniusLHR, Ingiltere)
* Vorteks (Combi-SpinBoeco, Almanya)

* 0,2ml Optik Kapakl1 81i PCR strip tiip (Axygen Scientific, ABD)

* Eppendorf tiip tasiyicilar

* DNA saklama kutular1 (Atlas, ABD)

* Pudrasiz eldiven (Mevamed, Tiirkiye)

3.2.2. Cahismada Kullanilan Kimyasal Maddeler

* 50 b¢ DNA leadder (Fermentas,ABD)

* 100 b¢ DNA leadder (Fermentas,ABD)

» Agaroz (Prona, Ispanya)

* Stiper Hot Taq DNA Polimeraz (Dr.Zeydanl, Tiirkiye)
* PCR tamponu (10XPCR Buffer) (Bioron,)

* ANTP (Dr.Zeydanli, Tiirkiye)

49



* MgCI2 (Fermantas, ABD)

« Steril dH,0 ( Biochrom, Almanya)

* Etanol (Merck, Almanya)

* Etidyum bromiir (AppliChem, Almanya)

* Orange Loading Dye (Fermentas, ABD)

* HBB sekans primerleri (Alfa DNA, Kanada)

* Real-time PCR primerler ve problar1 (Alfa DNA, Kanada)

* 10X TBE Cozeltisi (Tris, borik asit, EDTA ¢ozeltisi) (Gibco)
+ DNA Izolasyon Kiti (Axygen,AxyPrep Blood Genomic DNA Kit, ABD)
* 2 ml mikrofijj tlipleri

* Miniprep column tiipler

* RNAase

* Proteinaz K

* Lysis buffer A

* Buffer AP1

* Buffer AP2

* Wash buffer W1A- W2

* Elution buffer TE

3.2.3. Kullanilan Cozeltiler
1X TBE Cozeltisi

100 ml 10X TBE

Distile su ile 1000 ml’ye tamamlandi.
%2 Agoroz Jel

2 g agaroz
100 ml 1X TBE

Agaroz Jel Hazirlamisi

% 2’lik Agaroz jel hazirlamak igin 2 g agaroz hassas terazide tartildi. Uzerine 100 ml 1X
TBE c¢ozeltisi konulup kaynatildi. Etidyum bromiir eklendi, yatay jel elektroforez tankina

dokiildii. Jel donduktan sonra jelin tizerini ortecek sekilde 1X TBE tamponundan eklendi.
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3.3. Yontem
3.3.1. Hasta Kanlarinin Alinmasi

Her bir olgunun 6n kolundan vacutainer sistemi ile 3-5ml vendz kan 6rnegi etilendiamin
tetraasetikasit (EDTA) igeren tiiplere alindi ve DNA izolasyonu yapilana kadar + 4°C’de

muhafaza edildi.

3.3.2. DNA izolasyonu

Kan drneklerinden DNA izolasyon islemi “Axygen DNA Izolasyon  kiti kullanilarak
asagida yazili protokole gore yapildu.

Axygen DNA Izolasyon Yéntemi

1- 1.5 ml’ lik mikrofijj tlipiine 500 pl Buffer AP1 konulmustur.

2- Uzerine 200-250 pl kan 6rnegi eklenmistir. Mikrofiij tiipiiniin kapag kapatilmis ve
maksimum hizda 10 saniye vortekslenmistir.

3- Uzerine 100 pl Buffer AP2 ilave edilmis ve maksimum hizda 10 saniye daha
vortekslenmistir.

4- 12 000 x g’de 10 dakika ortam sicakliginda santrifiij edilerek hiicresel artiklarin
pellet olusturmasi saglanmaistir.

5- 2 ml mikrofiij tlipii igerisine Miniprep kolon yerlestirilmis, 4. adimdaki islemden
sonra beliginlesen supernatant Miniprep kolona aktarilmis ve 12 000 x g ‘de 1 dakika
santrifiij edilmistir.

6- 2 ml microfijj tiipliniin altindaki siiziilmiis siv1 bosaltilmis ve miniprep kolon 2 mi
mikrofiij tlipline tekrar yelestirilmistir. 700 pl Buffer W1A Miniprep kolonun iizerine
eklenmis ve 2 dakika oda sicakliginda bekletilmistir. 12 000 x g ‘de 1 dakika santrifijj
edilmistir.

Not: W1A konsantre buffer’a ilk kullanimdan 6nce etanol eklenmistir.

Not: Santiriifiijden sonra miniprep kolonda siiziilmeyen siv1 kaldiginda santrifiij siiresi ya
da giicii arttirilmistir.

7- Mikrofiyj tiipliniin altina siiziilen s1vi bosaltilmistir. Miniprep kolon 2 ml Mikrofiij
tiipiine tekrar yelestirilmistir. 800 pl Buffer W2 Miniprep kolonun iizerine eklenmis ve
12000 x g’de 1 dakika santrifiij edilmistir.

Not: W2 konsantre buffer’a ilk kullanimdan once etanol eklenmistir.
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8- Opsiyonel Adim: Mikrofijj tliplinlin altina siiziilen sivi bosaltilmistir. Miniprep
kolon 2 ml mikrofiyj tiipiine tekrar yerlestirilmistir. 500 pl Buffer W2 eklenmis ve 12 000 x
g’de 1 dakika santrifiij edilmistir.

Not: Buffer W2 ile iki kez yikayarak tuzlarin daha iyi uzaklastirilmasi saglanmustir.
Boylece enzimatik reaksiyonlar sirasinda bu nedenle olusabilecek problemler elemine
edilmistir.

9- Mikrofijj tiipiiniin altina siiziilen s1v1 bosaltilmistir. Miniprep kolon 2 ml mikrofiij
tiipline tekrar yerlestirilmis ve 12 000 x g’de 1 dakika santriflij edilmistir.

10-  Miniprep kolon 1.5 ml’lik mikrofijj tlipli igerisine yerlestirilmistir. 80-200 ul Buffer
TE eklenmis, 1 dakika oda sicakliginda bekletilmistir. 12 000 x g’de 1 dakika santrifiij
edilerek genomik DNA ayrilmistir.

Not: TE Buffer daha 6nceden 65°C’ye 1sitilmustir.

Elde edilen genomik DNA’lar kullanima kadar -20 °C’de muhafaza edilmistir.
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3.3.3. HBB (Hemoglobin, Beta) Geninin Tiim Dizisine Erisilmesi

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/  ve  http://www.ensembl.org/  adreslerinden = HBB
(Hemoglobin, Beta) geninin tiim dizisine ulagilmistir. Asagida ki sekilde (Sekil3.1) genin

dizisi verilmistir.

ACATTTGCTTCTGACACAACTGTGTTCACTAGCAACCTCAAACAGACACCATGGTGCATCTGACTC
CTGAGGAGAAGTCTGCCGTTACTGCCCTGTGGGGCAAGGTGAACGTGGATGAAGTTGGTGGTGAGG
CCCTGGGCAGGTTGGTATCAAGGTTACAAGACAGGTTTAAGGAGACCAATAGAAACTGGGCATGTG
GAGACAGAGAAGACTCTTGGGTTTCTGATAGGCACTGACTCTCTCTGCCTATTGGTCTATTTTCCC
ACCCTTAGGCTGCTGGTGGTCTACCCTTGGACCCAGAGGTTCTTTGAGTCCTTTGGGGATCTGTCC
ACTCCTGATGCTGTTATGGGCAACCCTAAGGTGAAGGCTCATGGCAAGAAAGTGCTCGGTGCCTTT
AGTGATGGCCTGGCTCACCTGGACAACCTCAAGGGCACCTTTGCCACACTGAGTGAGCTGCACTGT
GACAAGCTGCACGTGGATCCTGAGAACTTCAGGGTGAGTCTATGGGACGCTTGATGTTTTCTTTCC
CCTTCTTTTCTATGGTTAAGTTCATGTCATAGGAAGGGGATAAGTAACAGGGTACAGTTTAGAATG
GGAAACAGACGAATGATTGCATCAGTGTGGAAGTCTCAGGATCGTTTTAGTTTCTTTTATTTGCTG
TTCATAACAATTGTTTTCTTTTGTTTAATTCTTGCTTTCTTTTTTTTTCTTCTCCGCAATTTTTAC
TATTATACTTAATGCCTTAACATTGTGTATAACAAAAGGAAATATCTCTGAGATACATTAAGTAAC
TTAAAAAAAAACTTTACACAGTCTGCCTAGTACATTACTATTTGGAATATATGTGTGCTTATTTGC
ATATTCATAATCTCCCTACTTTATTTTCTTTTATTTTTAATTGATACATAATCATTATACATATTT
ATGGGTTAAAGTGTAATGTTTTAATATGTGTACACATATTGACCAAATCAGGGTAATTTTGCATTT
GTAATTTTAAAAAATGCTTTCTTCTTTTAATATACTTTTTTGTTTATCTTATTTCTAATACTTTCC
CTAATCTCTTTCTTTCAGGGCAATAATGATACAATGTATCATGCCTCTTTGCACCATTCTAAAGAA
TAACAGTGATAATTTCTGGGTTAAGGCAATAGCAATATCTCTGCATATAAATATTTCTGCATATAA
ATTGTAACTGATGTAAGAGGTTTCATATTGCTAATAGCAGCTACAATCCAGCTACCATTCTGCTTT
TATTTTATGGTTGGGATAAGGCTGGATTATTCTGAGTCCAAGCTAGGCCCTTTTGCTAATCATGTT
CATACCTCTTATCTTCCTCCCACAGCTCCTGGGCAACGTGCTGGTCTGTGTGCTGGCCCATCACTT
TGGCAAAGAATTCACCCCACCAGTGCAGGCTGCCTATCAGAAAGTGGTGGCTGGTGTGGCTAATGC
CCTGGCCCACAAGTATCACTAAGCTCGCTTTCTTGCTGTCCAATTTCTATTAAAGGTTCCTTTGTT
CCCTAAGTCCAACTACTAAACTGGGGGATATTATGAAGGGCCTTGAGCATCTGGATTCTGCCTAAT
AAAAAACATTTATTTTCATTGCA

Sekil 3.1: HBB hemoglobin, beta gen dizisi [ Homo sapiens |Gene ID: 3043, updated on
27-Nov-2011.Genin ekzonlar1 beyaz, intronlar1 koyu pembe, baslangic ve sonlanma
kodonlari sar1 renk ile gosterilmistir.

3.3.4. HBB Genini Dizilemek I¢in Primer Tasarlanmasi

Sekansta iyi kalitede sonug elde edebilmek icin, geni 3 bolge icinde cogaltacak sekilde,
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/ adresindeki program ile 3 primer ¢ifti
tasarland1 ve primerler Alfa DNA firmasina sentezlettirildi.

Tasarlanan primerler HBB geninin dizilenmesi i¢in kullanildi. Bdylece test kapsaminda
calisilmas1 planlanan HBB genindeki toplam 6 mutasyon bolgesi (IVSI-110(G>A), 1VSI-6
(T>C), IVSII-1 (G>A), IVSII-745 (C>G), IVSI-1 (G>A) ve Hb S mutasyonu) i¢in ilgili

kontrol DNA’larmin teyidinde ve gelistirdigimiz test ile real-time PCR’da mutasyon
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belirledigimiz ve belirleyemedigimiz hastalardan rastgele se¢ilmis birkaginin sonuglarinin
teyit edilmesinde kullanildi. Cizelge 3.1’de HBB sekans primerleri, PCR iiriin uzunluklar

ve baglanma 1silar1 verilirken; Sekil 3.2°de primerlerin gen iizerindeki  gdsterimi

verilmistir.

Cizelge 3.1: HBB sekans primerleri, PCR iiriin uzunluklar1 ve baglanma 1silar1

HBB Geni Sekans Primerleri PCR Uriin Baglanma
Uzunlugu Sicaklig

Forward Primer

5’-GCTTACATTTGCTTCTGACACA-3’

Reverse Primer 522 bg 59°C
5’-TCAAGCGTCCCATAGACTCA-3’

Primerl

Forward Primer

5’-GCTCGGTGCCTTTAGTGATG-3’

Reverse Primer 603 bg 60 °C
5’-GCAAAATTACCCTGATTTGGTC-3’

Primer 2

Forward Primer

5-TTTGCATATTCATAATCTCCCTACTTT-3’
Reverse Primer

5’-GGACTTAGGGAACAAAGGAACC-3 675 bg 60 °C

Primer3
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AGGGCTGGGCATAAAAGTCAGGGCAGAGCCATCTATTGCTTACATTTGCTTCTGACACAACTGTGTTCACTAG
CAACCTCAAACAGACACCatgGTGCATCTGACTCCTGAGGAGAAGTCTGCCGTTACTGCCCTGTGGGGCAAGG
TGAACGTGGATGAAGT TGGTGGTGAGGCCCTGGGCAGGT TGGTATCAAGGTTACAAGACAGGTTTAAGGAGAC
CAATAGAAACTGGGCATGTGGAGACAGAGAAGACTCTTGGGTTTCTGATAGGCACTGACTCTCTCTGCCTATT
GGTCTATTTTCCCACCCTTAGGCTGCTGGTGGTCTACCCTTGGACCCAGAGGTTCTTTGAGTCCTTTGGGGAT
CTGTCCACTCCTGATGCTGTTATGGGCAACCCTAAGGTGAAGGCTCATGGCAAGAAAGT EEICCETCCCTTTA
BEGATEGCCTGGCTCACCTGGACAACCTCAAGGGCACCTTTGCCACACTGAGTGAGCTGCACTGTGACAAGCT
GCACGTGGATCCTGAGAACTTCAGGGTGAGTCTATGGEACGCTTGATGTTTTCTTTCCCCTTCTTTTCTATGG
TTAAGTTCATGTCATAGGAAGGGGATAAGTAACAGGGTACAGTTTAGAATGGGAAACAGACGAATGATTGCAT
CAGTGTGGAAGTCTCAGGATCGTTTTAGTTTCTTTTATTTGCTGTTCATAACAATTGTTTTCTTTTGTTTAAT
TCTTGCTTTCTTTTTTTTTCTTCTCCGCAATTTTTACTATTATACTTAATGCCTTAACATTGTGTATAACAAA
AGGAAATATCTCTGAGATACATTAAGTAACTTAAAAAAAAACTTTACACAGTCTGCCTAGTACATTACTATTT
GGAATATATGTGTGCTTAMIICOATATICATAATCTCCCTACTIIMAT TTTCTTTTATTTTTAAT TGATACATA
ATCATTATACATATTTATGGGTTAAAGTGTAATGTTTTAATATGTGTACACATAT T RGO NOAC AR
88~ TTTGTAATTTTAAAAAATGCTTTCTTCTTTTAATATACTTTTTTGTTTATCTTATTTCTAATACTTT
CCCTAATCTCTTTCTTTCAGGGCAATAATGATACAATGTATCATGCCTCTTTGCACCATTCTAAAGAATAACA
GTGATAATTTCTGGGTTAAGGCAATAGCAATATCTCTGCATATAAATATTTCTGCATATAAATTGTAACTGAT
GTAAGAGGTTTCATATTGCTAATAGCAGCTACAATCCAGCTACCATTCTGCTTTTATTTTATGGTTGGGATAA
GGCTGGATTATTCTGAGTCCAAGCTAGGCCCTTTTGCTAATCATGTTCATACCTCTTATCTTCCTCCCACAGC
TCCTGGGCAACGTGCTGGTCTGTGTGCTGGCCCATCACTTTGGCAAAGAATTCACCCCACCAGTGCAGGCTGC
CTATCAGAAAGTGGTGGCTGGTGTGGCTAATGCCCTGGCCCACAAGTATCACtaaGCTCGCTTTCTTGCTGTC
CAATTTCTATTAAAGGTICCTITCTTCCCTARGTCEAACTACTAAACTGGGGGATATTATGAAGGGCCTTGAG
CATCTGGATTCTGCCTAATAAAAAACATTTATTTTCATTGCAATGATGTATTTAAATTATTTCTGAATATTTT

Sekil 3.2: Sekans primerlerinin gen iizerindeki genel gosterimi; primer]¢ifti; yesil, primer2

cifti; PEIABE ve primer3cifti; KAAVEIENDI ilc gosterilmistir.

3.3.5. Sekans Primerlerinin Blast Sonuclari

Secilen primer dizileri www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/primertool adresindeki
program kullanilarak BLAST’lanip (Basic Local Alignment Search Tool) homoloji
sonuclar1 yorumlanarak 6zgiinliikleri belirlendi. Asagida ki Sekil 3.3, Sekil 3.4 ve Sekil

3.5’de primerlerin BLAST sonuglar1 verilmistir.
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/primertool

Primer-BLAST

“BI/ Primer-BLAST :results: Job id=JSID_01_137132_130.14.22.10_9001 more..

Input PCR template
Range 1-603
Specificity of primers
Other reports P Search Summary

¥ Summary of primer pairs

Primer pairs are specific to input template as no other targets were found in selected database: Refseq mRNA (Organism limited to Homo sapiens)

Product length 50

Tenplate
0 100 200 300 400 500 600
¥ Detailed primer repotts
Primer pair 1
Sequence (5">3) Template strand Length  Stat Stop Tm  GC%  Self complementarity Self 3" complementarity
Forward primer GUTTACATTTGCTTCTGACACA Flus ] A T L 1 1 300
Reverse primer TCAAGCBTCCCATAGACTCA Winus a Eb oA 829 a0 30 1

Sekil 3.3: HBB geni sekans primer 1 blast sonucu

Primer-BLAST

Bl Primer-BLAST :

sults: Job id=JSID_01_207759_130.14.22.21_9001 more

Input PCR template
Range
Specificity of primers

1-1059

Other reports B Search Summary

¥ Summary of primer pairs

Primer pairs are specific to input template as no other targets were found in selected database: Refseq mRNA
(Drganism limited to Homo sapiens)

Tamplate
0 200 400 600 800 1000
¥ Detailed primer reports
Primer pair 1
Sequence (5'->3) Template Length StartStopTm  GC% Self . Self 3 .
strand complementarity  complementarity
Forward
primer BCTCGGTGCUTTTAGTGATG  Plus 20 279 295 53.3155.003.00 1.00
Reverse )
primer GLAAAATTACCCTEATTTGETE Minus 2 881 860 50.4240.915.00 3.00
Product length 503

Sekil 3.4: HBB geni sekans primer 2 blast sonucu
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Primer-BLAST

1/ Prinier-BLAST : resuitts: Job id=JSID_01_137161_130.14.22.10 9001 more..

Input PCR template
Range  1-1679
Specificity of primers  Primer pairs are specfic to input template as no ather targets wera found in selected database: Refseq mRNA (Oroanism imited to Homa sapiens)
Other reports B Search Summary

¥ Summary of primer pairs

Tenplate
0 300 600 300 1200 1500
¥ Detailed primer reports
Primer pair 1
Sequence (5-»3) Template strand — Length - Start Stop Tw GC%  Self complementarity Self 3 complementarity
Forward primer ~ TTTGCATATICATAATCTOCCTACTIT Plus I 9 Hm B e 000
Reverse primer  GRACTTAGGGAACAMGEAACC Minus I 15D 5 26 S0 30 200

]

Product length &7

Sekil 3.5: HBB geni sekans primer 3 blast sonucu

3.3.6. HBB Geni Sekans Primerleri ile PCR Optimizasyonu

PCR kosullarinin optimizasyonu i¢in primerler 58-61 °C sicaklikta denenmistir. Bu amag
i¢in, hastalardan elde edilen DNA’lar kullanilmistir.

3 primer cifti i¢in de Cizelge 3.2’deki reaksiyon kosullarinda ve Cizelge 3.3’deki termal
dongii kosullarinda, Applied Biosystems, (GeneAmp PCR System 9700) termal dongii

cihazi kullanilarak optimizasyon yapilmustir.
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Cizelge 3.2: HBB geni sekans primerleri PCR optimizasyonu reaksiyon kosullari

Reaktif Miktar(pl)
Steril distile su 14,2
10Xtampon buffer 2,5
MgCl; (25mM) 2,5
dNTP Karisimi (her biri i¢in 10 mM) 0,5
Forward Primer (10pmol) 1
Reverse Primer (10pmol) 1
Taq DNA Polimeraz (5 tinite / pl) 0,3
(HotStartTaq®)

DNA 3
Toplam Hacim 25

Cizelge 3.3: HBB geni sekans primerleri PCR optimizasyonu termal dongii kosullar

Sicaklik (oC) Stire (dk:sn) Dongii Sayisi
95 12:00 1

95 00:15

60 01:00 35

72 00:30

72 05:00 1

4 Siiresiz 1

3.3.7. HBB Genine Ait Sekans Primerleri ile Cogaltilnis PCR Uriinlerinin Kontrolii

PCR reaksiyonunun sonucunda elde edilen iiriinler % 0,1 etidyum bromiir igeren % 2’lik
agaroz jelde yiiriitiilerek reaksiyonun basarili olup olmadigi kontrol edildi. Cogaltilmis
DNA iiriiniinden 5 pl alinarak, 3 pl Orange G jel yiikleme boyasi ile karistirilip jeldeki
kuyucuklara yiiklendikten sonra molekiiler agirlik belirteci esliginde 30 dakika 90 Volt
sabit akimda yiiritildi. Jel, ultraviyole (UV) translimunator altinda jel goriintiileme

sisteminde goriintiilendi.
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3.3.8. HBB Genine Ait Sekans Primerleri ile Cogaltilnis PCR Uriinlerinin DNA Dizi
Analizi
HBB genine ait sekans primerleri ile ¢ogaltilmis PCR driinlerinin DNA dizi analizi

Dr.Zeydanl firmasi araciligi ile MacroGen firmasinda yaptirilmistir.

3.3.9. Calisma Kapsamma Alinan Mutasyon Bélgelerinin HBB Geni Uzerindeki
Yerleri
Kit kapsaminda ¢alismay1 diisiindiigiimiiz mutasyon bolgelerinin gen tizerindeki yerleri

bulunmustur. Sekil 3.6’da mutasyon bolgeleri oklarla gosterilmistir.

IVSI-1 (G>A)

IVSI-6 (T>C) IVSI-110 (G>A) IVSII-1 (G>A)

Hb S(GAG|GTG)

1

ACATTTGCTTCTGACACAACTGTGTTCACTAGEFAACCTCAAACAGACACCATGGTGEATCTGACTCCT@AGGA
GXAGTCTGCCGTTACTGCCCTGTGGGGCAAGGFGAACGTGGATGAAGTTGGTGGTGAGGCCCTGGGCAGGTITG
GTATCAAGGTTACAAGACAGGTTTAAGGAGAC&AATAGAAACTGGGCATGTGGAGA‘AGAGAAGACTCTTGGG
TTTCTGATAGGCACTGACTCTCTCTGCCTATTGGTCTATTTTCCCACCCTTAGGCTECTGGTGGTCTACCCTT
GGACCCAGAGGTTCTTTGAGTCCTTTGGGGATCTGTCCACTCCTGATGCTGTTATGEGCAACCCTAAGGTGAA
GGCTCATGGCAAGAAAGTGCTCGGTGCCTTTAGTGATGGCCTGGCTCACCTGGACAXCCTCAAGGGCACCTTT
GCCACACTGAGTGAGCTGCACTGTGACAAGCTGCACGTGGATCCTGAGAACTTCAGGGTGAGTCTATGGGACG
CTTGATGTTTTCTTTCCCCTTCTTTTCTATGGTTAAGTTCATGTCATAGGAAGGGGATAAGTAACAGGGTACA
GTTTAGAATGGGAAACAGACGAATGATTGCATCAGTGTGGAAGTCTCAGGATCGTTTTAGTTTCTTTTATTTG
CTGTTCATAACAATTGTTTTCTTTTGTTTAATTCTTGCTTTCTTTTTTTTTCTTCTCCGCAATTTTTACTATT
ATACTTAATGCCTTAACATTGTGTATAACAAAAGGAAATATCTCTGAGATACATTAAGTAACTTAAAAAAAAA
CTTTACACAGTCTGCCTAGTACATTACTATTTGGAATATATGTGTGCTTATTTGCATATTCATAATCTCCCTA
CTTTATTTTCTTTTATTTTTAATTGATACATAATCATTATACATATTTATGGGTTAAAGTGTAATGTTTTAAT
ATGTGTACACATATTGACCAAATCAGGGTAATTTTGCATTTGTAATTTTAAAAAATGCTTTCTTCTTTTAATA
TACTTTTTTGTTTATCTTATTTCTAATACTTTCCCTAATCTCTTTCTTTCAGGGCAATAATGATACAATGTAT
CATGCCTCTTTGCACCATTCTAAAGAATAACAGTGATAATTTCTGGGTTAAGGCAATAGCAATATCTCTGCAT
ATAAATATTTCTGCATATAAATTGTAACTGATGTAAGAGGTTTCATATTGCTAATAGCAGCTACAATCCAGCT
ACCATTCTGCTTTTATTTTATGGTTGGGATAAGGCTGGATTATTCTGAGTCCAAGCTAGGCCCTTTTGCTAAT
CATGTTCATACCTCTTATCTTCCTCCCACAGCTCCTGGGCAACGTGCTGGTCTGTGTGCTGGCCCATCACT
GGCAAAGAATTCACCCCACCAGTGCAGGCTGCCTATCAGAAAGTGGTGGCTGGTGTGGCTAATGCCCTGGC
ACAAGTATCACTAAGCTCGCTTTCTTGCTGTCCAATTTCTATTAAAGGTTCCTTTGTTCCCTAAGTCCAAC
CTAAACTGGGGGATATTATGAAGGGCCTTGAGCATCTGGATTCTGCCTAATAAAAAACATTTATTTTCATT

Q » QA

IVS-11-745 (C>G)

Sekil 3.6: Caligma kapsamina alinan mutasyon bolgelerinin gen tizerindeki gdsterimi
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3.3.10. Real-Time PCR Primer ve Prob Tasarim

Primerler Alfa DNA’ya sentezlettirilmistir. Real-time PCR ig¢in TagMan problari
kullanilmistir ve yine Alfa DNA firmasina sentezlettirilmistir. Tasarlanan primer ve
problar ile gen tizerindeki gosterimleri asagidaki Sekil 3.7, Sekil 3.8, Sekil 3.9, Sekil 3.10,
Sekil 3.11, Sekil 3.12°de verilmistir.

Forward primer normal CACTGACTCTCTCTGCCTATAG
Forward primer mutant CACTGACTCTCTCTGCCTATGA

Reverse primer ACAGCATCAGGAGTGGACAGAT

Prob  TTCCCACCCTTAGGCTGCTGGTG

ACATTTGCTTCTGACACAACTGTGTTCACTAGCAACCTCAAACAGACACCATGGTGCATCTGACTCCTGAGGA
GAAGTCTGCCGTTACTGCCCTGTGGGGCAAGGTGAACGTGGATGAAGTTGGTGGTGAGGCCCTGGGCAGGTTG
GTATCAAGGTTACAAGACAGGTTTAAGGAGACCAATAGAAACTGGGCATGTGGAGACAGAGAAGACTCTTGGG

TTTCTGATAGGCACTGACTCTCTCTGCCTATTGGTCTAT THICCCACCEITACEEICCTEETEGTCTACCCTT

GGACCCAGAGGTTCTTTGAGTCCTTTGGGGATCTGTCCACTCCTGATGCTGTTATGGGCAACCCTAAGGTGAA
GGCTCATGGCAAGAAAGTGCTCGGTGCCTTTAGTGATGGCCTGGCTCACCTGGACAACCTCAAGGGCACCTTT
GCCACACTGAGTGAGCTGCACTGTGACAAGCTGCACGTGGATCCTGAGAACTTCAGG

Sekil 3.7: IVSI-110 (G>A) igin prob ve primerlerin dizi iizerinde gosterimi; forward
primer kirmizi renkte, reverse primerin baglandigi yer mavi renkte, prob yesil renkte,
mutasyon bolgesi sar1 renkte gosterilmistir.

Forward primer normal AGGCCCTGGGCAGGTTAG
Forward primer mutant TGAGGCCCTGGGCAGATTTA

Reverse primer CCAAGGGTAGACCACCAGCA

Prob TCTGATAGGCACTGACTCTCTCTGCC

ACATTTGCTTCTGACACAACTGTGTTCACTAGCAACCTCAAACAGACACCATGGTGCATCTGACTCCTGAGGA
GAAGTCTGCCGTTACTGCCCTGTGGGGCAAGGTGAACGTGGATGAAGTTGGTGGTGAGGCCCTGGGCAGGTTG
GTATCAAGGTTACAAGACAGGTTTAAGGAGACCAATAGAAACTGGGCATGTGGAGACAGAGAAGACTCTTGGG

T A A E A A CICICIEEE TAT TCCTCTATT TTCCCACCCTTAGGC TGCTGGTGGTCTACCCTT

GGACCCAGAGGTTCTTTGAGTCCTTTGGGGATCTGTCCACTCCTGATGCTGTTATGGGCAACCCTAAGGTGAA
GGCTCATGGCAAGAAAGTGCTCGGTGCCTTTAGTGATGGCCTGGCTCACCTGGACAACCTCAAGGGCACCTTT
GCCACACTGAGT

Sekil 3.8: IVSI-1(G>A) igin prob ve primerlerin dizi tizerinde gosterimi; forward primer

kirmizi renkte, reverse primerin baglandigi yer mavi renkte, prob yesil renkte, mutasyon
bolgesi sar1 renkte gosterilmistir.
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Forward primer CCATGGTGCATCTGACTCCT
Reverse primer normal CTTAAACCTGTCTTGTAACCTTGAGA

Reverse primer mutant CTTAAACCTGTCTTGTAACCTTGAAG

Prob TCTGCCGTTACTGCCCTGTGGGG

ACATTTGCTTCTGACACAACTGTGTTCACTAGCAACCTCAAACAGACACCATGGTGCATCTGACTCCTGAGGA

GAAGHCHECCETTACTEEECTETIEEEECAAGGTGAACGTGGATGAAGT TGGTGGTGAGGCCCTGGGCAGETTG

GTATCAAGGTTACAAGACAGGTTTAAGGAGACCAATAGAAACTGGGCATGTGGAGACAGAGAAGACTCTTGGG
TTTCTGATAGGCACTGACTCTCTCTGCCTATTGGTCTATTTTCCCACCCTTAGGCTGCTGGTGGTCTACCCTT
GGACCCAGAGGTTCTTTGAGTCCTTTGGGGATCTGTCCACTCCTGATGCTGTTATGGGCAACCCTAAGGTGAA
GGCTCATGGCAAGAAAGTGCTCGGTGCCTTTAGTGATGG

Sekil 3.9: IVSI-6 (T>C) i¢in prob ve primerlerin dizi iizerinde gosterimi; forward primer
kirmiz1 renkte, reverse primerin baglandigi yer mavi renkte, prob yesil renkte, mutasyon
bolgesi sar1 renkte gosterilmistir.

Forward primer normal GCTAATAGCAGCTACAATCCATC
Forward primer mutant GCTAATAGCAGCTACAATCCAAG

Reverse primer TGTGGGAGGAAGATAAGAGGT

Prob TGAGTCCAAGCTAGGCCCTTTTGCTA

ACATTTGCTTCTGACACAACTGTGTTCACTAGCAACCTCAAACAGACACCATEGTGCATCTGACTCCTGAGGA
GAAGTCTGCCGTTACTGCCCTGTGGGGCAAGGTGAACGTGGATGAAGTTGGTGGTGAGGCCCTGGGCAGGTTG
GTATCAAGGTTACAAGACAGGTTTAAGGAGACCAATAGAAACTGGGCATGTGGAGACAGAGAAGACTCTTGGG
TTTCTGATAGGCACTGACTCTCTCTGCCTATTGGTCTATTTTCCCACCCTTAGGCTGCTGGTGGTCTACCCTT
GGACCCAGAGGTTCTTTGAGTCCTTTGGGGATCTGTCCACTCCTGATGCTGTTATGGGCAACCCTAAGGTGAA
GGCTCATGGCAAGARAGTGCTCGGTGCCTTTAGTGATGGCCTGGCTCACCTGGACARCCTCAAGGGCACCTTT
GCCACACTGAGTGAGCTGCACTGTGACAAGCTGCACGTGGATCCTGAGAACTTCAGGGTGAGTCTATGGGACG
CTTGATGTTTTCTTTCCCCTTCTTTTCTATGGTTAAGTTCATGTCATAGGAAGGGGATAAGTAACAGGGTACA
GTTTAGAATGGGAAACAGACGAATGATTGCATCAGTGTGGAAGTCTCAGGATCGTTTTAGTTTCTTTTATTTG
CTGTTCATAACAATTGTTTTCTTTTGTTTAATTCTTGCTTTCTTTTTTTTTCTTCTCCGCAATTTTTACTATT
ATACTTAATGCCTTAACATTGTGTATAACAAAAGGAAATATCTCTGAGATACATTAAGTAACTTAAAAAAAAA
CTTTACACAGTCTGCCTAGTACATTACTATTTGGAATATATGTGTGCTTATTTGCATATTCATAATCTCCCTA
CTTTATTTTCTTTTATTTTTAATTGATACATAATCATTATACATATTTATGGGTTAAAGTGTAATGTTTTAAT
ATGTGTACACATATTGACCAAATCAGGGTAATTTTGCATTTGTAATTTTAAAAAATGCTTTCTTCTTTTAATA
TACTTTTTTGTTTATCTTATTTCTAATACTTTCCCTAATCTCTTTCTTTCAGGGCAATAATGATACAATGTAT
CATGCCTCTTTGCACCATTCTAAAGAATAACAGTGATAATTTCTGGGTTAAGGCAATAGCAATATCTCTGCAT
ATAAATATTTCTGCATATAAATTGTAACTGATGTAAGAGGTTTCATATTGCTAATAGCAGCTACAATCCAGCT
ACCATTCTGCTTTTATTTTATGGTTGGGATAAGGCTGGATTATTCTGAGTCCAAGCTAGGCCCTTTTGCTAAT
CATGTTCATACCTCITATCTITCCTCCCACAGCTCCTGGGCAACGTGCTGGTCTGTGTGCTGGCCCATCACTTT
GGCAAAGAATTCACCCCACCAGTGCAGG

Sekil 3.10: IVSII-745(C>G) ig¢in prob ve primerlerin dizi lizerinde gosterimi; forward
primer kirmizi renkte, reverse primerin baglandigi yer mavi renkte, prob yesil renkte,
mutasyon bolgesi sar1 renkte gosterilmistir.
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Forward primer CAAGAAAGTGCTCGGTGCCTTTA
Reverse primer normal CTCTCAGATACCCTGCGAAC

Reverse primer mutant TCCTCAGATACCCTGCGAAC

Prob  ACAAGCTGCACGTGGATCCTGAGAA

ACATTTGCTTCTGACACAACTGTGTTCACTAGCAACCTCAAACAGACACCATGGTGCATCTGACTCCTGAGGA
GAAGTCTGCCGTTACTGCCCTGTGGGGCAAGGTGAACGTGGATGAAGTTGGTGGTGAGGCCCTGGGCAGGTTG
GTATCAAGGTTACAAGACAGGTTTAAGGAGACCAATAGAAACTGGGCATGTGGAGACAGAGAAGACTCTTGGG
TTTCTGATAGGCACTGACTCTCTCTGCCTATTGGTCTATTTTCCCACCCTTAGGCTGCTGGTGGTCTACCCTT
GGACCCAGAGGTTCTTTGAGTCCTTTGGGGATCTGTCCACTCCTGATGCTGTTATGGGCAACCCTAAGGTGAA
GGCTCATGGCAAGAAAGTGCTCGGTGCCTTTAGTGATGGCCTGGCTCACCTGGACAACCTCAAGGGCACCTTT

GCCACACTGAGTGAGCTGCACTGTCREARGOICCACCICOATCCTCAGARC TTCAGGGTCAGTCTATCCCACE

CTTGATGTTTTCTTTCCCCTTCTTTTCTATGGTTAAGTTCATGTCATAGGAAGGGGATAAGTAACAGGGTACA
GTTTAGAATGGGAAAC

Sekil 3.11: IVSII-1(G>A) i¢in prob ve primerlerin dizi {izerinde gésterimi; forward primer
kirmiz1 renkte, reverse primerin baglandigir yer mavi renkte, prob yesil renkte, mutasyon
bolgesi sar1 renkte gosterilmistir.

Forward primer normal CATGGTGCATCTGACTCCTTA
Forward primer mutant CATGGTGCATCTGACTCCTAT
Reverse primer GTCTCCACATGCCCAGTTTCTA

Prob  ATCAAGGTTACAAGACAGGTTTAAGGA

ACATTTGCTTCTGACACAACTGTGTTCACTAGCAACCTCAAACAGACACCATGGCTGCATCTGACTCCTGAGGA
GAAGTCTGCCGTTACTGCCCTGTGGGGCAAGGTGAACGTGGATGAAGTTGGTGGTGAGGCCCTGGGCAGGTTG

T GG ER) ~ CCAATAGAAACTGGGCATGTGGAGACAGAGARGACTCTTGGG

TTTCTGATAGGCACTGACTCTCTCTGCCTATTGGTCTATTTTCCCACCCTTAGGCTGCTGGTGGTCTACCCTT
GGACCCAGAGGTTCTTTGAGTCCTTTGGGGATCTGTCCACTCCTGATGCTGTTATGGGCAACCCTAAGGTGAA
GGCTCATGGC

Sekil 3.12: Hb S [Glu-Val, GAG-GTG] i¢in prob ve primerlerin dizi iizerinde gdsterimi;
forward primer kirmiz1 renkte, reverse primerin baglandig1 yer mavi renkte, prob yesil
renkte, mutasyon bolgesi sar1 renkte gosterilmistir.

3.3.11. internal Kontrol Primerleri

Internal kontrol olarak GAPDH (Gcheraldehyde-B-Phosphate Dehydrogenase) genine ait

primerler kullanilmigtir.  http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ ve http://www.ensembl.org/
adreslerinden GAPDH geninin tiim dizisine ulasilmistir. Internal kontrol bdlgesine ait prob
ve primerler ile prob ve primerlerin GAPDH geni iizerindeki gosterimi Sekil 3.13’de

verilmistir.
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Forward primer TCCTGCACCACCAACTGCTTAG
Reverse primer CATCACGCCACAGTTTCCC
Prob AGGTCATCCATGACAACTTTGGYATCG

CCTCTTTCTTTGCAGCAATGCCTCCTGCACCACCAACTGCTTAGCACCCCTGGCCAAGGITC
ATCCATGACAACTTTGGCGTATCGTGGAAGGACTCATGGTATGAGAGCTGGGGAATGGGACT
GAGGCTCCCACCTTTCTCATCCAAGACTGGCTCCTCCCTGCCGGGGCTGCGTGCAACCCT
GGGGTTGGGGGTTCTGGGGACTGGCTTTCCCATAATTTCCTTTCAAGGTGGGGAGGGAGG
TAGAGGGGTGATGTGGGGAGTACGCTGCAGGGCCTCACTCCTTTTGCAGACCACAGTCCA
TGCCATCACTGCCACCCAGAAGACTGTGGATGGCCCCTCCGGGAAACTGTGGCGTGATGG
CCGC

Sekil 3.13: Internal kontrol prob ve primerlerinin dizi iizerinde gdsterimi; forward primer
kirmizi renkte, reverse primerin baglandigi yer mavi renkte, prob yesil renkte
gosterilmistir.

3.3.12. Raportor ve Baskilayicilar

Mutasyon bolgelerine ve internal kontrol bolgesine 6zel olarak tasarlanan problar igin

Cizelge 3.4’de gosterilen raportor ve baskilayicilar kullanilmigtir.

Cizelge 3.4: Problar icin kullanilan raportor ve baskilayicilar

5' Raportdr  Prob Dizisi 3' Baskilayici

IVSI-110 (G>A) FAM 5’-TTC CCA CCC TTA GGC BHQ
TGC TGG TG-3”

IVSI-1 (G>A) FAM 5°-TCT GAT AGG CAC TGA BHQ
CTCTCT CTG CC-3°

IVSI-6 (T>C) FAM 5’-TCT GCC GTT ACT GCC BHQ
CTG TGG GG-3°

IVSII-745 (C>G) FAM  5-TGA GTC CAA GCT AGG BHQ

CCCTTTTGC TA-3’

IVSII-1 (G>A) FAM 5’-ACA AGC TGC ACG TGG BHQ
ATCCTG AGA A-3°

Hb S FAM  5-ATC AAG GTT ACA AGA BHQ
CAG GTT TAA GGA-3’
[Glu-Val, GAG-GTG]

Internal Kontrol JOE 5’-AGG TCA TCC ATG ACA TAMRA
ACTTTG GYA TCG-3’
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3.3.13. Real- Time PCR Optimizasyonu ve PCR i¢in Reaksiyon Kosullar

PCR kosullarinin optimizasyonundaki kolaylik ve primerlerin calistigini gostermek icin
primerler Oncelikle konvansiyonel PCR kosullarinda denenmistir. Bu amag¢ igin,
hastalardan elde edilen DNA’lar kullanilmistir. 6 mutasyon bdlgesi i¢in asagida Cizelge
3.5’de verilen reaksiyon kosullar1 ve ¢izelge 3.6’da verilen termal dongl kosullarinda

konvansiyonel PCR’da optimizasyon saglanmistir.

Cizelge 3.5: Konvansiyonel PCR optimizasyonu reaksiyon kosullari

Reaktif Miktar(ul) Miktar(ul)

(IVSI-110(G>A), IVSI-6 (T>C), IVSII-  IVSII-1(G>A)
745 (C>G), IVSI-1 (G>A) ve Hb S

Steril distile su 14,2 13,2
10Xtampon buffer (KCI) 2,5 2,5
MgCl, (25mM) 3 4
dNTP Karisimi (her biri i¢in 10 mM/ul) 0,5 0,5
Primerl Normal (10pmol/pul) 0,5 -
Primer1Mutant (10pmol/pul) - 0,5
Primer2 (10pmol/ul) 0,5 0,5
Taq DNA Polimeraz (5 tinite/pl) 0,3 0,3
(HotStartTaq®)

DNA 3 3
Toplam Hacim 25 25

Cizelge 3.6: Konvansiyonel PCR optimizasyonu termal dongii kosullar

Sicaklik (0C) Siire (dk:sn) Dongii Sayisi
95 12:00 1

95 00:15

62 01:00 35

72 00:30

72 05:00 1

4 Stiresiz 1
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Konvansiyonel PCR sartlari uygulandiktan sonra kontrol DNA’lan ile real-time PCR
uygulamalarina gecildi. Real-time PCR calismasi1 her bir bolge i¢in biri normal digeri
mutant bolgeyi ¢ogaltan primerler lizerinden normal ve mutant PCR miksi hazirlanarak
yapilmistir. Oncelikle yukaridaki reaksiyon kosullari ile tiim primerler igin real-time PCR
konuldu. Daha sonra pik durumlarina gore reaksiyon kosullar1 degistirilerek testin
optimizasyonu saglandi. Asagidaki cizelgelerde (Cizelge 3.7, Cizelge 3.8, Cizelge 3.9,
Cizelge 3.10, Cizelge 3.11, Cizelge 3.12) her bir mutasyon bolgesine ait reaksiyon
kosullar ve Cizelge 3.13” de tiim mutasyon bolgeleri i¢in ortak olan termal dongii kosullar

verilmigtir.

Cizelge 3.7: IVSI-1 mutasyon bdlgesinin real-time PCR optimize reaksiyon kosullari

Reaktif Normal Miks Mutant Miks
Miktar(pul) Miktar(pl)
Steril distile su 10,6 11,4
10Xtampon buffer (KCI) 2,5 2,5
MgCl, (25mM) 2,5 2,5
dNTP Karigimui (her biri i¢in 25 mM) 0,2 0,2
Forward Primer Normal (10pmol/ul) 0,7 -
Mutant (10pmol/ul) - 0,3
Reverse Primer (10pmol/ul) 0,7 0,3
Prob (10pmol/pl) 0,6 0,6
Internal kontrol primeri forward (10pmol/ul) 0,8 0,8
Internal kontrol primeri reverse(10pmol/ul) 0,8 0,8
Internal kontrol prob (10pmol/pul) 0,8 0,8
Taq DNA Polimeraz (5 iinite/pl) 0,3 0,3
(HotStartTaq®)
DNA 4,5 4,5
Toplam Hacim 25 25
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Cizelge 3.8: IVSII-1 mutasyon bolgesi real-time PCR optimize reaksiyon kosullari

Reaktif Normal Miks Mutant Miks
Miktar(pul) Miktar(pul)
Steril distile su 4,6 4,6
10Xtampon buffer (KCI) 2,5 2,5
MgCl, (25mM) 6 6
dNTP Karigimu (her biri i¢in 25 mM) 0,2 0,2
Revese Primer Normal (10pmol/ pl) 15 -
Mutant (10pmol/ pl) - 15
Forvard Primer (10pmol/ ul) 15 1,5
Prob (10pmol/ ul) 15 1,5
Internal kontrol primeri forward (10pmol/ pl) 0,8 0,8
Internal kontrol primeri reverse (10pmol/ ul) 0,8 0,8
Internal kontrol prob (10pmol/ pul) 0,8 0,8
Taq DNA Polimeraz (5 iinite/pl) 0,3 0,3
(HotStartTaq®)
DNA 4,5 4,5
Toplam Hacim 25 25

Cizelge 3.9: Real-time PCR IVSI-110 mutasyon bolgesi optimize reaksiyon kosullar

Reaktif Normal Miks Mutant Miks
Miktar(pl) Miktar(pl)
Steril distile su 9,8 9,6
10Xtampon buffer (KCI) 2,5 2,5
MgCl, (25mM) 2,5 2,5
dNTP Karisimu (her biri i¢in 25 mM) 0,2 0,2
Forward Primer Normal (10pmol/ul) 0,9 -
Mutant (10pmol/pul) - 1
Reverse Primer (10pmol/ul) 0,9 1
Prob (10pmol/pul) 1 1
Internal kontrol primeri forward (10pmol/ul) 0,8 0,8
Internal kontrol primeri reverse (10pmol/pul) 0,8 0,8
Internal kontrol prob (10pmol/ul) 0,8 0,8
Taq DNA Polimeraz (5 {inite /pl) 0,3 0,3
(HotStartTaq®)
DNA 4,5 4,5
Toplam Hacim 25 25
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Cizelge 3.10: Real-time PCR 1VSII-745 mutasyon bolgesi optimize reaksiyon kosullart

Reaktif Normal Miks Mutant Miks
Miktar(pul) Miktar(pul)
Steril distile su 9,8 9,6
10Xtampon buffer (KCI) 2,5 2,5
MgCl, (25mM) 2,5 2,5
dNTP Karisimui (her biri i¢in 25 mM) 0,2 0,2
Forward Primer Normal (10pmol/ul) 0,9 -
Mutant (10pmol/pl) - 1
Reverse Primer (10pmol/ul ) 0,9 1
Prob (10pmol/pl) 1 1
Internal kontrol primeri forward (10pmol/ul ) 0,8 0,8
Internal kontrol primeri reverse (10pmol/ul ) 0,8 0,8
Internal kontrol prob (10pmol/ul ) 0,8 0,8
Taq DNA Polimeraz (5 iinite /pl) 0,3 0,3
(HotStartTaq®)
DNA 4,5 4,5
Toplam Hacim 25 25

Cizelge 3.11: IVSI-6 mutasyon bolgesi real-time PCR optimize reaksiyon kosullari

Reaktif Normal Miks Mutant Miks
Miktar(pl) Miktar(pl)
Steril distile su 11,6 11,4
10Xtampon buffer (KCI) 2,5 2,5
MgCl, (25mM) 2,5 2,5
dNTP Karisimu (her biri i¢in 25 mM) 0,2 0,2
Reverse Primer Normal (10pmol/pl) 0,3 -
Mutant (10pmol/ul) - 0,4
Forward Primer (10pmol/ul) 0,3 0,4
Prob (10pmol/ul) 0,4 0,4
Internal kontrol primeri forward (10pmol/ul) 0,8 0,8
Internal kontrol primeri reverse (10pmol/pl) 0,8 0,8
Internal kontrol prob (10pmol/ul) 0,8 0,8
Taq DNA Polimeraz (5 {inite /pl) 0,3 0,3
(HotStartTaq®)
DNA 4,5 4,5
Toplam Hacim 25 25
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Cizelge 3.12: Hb S mutasyon bolgesi real-time PCR optimize reaksiyon kosullar

Reaktif Normal Miks Mutant Miks
Miktar(pul) Miktar(pul)
Steril distile su 9,8 9,6
10Xtampon buffer (KCI) 2,5 2,5
MgCl, (25mM) 2,5 2,5
dNTP Karigimu (her biri i¢in 25 mM) 0,2 0,2
Forward Primer Normal (10pmol/ul) 0,8 -
Mutant (10pmol/pl) - 0,9
Reverse Primer (10pmol/pul) 0,8 0,9
Prob (10pmol/pl) 1,2 1,2
Internal kontrol primeri forward (10pmol/ul) 0,8 0,8
Internal kontrol primeri reverse (10pmol/pl) 0,8 0,8
Internal kontrol prob (10pmol/ul) 0,8 0,8
Taq DNA Polimeraz (5 iinite /pl) 0,3 0,3
(HotStartTaq®)
DNA 4,5 4,5
Toplam Hacim 25 25

Cizelge 3.13: Real-time PCR optimizasyonu termal dongii kosullari

Sicaklik (0C) Siire (dk:sn) Dongii Sayisi
95 10:00 1

95 00:15

62 01:00 35
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4. ARASTIRMA BULGULARI
4.1. HBB Geni Sekans Primerleri PCR Optimizasyonu Goriintiileri

Sekans primerleri ile yapilan PCR sonucunda belirtilen kosullarda ve 60°C baglanma
sicakliginda 3 c¢ift primerin (Primer 1, Primer 2, Primer 3) optimize oldugu tespit
edilmistir. PCR’1 yapilan hasta ve kontrollere ait {irtinler %2’lik agaroz jelde yiiriitiilmiis,
primer 1 i¢in 522 baz ¢ifti, primer 2 i¢in 603 baz cifti, primer 3 i¢in 675 baz gifti
uzunluguna karsilik gelen bantlar molekiiler agirlik belirteci ile karsilastirilarak analiz
edilmistir. Agaroz jel elektroforez goriintiileri Sekil 4.1, Sekil 4.2 ve Sekil 4.3’de

gosterilmistir.

Sekil 4.1: HBB sekans primer 1 PCR agaroz jel goriintiisii: 1.kuyu; 100 b¢ molekiiler
agirlik belirteci 2, 3,4, 5, 6,7, 8 ve 9 kuyular 522 b¢ PCR iirlinii10. kuyu negatif kontrol
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Sekil 4.2: HBB sekans primer 2 PCR agaroz jel goriintiisii: 1. kuyu; 100 b¢ molekiiler
agirlik belirteci, 2, 3,4, 5,6, 7, 8 ve 9 kuyular 603 b¢ PCR iiriinii, 10. kuyu negatif
kontrol
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Sekil 4.3: HBB sekans primer 3 PCR agaroz jel goriintiisii: 1.kuyu; 50 b¢ molekiiler agirlik
belirteci, 2, 3, 4 ve 5. kuyular 675 b¢ PCR iiriinii 6. kuyu negatif kontrol
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4.2. HBB Genine Ait Sekans Primerleri ile Cogaltilmis Kontrol PCR Uriinlerinin
DNA Dizi Analizi Sonuclari

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/ adresindeki program ile HBB genini
dizilemek icin belirlenen 3 adet primer ¢ifti ile DNA dizi analizine gonderilen kontrol

DNA'’larinin sonuglarinin analizi yapildi.

HBB genini dizilemek i¢in belirlenen 3 ¢ift primerin; ilk asamada kontrol DNA’larinin
sekanslanmas1 ve test kapsaminda c¢aligmayi planladigimiz HBB genindeki IVSI-
110(G>A), IVSI-6 (T>C), IVSII-1 (G>A), IVSII-745 (C>G), IVSI-1 (G>A) ve Hb S
(A>T) olmak iizere toplam 6 mutasyon bolgesi i¢in ilgili kontrol DNA’larinin teyidinde

kullanilmas1 amaglandi.

Bu baglamda test kapsaminda calismayi planladigimiz her bir mutasyon bdolgesi [IVSI-
110(G>A), IVSI-6 (T>C), IVSII-1 (G>A), IVSII-745 (C>G), IVSI-1 (G>A) ve Hb S
(A>T)] i¢in 3’er kontrol ve yaban tip oldugu bilinen 3 kontrol DNA’s1 olmak iizere toplam
21 kontrol DNA 06rnegi DNA dizi analizine gonderildi ve gelen sonuglar analiz edildi.
Kontrol DNA’lariin mutasyonlart ve yaban tip olduklart DNA dizi analizi sonuglar ile
dogrulandi.

Cizelge 4.1’de 21 kontrol DNA’sinin numaralar1 ile birlikte tasidiklari mutasyonlar

verilmistir.
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Cizelge 4.1: Kontrol (K) DNA’ larinin tasidiklart mutasyonlar ve DNA kodlari

No Tagidig1 Mutasyon Gen Bolgesi Genotipi Kontrol DNA
Kodu
1 IVSI-1 (G>A) GA heterozigot tasiyici K-1
2 IVSI-1 (G>A) GA heterozigot tasiyici K-6
3 IVSI-1 (G>A)/ IVSII-1 (G>A) GA — GA birlesik heterozigot K-22
4 IVSI-110 (G>A) GA heterozigot tagiyici K-3
5 IVSI-110 (G>A) GA heterozigot tagiyici K-7
6 IVSI-110 (G>A) AA homozigot mutant K-18
7 IVSI-6 (T>C) TC heterozigot tasiyici K-11
8 IVSI-6 (T>C)” TC heterozigot tastyici K-12
9 IVSI-6 (T>C) CC homozigot mutant K-15
10 IVSII-1 (G>A) GA heterozigot tasiyici K-4
11 IVSII-1 (G>A) AA homozigot mutant K-5
12 IVSII-1 (G>A)/IVSI-1 (G>A) GA — GA birlesik heterozigot K-22
13 IVSII-745 (C>G) CG heterozigot tastyici K-13
14 IVSII-745 (C>G) GG homozigot mutant K-14
15 IVSII-745 (C>G) CG heterozigot tastyici K-29
16 Hb S (A>T) AT heterozigot tasiyici
17 Hb S (A>T) TT homozigot mutant K-16
18 Hb S (A>T) TT homozigot mutant K-17
19 Normal Kontrol - K-23
20 Normal Kontrol - K-24
21 Normal Kontrol - K-25

4.3. Kontrol DNA’larimin Real-Time PCR Calisma Sonuclari

Mutasyonlarini ve yaban tip oldugunu bildigimiz, sonuglar1 DNA dizi analizi ile de teyit
edilen kontrol DNA’s1 olarak kullanilacak olan DNA’larin tiimii gelistirdigimiz real-time

PCR kiti ile ¢alismis ve hepsinde tutarli sonuglar elde edilmistir.
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4.4. Hasta DNA’larimin Real-Time PCR Calisma Sonuclari

Calisma igin 6zel olarak tasarlanan primer ve problarin kullanildig: real-time PCR Kiti ile
materyal ve yontemde belirtilen kosullarda ve baglanma sicakliginda 100 hastanin

DNA’lar1 ¢alisilmis ve sonuglar analiz edilmistir.

Calisma kapsamina aldigimiz beta talasemiye neden olan 5 [IVSI-110(G>A), IVSI-6
(T>C), IVSII-1 (G>A), IVSII-745 (C>G), IVSI-1 (G>A)] ve orak hiicre anemisine neden
olan 1 mutasyonun [Hb S (A>T)] timi gelistirdigimiz kit ile hastalarimizda
gosterilebilmistir. Elde edilen sonuglar su sekildedir; 23 hasta IVSI-110 (G>A) heterozigot
tastyici, 6 hasta HbS heterozigot tasiyici, 4 hasta IVSII-745 (C>Q) heterozigot tasiyici, 8
hasta IVSII-1 (G>A) heterozigot tastyici, 6 hasta IVSI-1 (G>A) heterozigot tasiyici, 7
hasta IVSI-6 (T>C) heterozigot tasiyici, 9 hasta IVSI-110 (G>A) homozigot mutant, 1
hasta IVSI-1 (G>A) homozigot mutant, 1 hasta IVSI-6 (T>C) homozigot mutant, 2 hasta
IVSII-1 (G>A) homozigot mutant, 1hasta IVSII-745 (C>G) homozigot mutant 2 hasta
HbS homozigot mutant, 2 hasta IVSI-1 (G>A) + HbS birlesik heterozigot, 1 hasta IVSI-
110 (G>A) + IVSII-1 (G>A) birlesik heterozigot olarak bulunurken, 27 hastada incelenen
mutasyonlar saptanmamuistir. Hastalarin real-time PCR sonuglar1 Cizelge 4.2°de verilirken;
gelistirdigimiz kit ile ¢aligilan her bir bolgeye ait mutasyon ve normal real-time PCR pik

goriintiileri ile DNA dizi analiz goriintiileri ise Sekil 4.4 - Sekil 4.21 arasinda verilmistir.
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Cizelge 4.2: Hastalara ait real-time PCR sonuglari

Belirlenen Mutasyon

Hasta DNA Kodu

Hasta Sayis1

IVSI-1 (G-A)
G/A heterozigot tasiyict H9, H40, H50, H51,H97,H98 6
_ IVSI-1 (G-A)
g A/A homozigot mutant H62 !
J
z
g IVSI-6 (T>(.:) H52, H55, H67, H71, H73, H90, HI91 7
b T/C heterozigot tasiyict
<
5 IVSI-6 (T>C) H89 1
= C/C homozigot mutant
? H1, H5, H6, H7, H8, H11, H12, H13, H19, H20,
- IVSI-110 (G.>A) H26, H29, H41, H44, H45, H63, H66, H70 , H76, 23
G/A heterozigot tasiyict
H77, H79, H87, H88
IVSI-110 (G>A) H36, H49, H53, H57, H58, H60, H61, H78, H86 9
homozigot mutant
IVSII-1 (G>A)
G/A heterozigot tastyict H18, H37, H38, H47, H48, H56, H92, H93 8
[
< IVSII-1 (G>A)
3
% G/A homozigot mutant H46, Ho4 2
>_
o IVSII-745 (C>G)
<
5 C/G heterozigot tastyici H16, H31, HB5, H5 4
=
g IVSII-745 (C>G) Ho6 L
G/G homozigot mutant
x  HbS(CAGGTC) H10, H24, H25, H68, H69, H100 6
3 heterozigot tastyici,
z
0w O
2§ HbS(CAG-GTG)
= 2 homozigot mutant H64, H99 2
'_
)
=
IVSI-1 (G>A) + HbS
o birlesik heterozigot H39, Ho4 2
v 3
7 Z IVSI-110 (G>A) + IVSII-1 (G>A) H59 1
5—1 > birlesik heterozigot
g 2
m =
)
=
o  Mutasyon saptanmayan H2, H3, H4, H14, H15, H17, H21, H22, H23, H27, 27
<
> 2‘ H28, H30, H32, H33, H34, H35, H42, H43, H72,
& H74, H75,H80, H81, H82, H83, H84, H85
2 <
L s
5 2
s g
o
<
2]
TOPLAM HASTA SAYISI 100
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c- K1 (IVSI-1GA heterozigot) DNA dizi analiz goriintiisi

Sekil 4.4: TVSI-1 (G>A) mutasyon bolgesi i¢in; GA heterozigot drneginin (K1) realtime PCR ve DNA dizi
analiz goriintiileri (a) K 1 internal kontrol real-time PCR goriintiisii (b)- K 1 (IVSI-1GA heterozigot)
mutasyon real-time PCR goriintiisii (¢) K 1 (IVSI-1GA heterozigot) DNA dizi analiz gériintiisii

Amplification Plot Amplification Plot
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Cycle Cycle
a- H62 internal kontrol real-time PCR goriintiisii b- H 62 (IVSI-1AA homozigot mutant) mutasyon real-time PCR gériintiisii
80 90 100 1o 120 l

JOECVGETGACGT GG TG AGTTGGT GGT GAGGECCTGGGCNG GG
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c- H62 (IVSI-1AA homozigot mutant) DNA dizi analiz goriintiisii

Sekil 4.5: TVSI-1 (G>A) mutasyon bolgesi i¢in; AA homozigot mutant drneginin (H62) realtime PCR ve
DNA dizi analiz goriintiileri (a) H62 internal kontrol real-time PCR goriintiisi (b)- H62 (IVSI-1 AA
homozigot mutant) mutasyon real-time PCR goriintiisiic (¢) H62 (IVSI-1AA homozigot mutant) DNA dizi
analiz goriintiisii
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a- K 23 internal kontrol real-time PCR gériintiisii b- K 23 (IVSI-1GG homozigot normal) mutasyon real-time PCR goriintiisii
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¢-K 23 (IVSI-1 GG homozigot normal) DNA dizi analiz goriintiisii

Sekil 4.6: 1VSI-1 (G>A) mutasyon bolgesi i¢in; GG homozigot normal érneginin (K23) realtime PCR ve
DNA dizi analiz gorintiileri (a)- K23 internal kontrol real-time PCR goriintiisii (b)- K23 (IVSI-1 GG
homozigot normal) mutasyon real-time PCR goriintiisii (c)- K23 (IVSI-1 GG homozigot normal) DNA dizi
analiz goriintiisii

Amplification Plot Amplification Plot

110000

0000
100,000

85.000
00,000

e0.000
20,000

55.000
70000

50.000
80000

25,000
50000

20000
_ 0m

EE 35,000 o

@ < 30000

30,000
20000

25,000

20,000 10000 15,530, 728451

o

15,000
10000

10.000
20000

50
30000

o
40000

5000

2 4 L L] L) "* w oW W 2 H X W XN = 2 . & 8 0 12 14 e 8 N B X ™ W N B
Cyels Cycle

a -H 29 internal kontrol real-time PCR gériintiisii b- H 29 (1VSI-110 GA heterozigot) mutasyon real-time PCR goriintiisii
200 210 220 2350 240 250
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c- H29 (IVSI-110 GA heterozigot) DNA dizi analiz goriintiisii

Sekil 4.7: TVSI-110 (G>A) mutasyon bolgesi i¢in; GA heterozigot 6rneginin (H29) realtime PCR ve DNA
dizi analiz gortntiileri (a) H29 internal kontrol real-time PCR gériintiisii (b) H29 (IVSI-110 GA heterozigot)
mutasyon real-time PCR goriintiisii (¢) H29 (IVSI-110 GA heterozigot) DNA dizi analiz goriintiisii
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Cycle Cycle

a- K 18 internal kontrol real-time PCR goriintiisii b-K18 (IVSI-110 AA homozigot mutant) mutasyon real-time PCR goriintiisii
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C- K 18 (IVSI-110 AA homozigot mutant) DNA dizi analiz goriintiisii

Sekil 4.8: IVSI-110 (G>A) mutasyon bolgesi i¢cin; AA homozigot mutant dérneginin (K18) realtime PCR ve
DNA dizi analiz goriintiileri (a) K18 internal kontrol real-time PCR goriintiisic (b) K18 (IVSI-110 AA

homozigot mutant) mutasyon real-time PCR goriintiisii (¢) K18 (IVSI-110 AA homozigot mutant) DNA
dizi analiz goriintiisii
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Cycle

a- K 24 internal kontrol real-time PCR goriintiisii b- K 24 (IVSI-110 GG homozigot normal) mutasyon real-time PCR

goriintiisii
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c- K 24 (IVSI-110 GG homozigot normal) DNA dizi analiz goriintiisii

Sekil 4.9: IVSI-110 (G>A) mutasyon bolgesi i¢in; GG homozigot normal drneginin (K24) realtime PCR ve
DNA dizi analiz goriintiileri (a) K24 internal kontrol real-time PCR goriintiisii (b) K24 (IVSI-110 GG

homozigot normal) mutasyon real-time PCR goriintiisii (¢) K24 (IVSI-110 GG homozigot normal) DNA
dizi analiz goriintiisi
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a- H 71 internal kontrol real-time PCR goriintiisic ~ b- H 71 (IVSI-6 TC heterozigot) mutasyon real-time PCR goriintiisii

130 140 150 160
GG i GACAGGTTT GEAGACC [ AG

Lo P

’.I ! ..I ! I-'I i I|I | i )
lLu S PN UAAR S L I VY I ,..l.»..IJ. LSl vhil

c- H71 (IVSI-6 TC heterozigot) DNA dizi analiz goriintiisii

Sekil 4.10: IVSI-6 (T>C) mutasyon bdlgesi i¢in; TC heterozigot 6rneginin (H71) realtime PCR ve DNA dizi
analiz goriintiileri (a) H71 internal kontrol real-time PCR goriintiisit (b) H71 (IVSI-6 TC heterozigot)
mutasyon real-time PCR goriintiisii (¢) H71 (IVSI-6 TC heterozigot) DNA dizi analiz goriintiisii

Amplification Plot

Amplification Plot
110.000 275.000
100.000 250.000
©0.000 225,000
s0.000 200.000
70.000 175.000
0.000 150,000
S so0.000 =
£ sou
& & 125000
a0.000
100,000
30.000
75.000
20,000
50.000
10.000
25,000
o (32598542 7.182.583976
o
-10.000
-25.000
T3 8 & w1 w @ = = = = = oz

a- K 15 internal kontrol real-time PCR gériintiisii b- K 15 (IVSI-6 CC homozigot mutant) mutasyon real-time PCR gériintiisii

c- K15 (IVSI-6 CC homozigot mutant) DNA dizi analiz goriintiisii

Sekil 4.11: IVSI-6 (T>C) mutasyon bolgesi igin; CC homozigot mutant 6rneginin (K15) real-time PCR ve
DNA dizi analiz goriintiileri (a) K15 internal kontrol real-time PCR goriintiisii (b) K15 (IVSI-6 CC

homozigot mutant) mutasyon real-time PCR goriintiisii (¢) K15 (IVSI-6 CC homozigot mutant) DNA dizi
analiz goriintiisii
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a- K 24 internal kontrol real-time PCR gorintiisii b- K 24 (IVSI-6 TT homozigot normal) mutasyon real-time PCR goriintiisii
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c- K24 (IVSI-6 TT homozigot normal) DNA dizi analiz goriintiisii

Sekil 4.12: IVSI-6 (T>C) mutasyon bolgesi i¢in; TT homozigot normal drneginin (K24) real-time PCR ve
DNA dizi analiz goriintiileri (a) K24 internal kontrol real-time PCR goriintisiic (b) K24 (IVSI-6 TT

homozigot normal) mutasyon real-time PCR goriintiisii (c) K24 (IVSI-6 TT homozigot normal) DNA dizi
analiz goriintiisii
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Cycle Cyele
a- K 22 internal kontrol real-time PCR gériintiisii b- K22 (IVSII-1 GA heterozigot) mutasyon real-time PCR goriintiisi
70 80 90

FATCCTG AGAACTTCAGGATGAGTCT

b,

€.3- K22 (IVSII-I GA heterozigot) DNA dizi analiz goriintiisii

Sekil 4.13: IVSII-1 (G/A) mutasyon bdlgesi i¢in; GA heterozigot drneginin (K22) real-time PCR ve DNA
dizi analiz goriintiileri (a) K22 internal kontrol real-time PCR goriintiisii (b) K22 (IVSII-1 GA heterozigot)
mutasyon real-time PCR goriintiisii (¢c) K22 (IVSII-1 GA heterozigot) DNA dizi analiz goriintiisii
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Cycle Cycle
a- H46 internal kontrol real-time PCR goriintiisii b- H46 (IVSII-1 AA homozigot mutant) real-time PCR goriintiisii
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c- H46 (IVSII-1 AA homozigot mutant) DNA dizi analiz gériintiisii

Sekil 4.14: TVSII-1 (G>A) mutasyon bolgesi i¢in; AA homozigot mutant rneginin (H46) real-time PCR ve
DNA dizi analiz goriintiileri (a) H46 internal kontrol real-time PCR goriintiisii (b) H46 (IVSII-1 AA
homozigot mutant) mutasyon real-time PCR goriintiisii (c) H46 (IVSII-1 AA homozigot mutant) DNA dizi

analiz goriintiisii
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Cycle Cyele
a- K 24 internal kontrol real-time PCR gériintiisii b- K 24 (IVSII-1 GG homozigot normal) mutasyon real-time PCR goriintiisii
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c- K24 (IVSII-1 GG homozigot normal) mutasyon DNA dizi analizi goriintiisii

Sekil 4.15: TVSII-1 (G>A) mutasyon bolgesi igin; GG homozigot normal 6rneginin (K24) real-time PCR ve
DNA dizi analiz goriintiilleri (a) K24 internal kontrol real-time PCR gorintisit  (b) K24 (IVSII-1 GG

homozigot normal) mutasyon real-time PCR goriintiisii (c) K24 (IVSII-1 GG homozigot normal) DNA dizi
analiz goriintiisii
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b- H65 (IVSII-745 CG heterozigot) mutasyon real-time PCR goriintiisii

c- H65 (IVSII-745 CG heterozigot) DNA dizi analizi goriintiisi

Sekil 4.16: IVSII-745 (C>G) mutasyon bolgesi i¢in; CG heterozigot 6rneginin (H65) real-time PCR ve DNA
dizi analiz goriintiileri (a) H65 internal kontrol real-time PCR goriintiisii (b) H65 (IVSII-745 CG heterozigot)
mutasyon real-time PCR goriintiisii (¢) H65 (IVSII-745 CG heterozigot) DNA dizi analiz goriintiisii
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b. H96 (IVSII-745 GG homozigot mutant) mutasyon real-time PCR gériintiisii

c- H96 (IVSII-745 GG homozigot mutant) DNA dizi analizi gériintiisii

Sekil 4.17: IVSII-745 (C>G) mutasyon bolgesi i¢in; GG homozigot mutant 6rneginin (H96) real-time PCR
ve DNA dizi analiz goriintiileri (a) H96 internal kontrol real-time PCR goriintiisii (b) H96 (IVSII-745 CG
homozigot mutant) mutasyon real-time PCR goriintiisii (¢) H96 (IVSII-745 CG homozigot mutant) DNA

dizi analiz goriintiisi
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c- K24 (IVSlI-745 CC homozigot normal) DNA dizi analizi goriintiisii

Sekil 4.18: IVSII-745 (C>G) mutasyon bolgesi igin; CC homozigot normal 6rneginin (K24) real-time PCR
ve DNA dizi analiz goriintiileri (a) K24 internal kontrol real-time PCR goriintiisii (b) K24 (IVSII-745 CC

homozigot normal) mutasyon real-time PCR goriintiisii (¢) K24 (IVSII-745 CC homozigot normal) DNA
dizi analiz goriintiisii
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(c) 24 (HbS GAG>GTG AT heterozigot) DNA dizi analiz goriintiisi

Sekil 4.19: HbS GAG>GTG mutasyonu igin; AT heterozigot 6rneginin (H24) real-time PCR ve DNA dizi
analiz goriintiileri (a) H24 internal kontrol real-time PCR goriintiisii  (b) H24 (HbS GAG>GTG AT
heterozigot) mutasyon real-time PCR gorintiisti (c) 24 (HbS GAG>GTG AT heterozigot) DNA dizi analiz

goruntiisi
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(c) K16 (HbS GAG>GTG TT homozigot mutant) DNA dizi analiz goriintiisii

Sekil 4.20: HbS GAG>GTG mutasyonu i¢in; TT homozigot mutant 6rneginin (K16) real-time PCR ve DNA
dizi analiz gorintiileri (a) K16 internal kontrol real-time PCR goriintiisii (b) K16 (HbS GAG>GTG TT
homozigot mutant) mutasyon real-time PCR goriintiisii (¢) K16 (HbS GAG>GTG TT homozigot mutant)

DNA dizi analiz goriintiisii
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(a) K24 internal kontrol real-time PCR goriintiisii (b) K24(HbS GAG>GTG AA homozigot normal) mutasyon real-time PCR goriintiisi
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(c) K24 (HbS GAG>GTG AA homozigot normal) DNA dizi analiz goriintiisii

Sekil 4.21: HbS GAG>GTG mutasyonu i¢in; AA homozigot normal orneginin (K24) real-time PCR ve
DNA dizi analiz goriintiileri (a) K24 internal kontrol real-time PCR goriintiisii (b) K24 (HbS GAG>GTG

AA homozigot normal) mutasyon real-time PCR gorintiisii (¢) K24 (HbS GAG>GTG AA homozigot
normal) DNA dizi analiz goriintiisii
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4.5. Real-Time PCR Sonugclarim Teyit i¢cin Gonderilen Orneklerin DNA Dizi Analiz
Sonuclari

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/ adresindeki program ile HBB genini
dizilemek igin belirlenen 3 adet primer ¢ifti ikinci asamada gelistirdigimiz test ile real-time
PCR’da mutasyon belirledigimiz ve belirleyemedigimiz hastalardan rastgele secilmis
birka¢ 6rnegin teyit edilmesi amaglanmisti.

Bunun ig¢in 6rneklere DNA dizi analizi yaptirilmis ve sonuglar analiz edilmistir. Sonuglar
real-time PCR sonuglar1 ile tutarli bulunmustur. Cizelge 4.3’de DNA dizi analizine

gonderilen 6rneklerin real-time ve dizi analiz sonuglart birlikte verilmistir.
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Cizelge 4.3: DNA dizi analizine gonderilen 6rneklerin real-time ve dizi analiz sonuglari

Hasta No Real-Time PCR Sonuglari DNA Dizi Analiz Sonuglari
H39 IVSI-1 (G>A) + HbS IVSI-1 (G>A) + HbS
birlesik heterozigot birlesik heterozigot
H54 IVSI-1 (G>A) + HbS IVSI-1 (G>A) + HbS
E birlesik heterozigot birlesik heterozigot
:' H9 GA heterozigot tastyici GA heterozigot tasiyici
g H50 GA heterozigot tastyici GA heterozigot tasiyici
H62 AA homozigot mutant AA homozigot mutant
H11 GA heterozigot tastyici GA heterozigot tasiyici
< H20 GA heterozigot tastyici GA heterozigot tastyici
é H26 GA heterozigot tastyici GA heterozigot tasiyici
E H29 GA heterozigot tastyici GA heterozigot tastyici
£ H36 AA homozigot mutant AA homozigot mutant
H78 AA homozigot mutant AA homozigot mutant
H52 TC heterozigot tastyici TC heterozigot tastyici
o H67 T/C heterozigot tastyici TC heterozigot tastyici
Al H71 TC heterozigot tastyici TC heterozigot tastyici
ug; H73 TC heterozigot tastyici TC heterozigot tastyici
2 H89 CC homozigot mutant CC homozigot mutant
H18 GA heterozigot tastyici GA heterozigot tastyici
< H37 GA heterozigot tasiyict GA heterozigot tastyici
é H38 GA heterozigot tastyici GA heterozigot tastyici
U=', H46 AA homozigot mutant AA homozigot mutant
= H48 GA heterozigot tastyici GA heterozigot tastyici
H16 CG heterozigot tastyici CG heterozigot tastyici
(,? H31 CG heterozigot tastyici CG heterozigot tastyici
; H65 CG heterozigot tastyici CG heterozigot tastyici
;’ H95 CG heterozigot tastyici CG heterozigot tastyici
£ H96 GG homozigot mutant GG homozigot mutant
H24 AT heterozigot tasiyic1 AT heterozigot tasiyic1
g H25 AT heterozigot tastyict AT heterozigot tastyict
% 8 H10 AT heterozigot tastyici AT heterozigot tastyici
é H64 TT homozigot mutant TT homozigot mutant
H4 Mutasyon saptanmadi Codon 15 GA heterozigot tasiyict
H14 Mutasyon saptanmadi Codon 39 CT heterozigot tastyici
% E o H15 Mutasyon saptanmadi Codon 39 CT heterozigot tastyict
E é é H34 Mutasyon saptanmadi 1VSI1-848 CA heterozigot tastyici
'5 <Z( 5 H35 Mutasyon saptanmadi HbD (Punjab) (Glu121GlIn) heterozigot
= 5 % tastyici
@ H85 Mutasyon saptanmadi 1VSI1-848 AA homozigot mutant
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5. TARTISMA ve SONUC

Hemoglobinopatiler diinyada temel saglik sorunu olarak devam eden ve en sik goriilen
otozomal resesif gecisli tek gen hastaliklaridir. Hemoglobin bozukluklar1 diinyadaki 229
iilkenin %71’inde O6nemli saglik sorunudur. Gebe kadinlarin %7’si, ciftlerin %1°1

hemoglobin hastaliklar1 yoniinden risk altindadir (Canatan 2010).

Hemoglobin molekiiliiniin yapisal anormalliklerini igeren anormal hemoglobinler ve
normal globin zincirlerinin sayisal anormalliklerini igeren talasemiler olmak {izere
hemoglobinopatileri genel anlamda iki gruba ayirmak mimkindir (Donbak 2005,
Miimiisoglu 2010).

Anormal hemoglobinlerin en yaygin goriileni 1949 yilinda Pauling ve arkadaslar
tarafindan kesfedilen Hb S’dir. Hb S iilkemizde de ilk kez 1957 yilinda Aksoy tarafindan
bildirilmistir (Altay 2002). Calismalar, Tiirkiye’deki Hb S frekansinin % 0.5-44.2 arasinda
oldugunu gostermistir (Altay 1986).

Diinyada en sik gozlenen tek gen hastaligi olan B talasemi, ilk kez 1925 yilinda Dr.
Thomas Cooley tarafindan tarif edilmistir (Apak 2001, Giingag vd 2003, Kutlu vd 2006).
Globin gen ekspresyonunu azaltan ya da tamamen ortadan kaldiran mutasyonlar sonucu

olugmaktadir (May and Sadelain 2001).

Beta talasemi, gosterdigi klinik tabloya gore gruplara ayrilir (Birgens and Ljung 2007,
Unal 2010, http://www.hemoglobin.org.tr/bilgi/kitap/hemokitap4.asp 2012). Bunlardan
beta talasemi minorlu hastalar hafif anemik bulgular vermekle birlikte hastalik belirtileri
gostermezken, talasemi major hastalar1 erken yaslarda siddetli anemi, splenomegali ve
tekrarlayan enfeksiyonlarla karsi karsiyadirlar (Birgens and Ljung 2007, Unal 2010,
http://www.hemoglobin.org.tr/bilgi/kitap/hemokitap4.asp 2012). Talasemi major hastalari,
yasam boyu diizenli araliklarla kan transflizyonuna gereksinim duyan hastalardir.
Hastaligin tedavisine bebek yasta baslanip yasam boyu devam edilir. Hem hastaligin
kendisi, hem de diizenli kan transfiizyonu gibi tedavi yontemleri yasamsal organlarda
demir birikimi sonucu ciddi sorunlara neden olmaktadir. Bu organlar basta kalp olmak
tizere karaciger ve endokrin organlar gibi bozukluklar1 yasam siiresi ve kalitesini
etkileyecek dnemdedirler. Asir1 demir yiikii tedavi edilmedigi taktirde, yasamin ikinci ve
tiglincli dekadi genellikle fatal olmaktadir (Yazman 2010). Tiim bunlar talasemi major

hastalariin yasami boyunca siirekli ugrag vermesini gerektirir. Sorunlarla yasam boyu
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miicadele erigkin talasemi major hastalarinin ve ailelerinin sosyal yasamlar1 {izerinde
zihinsel, fiziksel ve ekonomik agidan olumsuz bir etki yaratmaktadir (Yazman 2010).
Talasemi, tedavi maliyeti olduk¢a yiiksek bir hastalik olup bir talasemi hastasinin yillik

maliyetinin 10.000 $ civarinda oldugu tahmin edilmektedir (Chern and Chen 2000).

Talasemi hakkinda yeterince egitim verilmemesi ve bilgi yetersizligi hastaligin diinya
capinda yayilmasina neden olmustur. Bu nedenle giintimiizde birgok iilkede ¢iftlere gebelik
oncesinde ya da baslangicinda talasemi agisindan saglik kontroliinden gegmeleri
onerilmektedir. Talaseminin izlenmesinde ve tanisinda etkili ve ekonomik yontemlerin
gelistirilmesi amaci ile yapilan girisimler 6zellikle hastaligin yaygin goriildigi tilkelerde

Oonem tagimaktadir (Hartwell vd 2005).

Beta talasemi ve orak hiicre anemisi tastyiciligi bulunan bir ¢iftin gebelik basina %25
oraninda hasta ¢ocuk diinyaya getirme riski bulunmaktadir. Prenatal tan1 yontemleri ile
hasta ¢ocuk dogurma oranlart énemli oranda azaltilsa da sonlandirilan bir hamilelikte
karsilasilacak fizyolojik ve psikolojik sikintilar ¢iftler igin kabul edilemez bir durumdur.
Bu nedenle hemoglobinopatilerin 6nlenmesinde heniiz bebek sahibi olmadan tasiyicilarin
taranmasi ve genetik danisma verilmesi ¢ok Onemlidir. Giiniimiizde “preimplantasyon
genetik tan1” (PGT) talasemi gibi genetik hastaliklar i¢in hasta ¢ocuk dogurma riski
bulunan ciftlere alternatif sunmaktadir. PGT, bu ciftlerde etkilenmis bir hamileligin
sonlandirilmasindan  kacinmayi, etkilenmemis embriyolarin transferi ile miimkiin

kilmaktadir (Kahraman ve Ekmekci 2010).

En sik goriilen kalitsal hastaliklar arasinda yer alan hemoglobinopatiler iilkemiz i¢in de
onemli bir saglik sorunudur. Tiirkiye’deki hemoglobinopatilerin biiylik kismini orak hiicre
anemisi ve beta talasemi olusturmaktadir. Saglik Bakanligi ve UHK tarafindan 1995-2000
yillar1 arasinda Marmara, Ege ve Akdeniz bolgelerindeki 16 merkezin yaptigi tarama
calismalar1 toplanmig ve degerlendirilmistir. Bu c¢aligma sonuglaria gore toplam 377.399
saglikli kisi taranmis, ortalama talasemi ve anormal hemoglobin sikligi %4,3 olarak
bulunmustur. Beta talasemi en sik Antalya’ da (%13), orak hiicre anemisi ise en sik Mersin
(13,6) sonra Hatay (%10,6) ve Adana’da (%10) bulunmustur. Ulkede 4513 talasemi ve
anormal hemoglobin hasta kaydi oldugu yayinlanmistir (Saglik Bakanligt ACSAP Genel
Miidiirliigii, Ankara, 2010). Talasemi prevalansi ve talasemi mutasyonlarinin dagiliminin
farkli bolgelere gore c¢esitlilik gostermesi, lilkemizin g¢esitli etnik gruplart bir arada

icermesinden dolayidir (Altay 2002).

87



Tasiyiciligin ve gebelik oranmin yiiksek oldugu iilkemizde talasemi ile miicadeleye ¢ok
Oonem verilmesi gerekir. Bu amag¢ dogrultusunda 30.12.1993 tarihinde 3960 sayili kanunla
“Kalitsal Kan Hastaliklar1 Kanunu” ¢ikmistir. Bu cercevede Saglik Bakanligina baglh
olarak Antalya, Antakya, Mersin ve Mugla’da 1994 yilinda talasemi merkezleri
kurulmusgtur. 2000 yilinda talasemi ve hemoglobinopati konusunda ¢alisan tiim merkezler
“Ana Cocuk Sagligi- Aile Planlamast ve Tedavi Hizmetleri Genel Miudirligi”
koordinatorliigiinde  “Ulusal Hemoglobinopati Konseyi’ni (UHK) kurmuslardir. Yine
2003 yilinda baslatilan programlardan biri de kan hastaliklar1 goriilme sikligi acisindan
riskli goriilen 33 ilde siirdiiriilmekte olan “Hemoglobinopati Kontrol Program1”dir. (Saglik
Bakanligt ACSAP Genel Miidiirliigii, Ankara, 2010). Ozellikle Akdeniz kiyr seridinde,
Cukurova, Marmara ve Ege bélgelerinde talasemi tasiyiciliginin sik goriildiigii, akraba
evliliginin oldukea sik oldugu (ortalama %20,9) (TUIK Aile Yapis1 Arastirmasi, 2006) ve
akraba evliliklerinin %70’nin 1. derece kuzenler arasinda oldugu iilkemizde programin
genel amaci, evlilik Oncesi tarama testleri ile hasta dogumunun engellenebilmesi ve
koruyucu  saghik  hizmetlerinin  saglanabilmesidir. =~ Saghk  Bakanligi, Ulusal
Hemoglobinopati Onleme Projesinde, 2005 yilindan buyana Ulusal Hemoglobinopati
Konseyi yerine kurulan Talasemi Federasyonu ile is birligi yapmaktadir. (Saglik Bakanligi
ACSAP Genel Mudiirliigii, Ankara, 2010).

Yaptigimiz ¢alismanin bir ayag: da “Il Saglik Miidiirliigii”niin “Ana Cocuk Saglig1 ve Aile
Planlamas1” (ACSAP) subesi kanali ile yiiritilmiistir. Ankara “ACSAP” sube
miudiirligiinde HPLC ile beta talasemi ve/veya orak hiicre anemi tastyicisi olarak
belirlenen bireyler boliimiimiize yonlendirilmistir. Gelistirdigimiz kitin rutin uygulamada

kullanimi ile yukarida belirtilen programin amacina da hizmet edecegi diistiniilmektedir.

Hemoglobinopatiler ve talasemi grubunda hastaligin molekiiler tanisi; taniyi
kesinlestirmede, hastay1 takip etmede, hastaligin prognozunu tahminde, aileye verilecek
genetik damgmanlikta ve prenatal tanida oldukga 6nemli bir yer tutmaktadir (Ozkimay

2010).

Gilintimiizde, PCR temeline dayali olan bir¢ok klasik molekiiler yontem talasemilerin
tanisinda kullanilmaktadir (Tiizmen ve Schechter 2001, Basak 2005, Keser 2007, Ozkimay
2010). Gendeki mutasyonlar hakkinda detayli bilgi edinmemizi saglayan DNA
teknolojisini kullanan bu yontemleri iki gruba ayirmak miimkiindiir; bilinen mutasyonlarin

analizinde kullanilan yontemler ve bilinen/bilinmeyen mutasyonlarin analizinde kullanilan
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yontemler (Hartwell vd 2005). Bilinen mutasyonlarin tespitinde kullanilan yontemler;
RFLP, ARMS , ASO, reverse dot-blot analizi, dot-blot analizi, real-time PCR, DNA dizi
analizi gibi yontemler sayilabilir. Diger grup ise denatiire edici jel elektroforezi, denatiire
edici yliksek performansh likit kromotografi gibi yontemlerle yapilan heteroduplex analizi
ve otomatik dizi analizi yontemlerini igerir (Tiizmen ve Schechter 2001, Basak 2005,

Keser 2007, Ozkimay 2010, Harteveld vd 2009).

Ulkemizde, 1980li yillarm sonlarindan itibaren hemoglobinopatilerin molekiiler tanisi
cesitli yontemlerle yapilmaya baslanmistir. Gliniimiize kadar, talasemi sendromlari
molekiiler diizeyde tanimlanmis, tanida kullanilan yontemler gelismis ve otomatize
sistemler devreye girmistir (www.thd.org.tr/doc/kurs_pdf/9_MSEK 12pdf, 2012).
Talasemilerin tanisinda ilk kullanilan yontemler dot-blot hibridizasyonu, ARMS ve RFLP
analizleridir ( Basak 2005).

Dot-blot hibridizasyonu, ARMS ve RFLP yontemleri giivenilir olmakla beraber 6zellikle
dogum Oncesi tamida Tiirk toplumu gibi, mutasyon cesitliligi ¢ok olan toplumlarda
uygulanmasi hizli ve kolay degildir. Ozellikle smirli sayida mutasyon igin kullanilan RFLP
yontemi, mutasyonlarin ¢ok cesitli olmasindan dolayr [ talasemi mutasyonlarinin analizi
igin etkin ve ekonomik degildir (Basak 2005,
www.talasemifederasyonu.org.tr/pdf/tani/cansinTedavi-9pdf.pdf,2012).

Caligmada yontem olarak kullandigimiz real-time PCR yonteminin bir ¢ok mutasyonu ayn1
anda caligmaya olanak vermesi nedeniyle, her bir mutasyon bolgesinde ayr1 PCR ve farkli
enzimlerle ayr1 kesim islemi gerektiren RFLP’ye gore olduk¢a avantajli oldugunu

diistinmekteyiz.

Tiirkiye’deki beta globin gen mutasyonlarinin tanisinda siklikla kullanilan kitlerden biri de
beta-globin StripAssay kiti (ViennalLab)’dir. StripAssay ters hibridizasyon yontemini
temel alan bir kittir (Yildiz vd 2005, Keser vd 2005, Giilbay vd 2009). Beta globin
StripAssay (Vienna Lab) kiti Tiirkiye’de talasemi tanisini biiyiik oranda kolaylastirmigtir
(Bilenoglu 1996). Kit, -87 (C>G), -30 (T>A), Cd 5 (-CT), hemoglobin C (Hb C),
hemoglobin S (Hb S), Cd 6 (-A ), Cd 8 (-AA), Cd 8/9 (+G), Cd 22 (7bp del), Cd 30 (G>C),
IVS 1.1 (G>A), IVS 1.2 (T>A), IVS 1.5 (G>C), IVS 1.6 (T>C), IVS1.110 (G>A), IVS
1.116 (T>G ), IVS 1-25 (25bp del), Cd 36/37 (-T), Cd 39 ( C>T), Cd 44 (-C), IVS 2.1
(G>A), IVS2.745 (C>G) olmak tizere toplam 22 mutasyonu tarayabilir (Basak 2005).
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StripAssay kitinin kullanildigi bes asamali ters hibridizasyon yonteminin ¢ok sayida
mutasyon tarayabilmesi gibi avantajlarinin bulunmasi yaninda zaman alici olmast ve

agaroz jel elektroforezi islemine ihtiya¢ duymasi gibi dezavantajlar1 da bulunmaktadir.

Tadmouri ve Altay’in StripAssay kiti kullanarak yaptiklari, Tiirk toplumundaki beta
talasemi mutasyonlarinin frekansimni arastiran genis kapsamli caligmalarina gore;
StripAssay kiti kapsamindaki mutasyonlar toplumumuzdaki beta globin mutasyonlarinin

yaklagik %84 linii icermektedir (Tadmouri 1998, Altay 2002).

StripAssay kitinin 22 beta globin mutasyonunu taradigini diislinlirsek, 6 mutasyon
bolgesini tarayabilen bizim gelistirdigimiz kitten 18 mutasyon fazlasini taradig
goriilmektedir. 22 mutasyon tarayarak Tirk toplumunda goriilen mutasyonlarin %84 linii
tarayabilen bu kit Tiirk toplumunda goriilen mutasyonlarin %76’sm1 kapsayan bizim
kitimize gore sadece %38’lik bir avantaj saglamaktadir. Ciinkii StripAssay Kitindeki fazla
olan 18 mutasyon i¢inde toplumumuzda nadir gorillen ya da hi¢ rastlanilmayan
mutasyonlar da s6z konusudur. Ayrica birgok yonteme gore pratik olan StripAssay Kkiti
(Giilbay 2009) PCR sonras islemlere gerek duymasi, ¢aligmanin daha uzun siirmesi gibi

nedenler ile bir real-time uygulmasina gore pratik gériinmemektedir.

Floresan isaretleme yontemleri kullanilmaya baslandiktan sonra, mutasyon
tanimlanmasinda DNA dizi analizi gelistirilmistir (Kotler vd 1994). DNA dizi analizi diger
ucuz ve pratik tan1 yontemleri ile mutasyonu bulunamayan fakat hemoglobin mutasyonu
tasidig1 disiintilenlere uygulanmaktadir. Daha ¢ok nokta mutasyonlarinin sik goriildigi
beta globin geni analizi i¢in bazi1 laboratuvarlarda ilk ydntem olarak
da kullanilmaktadir. Orneklerin hazirlanmasi ve sonuglarm okunmasi tecriibe gerektirir.
Dizi analizinde dikkatli bir gozle analiz yapilmalidir. Biiylik delesyonlarin neden oldugu
hemoglobin bozukluklari i¢in uygun degildir (Ozkmay 2010). DNA dizi analizi, beta
globin gen mutasyonlarinin tanimlanmasinda altin standart olmasinin yaninda zaman ve
emek gerektiren, maliyeti yliksek bir yontemdir. Mutasyonun arastirilmasinda, genel olarak
en sik gozlenen mutasyondan baslanarak, daha az goriilen mutasyonlara dogru bir inceleme
baslatilmali ve ailelerin geldikleri bdlgedeki mutasyon dagilimi da g6z Oniinde
bulundurulmalidir. Biitlin bunlar ele alinirsa talasemi mutasyonlarinin 6n taramasinda
DNA dizi analizi uygun bir yontem gibi gorlinmemektedir. Bunun i¢in daha hizli, kolay

uygulanabilir, kolay analiz edilebilir, nispeten diisiik maliyetli, giivenilir yontemlerin 6n
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taramada kullanimi tercih edilmelidir. Bunu yaparken de yontemin taradigi mutasyonlarin

uygulandig1 toplumda sik goriilen mutasyonlart kapsamasina dikkat edilmelidir.

Caligmamizi planlarken gelistirdigimiz kitin kolay uygulanabilir bir 6n tarama testi olmasi
ve toplumumuzdaki sik rastlanan beta globin mutasyonlarini taramasi goz Oniinde
bulundurulmustur. Test rutin uygulamaya konuldugunda da real-time ile mutasyonu
saptanmayan hasta DNA’larinin DNA dizi analizine gonderilip mutasyonunun belirlenmesi
diistiniilmiistir. Boylece real-time gibi bir yontemin kullanildigi 6n tarama testi ile
zamandan ve maliyetten tasarruf edilmesi DNA dizi analizinin bir iist basamak islem

olmas1 planlanmistir.

Ozetle dot-blot hibridizasyonu, ARMS, RFLP, DNA dizi analizi gibi tiim bu yontemler
taninin tamamlanmasi i¢in saatler hatta bazen gilinler alir. Klinik tani laboratuvarlar1 igin
hizli, dogru ve giivenilir bir genotiplendirme yapmak oldukca Onemlidir. Bu amagla
geligtirilen real-time PCR yontemi, talasemi mutasyonlarinin tanimlanmasinda da
kullanilmaktadir. Ayni anda bir¢ok mutasyonu tarayabilmesi, kolay, gilivenilir ve hizl
olmasi nedeniyle tercih edilen bir yontemdir (Vrettou 2003). Genotiplendirme sirasinda
tiipler acilmadan taniya gidildiginden dolay1 kontaminasyon riskinin oldukga diisiik olmasi

da real-time PCR yonteminin bir diger avantajidir (Reuter vd 2005).

Gelistirdigimiz real-time PCR kiti ile Tiirk toplumunda beta globin geninin sik goériilen 6
mutasyon bdlgesini ayni anda ve 1-1,5 saat gibi kisa bir siire icerisinde ¢alisabilmekteyiz.
Hizli sonug alabilme 6zellikle prenatal tani islemi dncesinde riskli ¢iftlerin mutasyonlarinin
tanimlanmasinda 6nem kazanmaktadir. Dolayist ile riskli ¢ift grubuna giren hastalarda
yapilacak On tarama testleri ic¢in real-time PCR olduk¢a uygun bir yontemdir. DNA
izolasyonu, PCR koyma agamas1 ve orneklerin cihazda kalma siiresi de dahil olmak iizere
ayni giin igerisinde hatta birka¢ saatte sonuca gidilebilmesi yontemi On plana
cikartmaktadir.  Ayrica kontaminasyonu ekarte edebilmek igin kit c¢alismalarimizin
timiinde DNA icermeyen negatif kontroller kullanilmistir ve caligmalarimizin higbir
asamasinda kontaminasyon ile karsilasilmamistir. Bu durum kontaminasyonsuz giivenilir

sonuglarin alindigimin gostergesidir.

Mutasyonlarin tanimlanmasinda kullanilan diger geleneksel metodlarla karsilastirildiginda
real-time PCR yonteminin diger bir avantaji da akrilamid ya da etidyum bromid gibi

oldukca mutajen kimyasallar kullanilmadan sonuglarin alinmasidir (Vrettou vd 2003).
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Gelistirdigimiz real-time PCR kiti bu anlamda laboratuvar calisanlar1 igin de fayda

saglayacaktir.

Piyasada beta talasemi mutasyonlarinin tanisinda kullanilan real-time PCR cihazlarindan
biri de LightCycler sistemidir. LightCycler, real-time PCR teknolojisini kullanan beta
talaseminin prenatal tan1 uygulamalar1 i¢in olduk¢a uygun bir cihazdir. LightCycler, 3 saat
gibi kisa bir siirede sonug alinan diger giincel metodlarla karsilastirildiginda olduk¢a hizli
ve fiyat etkin bir real--time PCR uygulama cihazidir (Vrettou 2003). LightCycler
sisteminin bir uygulamasinda spesifik olmayan yalmzca ¢ift zincirli DNA’ya
baglandiklarinda floresans veren boyalar (SYBER Green [ boyalar1) kullanilir.

Amplifikasyon iiriinlerinin analizi “melting curve” (erime egrisi) analizi ile yapilmaktadir.

Bizim testimizde TagMan problar kullanilmaktadir. TagMan prob yontemi nispeten kolay

dizayn ve optimizasyonla gerceklestigi icin hem ekspresyon profilinin ¢ikarilmasinda hem

de allelik diskriminasyonda kolaylikla kullanilir (Gut vd 1999).

Altay, Tiirk toplumundaki beta talasemi mutasyonlarini belirlemek amaciyla yaptigi bir
calismada; 206 beta talasemi major, 111 beta talasemi intermedia ve 430 heterozigot
tasiyic1 bireyi incelemistir. Yontem olarak ARMS ve DNA dizi analizi yontemlerini
kullanmigtir. Sonug olarak; Tiirk toplumunda en yaygin mutasyon olarak IVSI-110 (G>A)
(%41) bulunmustur. Bunu izleyen beta talasemi mutasyon frekanslarini ise sirasiyla IVSI-6
(T>C) (%10,3), IVSII-1 (G>A) (%8,1), IVSII-745 (C>G) (%6,2) ve IVSII-1 (G>A) (%5,7)
olarak belirlemistir. Calismada belirlenen bu 5 mutasyonun Tiirk toplumunda goriilen

toplam beta talasemi mutasyonlarinin %71,18’ni olusturdugu tespit edilmistir.

Tadmouri ve arkadaslar1, calismalarinda Ankara, izmir, Adana ve Antalya illerindeki farkli
hastanelerin katilimiyla beta talasemi ve Hb S tasiyicisi olan toplam 795 kromozom
calismislardir. Calistiklar1 bolgelerde en yaygin goriilen mutasyonlarin tespit edilmesi igin
oligontikleotid problarla birlikte ARMS ve DGGE yontemlerini de kullanarak 31 farkli
mutasyon tespit edebilmislerdir. Bu ¢aligmada en yaygmn mutasyon olarak IVSI- 110
(%39,3) bulunurken, bunu izleyen mutasyonlar sik goriilme frekansina gore IVSI-6 (T>C)
(%10,1), FSC-8 (-AA) (%5,5), IVSI-1 (G>A) (%5,0), IVSII- 745 (C>G) (%5,0), IVSII- 1
(G>A) (%4,7), Cd39 (C>T) (%3,8), -30 (T>A) (%3,1), FSC-5 (-CT) (%2,2) olarak

siralanmigtir. Geriye kalan diger beta talasemi mutasyonlarmin toplam frekansini ise %2
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olarak tespit etmiglerdir. Hb S mutasyonunun goriilme sikligini ise %4,9 olarak

belirlemiglerdir (Tadmori vd 1998).

Giilbay ve arkadaslar1 Malatya bolgesinde yaptiklari calismalarinda beta-talasemi tanisi ile
refere edilen 38 olgunun beta globin geninde StripAssay kiti kullanarak yaygin
mutasyonlar olan (-87 (C>G), -30 (T>A), Cd 5 (-CT), hemoglobin C (Hb C), hemoglobin
S (Hb S), Cd 6 (-A ), Cd 8 (-AA), Cd 8/9 (+G), Cd 22 (7bp del), Cd 30 (G>C), IVS1-1
(G>A), IVS1-2 (T>A), IVS1-5 (G>C), IVS1-6 (T>C), IVS1-110 (G>A), IVS1-116 (T>G
), IVS1-25 (25bp del), Cd 36/37 (-T), Cd 39 ( C>T), Cd 44 (-C), IVS2-1 (G>A), IVS2-745
(C>G)) mutasyonlarin1 aragtirmiglardir. Calisilan olgularin 32 (%84,2)’sinde beta-globin
geni mutasyonlarint saptamislardir. Calismanin sonuglarma gore; IVS1-110 (G>A)
mutasyonu, Tiirkiye’nin diger bdlgelerinde oldugu gibi en yaygin mutasyon olarak
belirlenmistir. Homozigot veya heterozigot hastalarda 1VS1-110 (G>A), IVS1-1 (G>A),
IVS2-1 (G>A), Cd 8 (-AA) ve Cd 8/9 (+G) mutasyonlarinin frekanslart sirasi ile %474,
%15,8 ve %7,9’dur. Cd 44 (-C) mutasyonu %5,3 olarak belirlenirken Cd 5 (-CT), Cd 22
(7bp del) ve Cd44 (-C) mutasyonlar1 nadir rastlanan mutasyonlar olarak tanimlanmistir
(Gtilbay vd 2009).

Yilmaz ve arkadaslar1 tarafindan yapilan ¢alismada 35 talasemili olguda ARMS yontemi
ile yapilan mutasyon analizleri sonucunda IVSI-110 mutasyonu en yiiksek oranda
(%32,85) gozlenmistir. Bunu izleyen mutasyonlar ise IVSI-6 (%7,14), IVSI-1 (%7,14) ve
IVSII-745 (%4,28) olarak rapor edilmistir (Yilmaz vd 2000).

Oner ve arkadaslarinin Tiirkiye genelinde yaptiklari bir calismada yaygin olarak goriilen
mutasyon tipleri sikliklarini su sekilde rapor etmislerdir; IVS1-110 (% 42,5), IVS1-6 (%
18), IVS2-1 (% 11,5), Cd 8 (%7,14), Cd 39 (% 6), IVS2—745 (% 4,4), IVS1-1 (% 2,5), -30
(% 2,2) ve Cd 5 (% 1,1) dir (Oner vd 2000).

Tirkiye’de yapilan tiim bu calismalar goz 6niinde bulundurularak gelistirecegimiz kitin
kapsayacagi beta globin mutasyonlarma karar verilmistir. Bunun icin beta talasemi
mutasyonlarindan IVSI-110 (G>A), IVSI-6 (T>C), [IVSII-1(G>A), IVSII-745(C>G),
IVSI-1(G>A) 5 mutasyon ve orak hiicreli anemiye neden olan Hb S mutasyonu olmak

lizere toplam 6 mutasyon test kapsamina alinmistir. Test i¢eriginde bulunan bu 6 mutasyon
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Tiirk toplumundaki beta globin geni mutasyonlarinin toplamda %76’sin1 olusturmaktadir

(Altay 2002).

Calisma 13.888#’lik bir biitge ile desteklenmistir. Bunun yaklagik 2000 +’si DNA dizi
analizi i¢in ayrilmistir. Geriye kalan 11.888 #’nin 4510%’si real-time PCR igin 6zel olarak
tasarlanan primer ve prob siparisinde kullanilirken, 637 £’si DNA izolasyon kiti i¢in, 6740
£’side sarf malzeme i¢in kullanilmistir. 21 kontrol ve 100 hasta Ornegini igeren
calismamiz optimizasyon asamalarida diisiiniilerek en az 200 6rnek iizerinden c¢alisma
yapilacak sekilde planlanmistir. Dolayisi ile burada verilen fiyatlar 200 6rnek i¢indir. Real
time PCR yonteminin temel asamanin primer ve prob oldugunu disiiniirsek en az 200

Ornegi calisacak primer ve prob maliyetide olduk¢a uygun gériinmektedir.

Gelistirdigimiz kit kapsamina Oncelikle 6 mutasyon bolgesi dahil edilmistir. Caligmada
kullanilan 96 (12x8) kuyucuktan olusan real-time PCR cihaz1 (Applied Biosystems, 7500)
tek bir yatay sirada bir hasta calismaya olanak vermektedir. Ciinkii her bir mutasyon
bolgesi i¢in normal ve mutant bolgeyi saptayacak iki miks olusturulmakta ve dolayisi ile
her bir hasta i¢in bir mutasyon bolgesi iki kuyucukta calisilmaktadir. Sonug olarak bir
hastanin 6 mutasyonunu caligabilmek i¢in 12 kuyucuga ihtiya¢ duyulmaktadir, bu da bir
yatay siray1 kapsamaktadir. Bu durum calismay1 pratiklestirse de ileriki zamanlarda kit

igerisinde bakilan mutasyon sayisi arttirilabilinir.

Gelistirdigimiz kit i¢inde house-keeping bir gen olan GAPDH (GcheraIdehyde-S-
Phosphate Dehydrogenase) genine ait primerlerin bulundugu internal kontrol
kullanilmistir. Dolayist ile her bir mutasyon bdolgesi i¢in multipleks PCR seklinde ¢aligsma
yapilmistir. Sonuglar analiz edilirken Oncelikle internal kontrollerin calisip ¢alismadigi
degerlendirilmis daha sonra ilgili mutasyon bdlgelerinin pikleri analiz edilmistir. Tiim
caligmalarda internal kontroller gayet basarili c¢alismis ve bu durum sonuglarin

giivenilirligini arttirmistir.

Kitin validasyonlar1 ve orneklerin ¢alisilmasi sirasinda pozitif kontrol olarak kullanilacak
olan Onceden sonuglar1 bilinen ve sekans ile teyit edilen 21 kontrol DNA Ornegi

gelistirdigimiz kit ile ¢calisildiginda tiimiiniin sonuclar1 %100 dogrulukla bulunmustur.
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Kitin validasyon c¢aligmalar1 tamamlandiktan ve kitin ¢alistifindan emin olunduktan sonra
100 DNA 06rneginin (tasiyict ya da hasta bireylere ait) caligmasi yapilmistir. Caligsmalar
planlanirken her bir mutasyon bdlgesi i¢in bir pozitif bir negatif kontrol ile internal
kontroller kullanilmistir. Boylelikle hem kitin ¢alistigindan hem de kontaminasyonun

ekarte edildiginden emin olunarak giivenilir ¢alismalar yapilmistir.

Calismalar sonucunda 100 o6rnegin 73’iinde mutasyon belirlenirken, 27 hastada kit
kapsamindaki mutasyonlar belirlenememistir. Calistigimiz mutasyon bolgelerinin Tiirk
toplumunda goriilen beta globin geni mutasyonlarinin %76’sin1 (Tadmouri vd 1998, Altay
2002) kapsadigini diisiintirsek %73’1liik sonucla amacimiza yaklagmis oluyoruz. Tiirkiye'de
yapilan diger calismalarda oldugu gibi (Tadmouri vd 1998, Yilmaz vd 2000, Oner vd 2000,
Altay 2002, Giilbay vd 2009) bizim c¢alismamizda da en yiiksek oranda goézlenen
mutasyonun 1VSI-110 (G>A) oldugu belirlenmistir. Diger mutasyonlar ise siklik sirasina
gore su sekildedir; IVSII-1 (G>A), Hb S, IVSI-1 (G>A), IVSI-6 (T>C), IVSII-745 (C>G).
IVSI-110 (G>A) mutasyonu disindaki mutasyonlarin goriilme sikliklarinin ise bolgelere

gore farkliliklar gosterdigi goriilmektedir.

Gelistirdigimiz test ile real-time PCR’da mutasyon belirledigimiz ve belirleyemedigimiz
orneklerden rastgele se¢ilmis Orneklerin mutasyon sonuglarinin teyit edilmesi amaci ile
IVSI-1 (G>A) , IVSI-110 (G>A), IVSI-6 (T>C), IVSII-1 (G>A), IVSII-745 (C>G), Hb S
mutasyonlarini tagiyan Ornekler ve mutasyon saptanmayan DNA oOrnekleri DNA dizi
analizine gonderilmistir. Gelen sonuglar analiz edilmis ve timii gelistirdigimiz kitin real-
time PCR sonuglar ile tutarli bulunmustur. Boylece sonuglarin dogrulugu kanitlanmis ve

testin glivenilirligi gosterilmistir.

SONUC
Beta globin geninin Tiirk toplumunda en sik goriilen mutasyonlar1 gelistirdigimiz kit

kapsami i¢ine alinmustir.

Real-time PCR’1n klasik molekiiler yontemlere gore pek ¢ok avantaji bulunmaktadir. Real-
time PCR ile kisa silirede sonu¢ alinabilmesi sistemin en onemli avantajlarindan biridir.
Bizim calismamizda real-time PCR yontemi ile zaman tasarrufu saglanmis, kontaminasyon
riski de en az seviyeye indirilmistir. Biitiin ¢calisma tek tiip igerisinde yapilabildigi i¢in

PCR sonrast jel elektroforezi gibi islemlere de gerek kalmamustir.
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Topluma ve hastaya olan maliyeti azaltmasi, %100 giivenilirlikle c¢alismasi ve
tekrarlanabilirliginin yiiksek olusu agisindan biiylik bir avantaj saglayacagr ve rutin
kullanimda uygulanabilir bir kit olacagi diisiiniilmektedir. Ayrica ileride yeni primer ve
prob tasarimlari ile calisilan mutasyon sayist arttirilip kitin daha kapsamli hale getirilmesi

amaclanmaktadir.

Toplam B globin gen mutasyonlarin %76’sin1 kapsayan bir kit gelistirmeyi planladigimiz

calisma sonucunda 6rneklerin %73’iinde mutasyon belirleyerek iyi bir sonuca ulagilmistir.

Sunulan bu tez ¢aligmasi ile hemoglobin elektroforezi ya da HPLC ile tastyici/ hasta
oldugu saptanmis kisilerin mutasyonlarint molekiiler diizeyde belirleyen, kesin, basit, hizli
ve dislik maliyetli tan1 konulmasini saglayan gilivenilir bir kit gelistirdigimizi

diisiinmekteyiz.
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EKLER

EK 1: Bilgilendirilmis Goniillii Olur Formu

GAZIi UNIVERSITESI TIP FAKULTESI

GENETIK MATERYAL UZERINDE YAPILACAK ARASTIRMALAR

BILGILENDIRILMIiS GONULLU OLUR FORMU

Arastirma Projesinin Adi: Tiirk toplumunda Beta Talaseminin Hizli, Ucuz, Etkin ve
Giivenilir Yontemle Taranmas1 Amaciyla Tarama Testi Gelistirilmesi

Sorumlu Arastiricinin Adi: Prof. Dr. E. Ferda Pergin
Diger Arastiricilarin Adi:  Prof.Dr.Hatice Ilgin Ruhi
Dr. Halil Kara

Dr.Jale Oztiirk

Dr. Deniz Reisoglu Cakmak
Hem.Talihanur Aydogmus

Uzm. Bio Derya Karaer

Destekleyici (varsa): Gazi Universitesi Rektorliigii Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi

“Tilirk toplumunda Beta Talaseminin Hizli, Ucuz, Etkin ve Giivenilir Ydntemle
Taranmasi Amaciyla Tarama Testi Gelistirilmesi” isimli bir ¢calismada yer almak iizere
davet edilmis bulunmaktasiniz. Bu ¢aligma, arastirma amaci ile yapilmaktadir. Calismaya
katilma konusunda karar vermeden once arastirmanin neden ve nasil yapildigini, sizinle
ilgili bilgilerin nasil kullanilacagini, ¢alismanin neler i¢erdigini, olas1 yararlarini, risklerini
ve rahatsizliklarint bilmeniz 6nemlidir. Liitfen agagidaki bilgileri dikkatlice okumak i¢in
zaman ayirin ve bu bilgileri ailenizle ve/veya doktorunuzla tartigin. Calisma hakkinda tam
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olarak bilgi sahibi olduktan sonra ve sorularmiz cevaplandiktan sonra eger katilmak
isterseniz sizden bu formu imzalamaniz istenecektir.

1. Genetik calismanin amaci ve dayanagi nelerdir; benden baska kac¢ Kkisi bu
calismaya katilacak?

a. Neden ozellikle bu kisi / hasta secilmistir?

Bu caligmaya davet edilmenizin nedeni sizde Hb (hemoglobin) elektroforezi / HPLC ile
beta talasemi ve/veya orak hiicreli anemi tastyiciligi/hastasi tanist konmasidir. Katiliminiz
ile beta talasemi ve orak hiiceli anemi i¢in Tirkiye’de sik goriilen mutasyonlari
belirleyebilen giivenilir bir test gelistirmeyi hedefleyen bir arastirma gerceklestirilecektir.

b. Calismanin onemi ve gerekliligi nelerdir?

Talasemilerin en sik goriilen tipleri alfa ve beta talasemidir. Alfa talasemi daha
ziyade Uzak Dogu’da goriiliirken, beta talasemi Akdeniz iilkeleri ve Tirkiye’de sik
gozlenen tek gen hastaliklarindandir. HBB ( Beta globin ) geni olarak adlandirilan gende ki
tek tip bir mutasyonun (genetik degisiklik) neden oldugu orak hiicreli anemi’nin aksine
beta talasemi’ye ¢ok sayida mutasyon (genetik degisiklik) neden olmaktadir. Beta
talasemideki bu genetik degisiklikler normalden kiigiik yapili kirmizi kan hiicrelerine ve
hemolitik kansizliga neden olur. Tiirkiye’de yaklasik 1.300.000 kisinin talasemi tasiyicisi
ve 4000 civarinda kisinin de talasemi hastas1 oldugu belirlenmistir. Yapilan ¢alismalarda
gebeliklerin %22’sinde test ihtiyaci olacagi hesaplanmigtir. Ulkemizde akraba evliligi
(ortalama %20.9) ve dogurganlhigin yiiksek oranda olmasi bu hastaliktan etkilenen birey
sayisinda ki artigda onemli etkenlerdir. Tasiyiciligin ve gebelik oraninin oldukca yiiksek
oldugu iilkemizde talasemi mutasyonlarinin saptanmasi i¢in yeni yontemler uygulanmasi

zorunlulugu ortaya ¢ikmaktadir.

Beta talasemi tanisi igin izlenen yol asagidakileri icerir: Oncelikle basit ve genis
6l¢iide Hb (hemoglobin) elektroforezi gibi standart yontemler uygulanir. Bu yontemlerle
tasiyici ciftler biiyiik bir Olclide saptanabilir fakat bu yontem mutasyonla ilgili fikir
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vermez. Tasiyict ¢iftlerde ¢ocuk sahibi olmadan dogum oOncesi tani i¢in mutasyonun

belirlenmesi gerekir. Molekiiler yontemlerle tasiyici ¢iftlerin kesin tanist konabilir.

Calismaya katiliminiz ile beta talasemi ve orak hiicreli anemi tasiyicisi/hasta oldugu
saptanmis olan kisilerde molekiiler genetik analizlerin yapilmasi ile kesin, basit ve hizli
tan1 konulmasimi saglayan ve HBB genindeki (genetik degisimleri beta talasemive orak
hiicreli anemiye neden olan gen) mutasyonlarin %76’ni kapsayacak hizli, diisiik maliyetli

ve glivenilir bir tarama testi gelistirilmesini amaglayan bir ¢alisma gergeklestirilecektir .

C. Calismaya toplam kag kisinin katilmasi planlanmaktadir?

100 tastyici/hasta kisinin, 21 kontroliin katilimi planlanmaktadir.

2. Bu genetik ¢calismaya katilmalh miyim?

Bu caligmada yer alip almamak tamamen size baglidir. Eger katilmaya karar verirseniz bu
yazili bilgilendirilmis olur formu imzalanmak i¢in size verilecektir. Su anda bu formu
imzalasaniz bile istediginiz herhangi bir zamanda bir neden gdstermeksizin calismayi
birakmakta 6zglirsiiniiz. Boyle bir karar vermeniz durumunda tibbi bakiminiz bu durumdan
etkilenmeyecektir.

3. Genetik arastirma nasil yapilacak?

a. Hangi 6rnek (ler) alinacak ve nasil alinacak ?

Arastirmaya katilmayr kabul ederseniz, kolunuzdan 1 tiip (5-ml) kan alinacaktir..
Genellikle bir tek drnekleme yeterlidir ancak bu agamada basarisiz olundugunda bir kez
daha kan vermeniz istenebilir.
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b. Ornekte neler arastirilacak ?

HBB genindeki (genetik degisimleri beta talasemi ve orak hiicreli anemiye neden

olan gen) mutasyonlarin %75 ni kapsayacak bir tarama testi olusturulacaktir.

C. Ornekler nerede calisilacak?

Toplanan kanlar Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Genetik Anabilim Dali
Molekiiler Genetik Laboratuvarinda ¢alisilacaktir.

d. Genetik ornegin gelecekte nasil imha edilmesi planlaniyor ?

Genetik drnekler Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Genetik Anabilim Dali’nda
saklanacaktir.

4.Tarafimdan alinan 6rnekler gelecekte de kullamlabilecek mi?

Tarafinizdan alinan 6rnegin saklanmasi ve ileride yapilacak diger caligmalarda
kullanim1 ancak sizin izninize tabidir. Bu 6rnekler uzun yillar isminiz (kimlik bilgileriniz)
korunmak ya da yok edilmek kayd: ile saklanabilir. Liitfen asagidaki seceneklerden size
uygun olan bir tanesini igaretleyiniz.

1- ] Tarafimdan alinan kodlanmis* Srnegin yalnizca Onerilen calisma i¢in kullanimini

onayliyorum; ileride yapilmasi olas1 diger ¢caligsmalar i¢in onay vermiyorum.

2- [ ] Tarafimdan alman kodlanmig 6rnegin yalnizca oOnerilen ¢alisma i¢in kullanimim

onayliyorum,; ileri ¢aligmalar i¢in tekrar bilgilendirilmek ve yeni onay vermek istiyorum.
3- [J Tarafimdan alman kodlanmis Ornegin, arastirma konusuyla baglantili diger

calismalarda kullanimin1 onayliyorum, ancak farkli ¢alismalar i¢in tekrar bilgilendirilmek
ve yeni onay vermek istiyorum.
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4- [ ] Tarafimdan alinan kodlanmis 6rnegin Onerilen ¢alisma i¢in kullanimini onayliyorum,

ve gelecekte de her tiirlii genetik ¢alismada anonim (kimligim ile baglantisiz) olarak
kullanilmasini onayliyorum.

*Kodlanmis 6rnek: Sizden alinan 6rnege bir kod numarasi verilir. Kod numarasini yalnizca

arastirict bilir ve sizin kimlik bilgilerinize yalnizca arastirici ulagabilir. Boylece kimlik
bilgileriniz gizli tutulmus olur.

5. Calismanin riskleri nelerdir?

a. Kan alinmas: sirasinda olusabilecek riskler: Igne batmasina bagl olarak az bir aci
duyabilirsiniz ve kolda morarma olabilir. Diislik bir olasilik da olsa igne batmasi
sonrasinda kanamanin uzamasi, veya enfeksiyon riski vardir.

b. Yapilacak genetik teste bagli olusabilecek riskler: Yapilan testler sizin veya
ailenizin bir ferdinin ileriki bir zamanda bu genetik hastaliktan etkilenebilecegini
ortaya ¢ikarabilir. Bu bilginin kotiiye kulanilmasi sizi ekonomik ve sosyal yonden
etkileyebilecegi gibi, bdyle bir hastaliga sahip oldugunuzu o6grenmeniz sizi
psikolojik yonden de olumsuz etkileyebilir.

6. Caliymanin yararlar nelerdir?

Caligma sonunda herhangi bir genetik degisim bulunabilirse, ¢iftlere gebeliklerinde saglikli
cocuk sahibi olmakla ilgili daha agik genetik danigmanlik verilebilecektir.

Calisma sonunda gelistirilecek test ile Tirk toplumundaki beta talasemi ve orak hiicre
anamisine neden olan mutasyonlarin tanisi kisa zamanda, etkin, diisiik maliyetle ve
giivenilir sekilde konacaktir.

7. Kisisel bilgilerim nasil kullanilacak ?

Calisma doktorunuz, arastirmada yer alan diger arastiricilar kisisel bilgilerinizi,
arastirmayi ve istatistiksel analizleri yiiriitmek i¢in kullanacaktir ancak kimlik bilgileriniz
gizli tutulacaktir. Size ait bulgular iigiincii kisilere, onaymiz disinda hicbir sekilde
aciklanmayacaktir. Calismanin sonunda, size ait tiim sonuglar hakkinda bilgi istemeye
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hakkiniz oldugu gibi boyle bir bilgiyi 6grenmeyi reddetme hakkiniz da vardir. Liitfen
asagidaki kutucuklardan size uygun olani isaretleyiniz:

| Bu calismada elde edilecek kendimle ilgili bilgileri 3grenmek istiyorum

|| Bu calismada elde edilecek kendimle ilgili bilgileri 53renmek istemiyorum.

Kendinizle ilgili genetik bilgiyi 6grenmeyi segmeniz durumunda size (varsa) sagaltim ile
ilgili bilgiler ve genetik danismanlik hizmeti verilecektir.

Calisma sonuglar1 caligsma bitiminde tibbi literatiirde yayimlanabilecektir ancak kimliginiz
aciklanmayacaktir.

8. Bu ¢calismaya katilmamin maliyeti nedir ?

Caligmaya katilmakla parasal yiik altina girmeyeceksiniz ve size de herhangi bir 6deme
yapilmayacaktir.

9. Calismanin ticari bir yonii var mdir?

Goniilliillerden elde edilen bilgilerden, tibbi testler ya da tedaviler gelistirilebilmesi gibi
ticari bir fayda saglanabilir. Boyle bir durum olursa, goniilliller herhangi bir sekilde ticari
gelir temin etmeyeceklerdir.

10. Gorecegim olasi bir zarar durumunda ne yapilacak ?

Arastirmadan dolay1 katilimemin gorecegi olasi bir zararda bunun sorumlulugunun ve giderilmesi
icin gerekli her tirlii tibbi miidahalenin yapilacagini; bu konudaki tim harcalamalarin
iistlenilecegini bilmelisiniz.

11. Daha fazla bilgi, yardim ve iletisim icin kime basvurabilirim ?
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Arastirma ile ilgili bir sorununuz oldugunda ya da calisma ile ilgili ek bilgiye gereksinim
duydugunuzda asagidaki kisi ile liitfen iletisime geciniz.

ADI . Derya Karaer
GOREVI : Uzman Biyolog

TELEFON : 0312 2024707

(Katilimcinin/Hastanin Beyani)

GUTF Tibb1 Genetik Anabilim dalinda, Uzm. Bio. Derya Karaer Tarafindan genetik bir
arastirma yapilacagi belirtilerek bu arastirma ile ilgili yukaridaki bilgiler bana aktarildi ve
ilgili metni okudum. Bu bilgilerden sonra bdyle bir arastirmaya “katilimc1” olarak davet

edildim.

Arastirmaya katilmam konusunda zorlayici bir davranigla karsilasmis degilim. Eger
katilmay1 reddedersem, bu durumun tibbi bakimima ve hekim ile olan iliskime herhangi bir
zarar getirmeyecegini de biliyorum. Projenin yiiriitiilmesi sirasinda herhangi bir neden
gostermeden arastirmadan cekilebilirim. (Ancak arastirmacilar: zor durumda birakmamak
icin arastirmadan ¢ekilecegimi onceden bildirmemim uygun olacagimin bilincindeyim).
Ayrica tibbi durumuma herhangi bir zarar verilmemesi kosuluyla aragtirmaci tarafindan
arastirma dis1 da tutulabilirim.

Ister dogrudan, ister dolayli olsun arastirma uygulamasindan kaynaklanan nedenlerle
meydana gelebilecek herhangi bir saglik sorunumun ortaya ¢ikmasi halinde, her tiirlii tibbi
girisimin saglanacagi konusunda gerekli giivence verildi. (Bu tibbi girisimlerle ilgili olarak
parasal bir ylik altina girmeyecegim).

Arastirma sirasinda bir saglik sorunu ile karsilastifimda; herhangi bir saatte,
Prof.Dr.E.Ferda Pergin’ i ‘Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Genetik Anabilim
Dali’nda bulabilecegimi ve 03122024636 numarali telefondan arayabilecegimi biliyorum.
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Bana yapilan tiim agiklamalar1 ayrintilartyla anlamis bulunmaktayim. Bu kosullarla s6z
konusu genetik arastirmaya kendi rizamla, hi¢ bir baski ve zorlama olmaksizin, goniilliiliik
icerisinde katilmay1 kabul ediyorum.

Imzali bu form kagidinin bir kopyas1 bana verilecektir.

Katilhme
Adi, soyadi:
Adres:

Tel:

Imza:

Tarih:

Goriisme tamigi
Adi, soyadz:
Adres:

Tel:

Imza:

Tarih:

Katilime ile goriisen hekim
Adi soyadi, unvani:

Adres:
Tel:
1mza:

Tarih:
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Ek 2: Calismanin Etik Kurul Karari

. TG,
GAZI UNIVERSITESI
TIP FAKULTESI DEKANLIGI

ONIVERSITES!

Sap  :B302GONO20 — 26 3T

Konu _ZOJ(AT 20..“

Saymn P{“oj, ﬁr, ‘,E Ferc/q ;‘£R¢//5/

Proje Yiriitiiciisi

Fakiiltemiz Klinik Aragtirmalar Etik Kurulu’nun 23 Mart 2011 tarihinde yapmig
oldugu toplant kararlan ekte sunulmustur.

Bilgilerinizi rica ederim.,

Pro 3 TALI

ekan Yardimcisi

Gaz Universitesi Tip Fakiiltesi Dekanliy 06510 Besevier / ANKARA Tel :0:312:202 69 70
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GAZi UNIVERSITESI KLINIK ARASTIRMALAR ETIK KURULU
DEGERLENDIRME FORMU

DEGERLENDIRME KURULUNUN ADI Gazi Universitesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu
ACIK ADRES Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Dekanlik Binas: 06500 Besevler/Ankara
TELEFON 0312 202 69 58
FAKS 0312202 46 73
E-POSTA tipetikkur j.edu.tr
ARASTIRMA Tiirk toplumunda Beta Talaseminin Hizh, Ucuz, Etkin ve Glivenilir
NIN AGTE. AR Yontemle Taranmasi Amaciyla Tarama Testi Gelistirilmesi
SORUMLU ARASTIRMACI
UNVANUADISOYADI Prof.Dr.E.Ferda PERCIN
BASVURU UZMANLIK UZMANLIK TEZI[] | AKADEMIK AMAGLI[]
BILGILERI TEZVAKADEMIK AMAGLI
. DIGER [ [(Bireysel Arastrma Projesi)
ILAC DISI X | BJILAC DISI GIRISIMSEL:
ARASTIRMA | (B.3) genetik materyalle yapilacak arastirmala:
[JILAC DISI GIRISIMSEL OLMAYAN:
Beige Adi Taribi | Versbon Dil
DEGERLENDIRILEN ARASTIRMA
BELGELER PROTOKOLU Titrkge [J  Ingilizce Diger
BIL. GONULLU s 7
OLUR FORMU Tirkge B4 Ingilizece [] Diger [}
Belge Ady Agiklama
DEGERLENDIRILEN
. ARASTIRMA BUTCES!
DIGER BELGELER SIGORTA
KARAR ‘Karar No: 20 Toplant: tarihi: 23.03.2011
BILGILERI .
Universitemiz Tip Faktlltesinde Prof.Dr.Ferda E. Pergin'in sorumlulufunda yapilmasi
tasarlanan ve yukaridaki kiinyede kayith bagvuru bilgileri verilen, Bireysel Aragtrma Projesi klinik
aragtirma bagvuru dosyasi ve ilgili belgeler arastirmanin gerekge, amag, yaklagim ve ydntemleri
dikkate ahnarak incelenmis olup aragtirmanin gergekiestirilmesinde etik sakinca bulunmadiing ve
“biitgesi diginda” uygun olduguna, G.U.T.F. Klinik Aragtrmalar Etik Kurulu tiyelerinin oybirligi ile
karar verilmigtir
Etik Kurulun karan, projenin biltgesi Bilimsel Aragtima Projeleri Komisyonu (BAP)
tarafindan kabul edildigi takdirde yilriirlige girecek olup, BAP kararmin Kurulumuza bildirilmesi
gerekmektedir.
ETIK KURUL BILGILERI
Ditnya Tip Birligi Helsinki Bildirgesinin son versiyonu, lyi Klinik Uygulamalan (Uluslararasi ICH-
GCP,) IKU kilavazu ve bununla ilgili 2001/20/EC ve 2005/28/EC sayih Avrupa Birligi direktifleri
CALISMA ESASI Biyoloji ve Tibbin uygulanmasi bakimindan Insan Haklan ve Insan haysiyetinin korunmasi

sozlesmesi ve Insan Haklan ve Biyotip Stzlesmesinin onaylanmasinin uygun bulunduguna dais
kanun (9.12.2003 tarihli 25311 sayih Resmi Gazete), 2547 sayih Yiksekdgretim Kanunu
(06.11.1981 tarihli 17506 sayilh Resmi Gazete).

IK KURUL BASKANI UNVANIVADUSOYADE: Prof.Dr.Canan ULUOGLU

_E‘"____Q.________i_
ETiK KURUL UYELERI]

Unvani/Adi/Soyadi Uzmanlik Alani Kurumu  Cinsiyet | lligki* | Katiim ™ imza
GUTF 7
whaerc -~ ,"$,’<","’,L, uoGLY Tibbi Farmakoloji | Tibbi Famakoloji | K U PN ER U | _Ae
AD C
J
N
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W.Dr.m Q’%URM Fizyoloji F.S,f.;;;rio, -
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PM.D(.%!;&; TURKOZ Rm:;ag w n:g;.&: d:: If.‘;' | G
Prof. m.mm ERSAN Farmasotk Kimya (EZ,,E,’Z.,
Farmasdtik Kimya
Prof. or.sée:g AYCAN Halk Saghg mmi'%:&f AD
me.or.w KAVUTCU Tibbi Biyokimya 'rmo? Bzyékinyl
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ProtDr Gl 602 E'ﬁ,u,,%. hmﬁﬁ,ﬁ;f. AD.
m,mm POYRAZ Tibbi Patoloji mf bmA.D
m&‘mﬂ' GOBANOGLU Tip Etigi ve Tip Tarihi T-p%i‘;ﬁm i
Tarihi A.D
Do O il DEMREL : Adi Tip A ¥
Dog.Or Metin YILWAZ S MKT: s AD
Hm.uw GELIR Hukuk Migavirigi m% &
Emine OYsEEKER Sivil Temsilci Sivil Temsilci i o il
* :Arastima ile lligki
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Ek 3: Projeye Ait Sozlesme Protokolii

——
Form-3 "
GAZI UNIVERSITESI
BILIMSEL ARAQI_'HRMA PROJELERI
PROTOKOLU
Proje Kod No :01/2011-37
Proje Yoneticisi : PROF.DR. FERDA EMRIYE PERGIN
Proje Adi : Tlrk toplumunda Beta Talaseminin Hizli, Ucuz, Etkin ve Givenilir Yéntemle Taranmas!
Amactyla Tarama Testi Gelistiriimesi
TARAFLAR

1. Resmi Gazete'nin 10.04.2002 tarih ve 24722 sayilh niishasinda yayinlanan 2547 sayill Kanun'nun 4684 sayili
Kanun'la degisik 58. maddesi geregince kurulan Gazi Universitesi Bilimsel Arastima Projeleri (BAP) ita Amiri
Prof. Dr. Metin AKTAS ile yukarida Adi ve Soyadi yazili Proje Yéneticisi PROF.DR. FERDA EMRIYE PERCIN
arasinda asagidaki sartlaria bir arastirma projesi protokoll yapilmistir.

SOZLESMENIN KONUSU

2. Bu sozlesmenin konusu, ekli aragtirma projesi bagvuru formunda aynntilar: verilmis olan projenin Bilimsel Arastirma
Projeleri tarafindan desteklenmesidir.

PROJE YONETICISININ GOREVLERI

3. Projenin Gazi Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Hazirama ve Degerlendirme Yénergesi'nde belirtilen
esaslara bagl kalarak protokole ekli arastirma projesi basvuru formunda belirtilen program icinde, protokoldeki sire,
amag ve sartlara uygun olarak yuritiimesi, gelistiriimesi ve sonuglandinimasindan proje yoneticisi sorumiudur.

Desteklenmesi kabul edilmis projenin amag, kapsam, sire, program, arastirmacilar ve bitcesinde Bilimsel Arastirma
Projeleri Komisyonu'nun yazili izni alinmadan higbir degisiklik yapilamaz,

Proje Yoneticisinin emekli olmasi veya Universiteden herhangi bir sebeple ayriimasi halinde, Bilimsel Arastirma

Projeleri Komisyonu proje yoneticilik gorevini ilgili birimin (B8lim, Yaksekokul veya Fakuilte) onerisiyle proje
personelinden birine veya bir baska Ogretim Uyesine verir.

ARAC, GEREC VE DONANIM

4. Yurt icinden veya yurt disindan temin edilerek projeye tahsis edilen sarf malzemesi disindaki, demirbas niteligindeki
her tirll teghizat Gazi Universitesi'nin mali olup ayniyat kaydina miiteakip ilgili birimin ayniyat mutemedine
zimmetlenir.

RAPORLAR

5. Proje Yoneticisi projenin yuririikte oldugu yillarin 30 Haziran ve 31 Aralik tarihlerine kadar proje caligmalarinin
gidisi ve proje harcama durumlariyla ilgili alti aylik donemlerde birer gelisme raporunu ve ayrica istenildiginde projeye
iliskin ayrintili bilgileri ilgili birimin Uzmanlar Grubuna vermekle yukimiGdar,

6. BAP Komisyonunun gerekli gérmesi halinde, BAP Komisyonu Baskani projeyle ilgili galismalar yerinde inceleyebilir

veya inceletebilir. Bu durumlarda proje yoneticisi projeyle ilgili her tGrlG teknik, idari ve mali bilgileri ve belgeleri
incelemeye hazir bulundurmak ve incelemeyi kolaylastiracak bitiin yardimlan yapmakia yOkGmiGdar,
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/ 7. Proje ydneticisi projenin sona ermesini izleyen 4 ay icerisinde Gazi Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri
Hazirlama ve Degeriendirme Yénergesi‘nin 13. maddesinde belirtilen esaslar dahilinde hazirlanacak, tim arastirma
sonuglanni iceren Kesin Raporu, ayrica arastirma devam ederken bilimsel toplantilara sunulan bildiri metinleri ile
varsa ara yayinlann birer 6megini de ilgili birimin Uzmanlar Grubuna vermekie yOkUmlGdir

Proje kapsaminda yapilacak yayinlarda ¢alismanin Gazi Universitesi tarafindan desteklendiginin agik bir sekilde
belirtiimesi zorunludur,

GUVENLIK ONLEMLERI

8. Proje yéneticisi, proje yerinde kazalan dnleme ve saghk sartlan bakimindan gerekli her tiirlii giivenlik Snlemlerinin
alinmasindan ve etik kurallarinin uygulanmasindan sorumiudur.

Klinik veya canli hayvan tiideri Gzerinde uygulanacak deneysel galismalarda ilgili Etik Kurul(lar)dan onay alinmasi
zorunludur. Bu konuda tim sorumluluk proje ydneticisine aittir.

GlzLiLiK

9. Proje yoneticisi, projeyle ilgili olarak elde edilecek bilgilerin gizliliginin korunmasi bakimindan Bilimsel Arastirma
Projeleri Komisyonu'na karsi sorumludur. Ulusal glvenlik, milli ekonomi ve Glke gikarlan aleyhine kullanilabilecek
proje sonuglar Gzerinde proje yoneticisi ve yardimc arastirmacilar tarafindan haber ya da beyanat verilemez ve yayin
yapilamaz.

MUTEMET ELI ILE HARCAMALAR

10. Harcamalar ilgili birimlerin (Fakdlte/Y.Okul) avans ve kredi islemleri icin goreviendirilen mutemetler tarafindan ‘
alinacak avanstan kanitlayici evrak karsiligi yapilir. Verilen bu avansin usuline uygun olarak mahsubu yapilmadan
yeniden avans verilmez.

PATENT HAKLARI

11. Bilimsel Arastirma Projeleri Komisyonu tarafindan destekienmek suretiyle ele alinan bir projenin sonucunda
17.07.1963 tarih ve 278 sayili Kanun'un 2/a maddesine gore bir ihtira meydana gelmesi halinde, bu ihtira ayni
Kanun'un 21. maddesi uyaninca Gazi Universitesine ait olacaktir. Ancak Gazi Universitesi bu ihtiradan dolayi usuline
uygun olarak istihsal edinecegi patenti satma yahut kiralama yolu ile elde edecegi bedel veya kiranin %30'unu ihtirayt
yapana veya yapanlara verecektir.

Bilgisayariaria ilgili arastirmalarda yazilan programlar CD veya disketleri ile teslim edilir,
DESTEK MIKTARI

12, Projeye, ayrintilari protokolde ekli, aragtirma projesi 6neri formunda belirtilen ve Bilimsel Arastirma Projeleri
Komisyonu tarafindan kabul edilen toplam 13.888 TL destek saglanacak olup, bu destek biitcenin serbest brrakildig
oranda kullanilabilecektir.

ODEMENIN KESILMESI, HARCAMALARIN GERI ALINMASI VE TAZMINAT
13. Protokol geregince yapilan 6demelerin, protokol sartlarina uygun olarak kullaniimadiginin gelisme raporiarindaki

aynintili bilgilerden veya yapilan incelemelerden anlasiimas, proje gelisme raporiarinin ongorilen tarihlerde
verilmemesi veya proje yoneticisinin Gazi Universitesinden ayriimas hallerinde baskaca bir uyariya gerek kalmadan
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ve donanim derhal geri alinir ve Bilimsel Arastirma Projeleri Komisyonu tarafindan gerekli gorildiga taktirde, proje
bagka bir aragtirmaciya veya arastirma grubuna verilebilir. Projenin bu yolla sonuglanmasi ile saglanacak yararfardan
proje ile iligkisi kesilenler hicbir hak talep edemezier,

Projenin durduruimasi veya ydnetmelik ve yasal gereklerin yerine getirilmeden birakiimas halinde, proje yoneticisi
Bilimsel Arastirma Projeleri tarafindan proje kapsaminda yapilan yolluk, hizmet alimi ve tiketim malzemesi
harcamalarini, uygulamada bulunan yasal faizi ile birlikte Bilimsel Arastirma Projelerine geri édemekle ylk{imlidir. Bu
durumda desteklenen proje iptal edilmis ve protokol feshedilmis sayilacaktir.

YORORLUK SURESI

14. Bu protokol 07.04.2011 tarihinden 06.04.2013 tarihine kadar yUrGriGktedir.

PROTOKOL SURESININ UZATILMAS|

15. Protokol siiresinin uzatiimasi; proje yéneticisi tarafindan protokol stiresinin bitimi tarihinden en az 1 (bir) ay dnce
ligili Uzmanlar Grubu'na teklif edilmesi ve Uzmanlar Grubu'ndan alinacak olumlu gorisiin Bilimsel Arastirma Projeleri
Komisyonu'nca uygun goriiimesine baglidir.

Ek stire 1 (bir) yili, ek odenek ise proje toplami bitgesinin % 50'sini gecemez.

YETKILI MERCI
16. Anlagmazlik halinde yetkili merci, Ankara Mahkemeleri ve Icra Daireleridir.
YONETICISI
Adina
Prof. Dr. Metin AKTAS PROF.DR. FERDA EMRIYE PERGIN
Rektor Yardimeist

116



OZGECMIS

Ad1 Soyadi : Derya Kan Karaer

Dogum Tarihi : 26/02/1977

Dogum Yeri : Bilecik

Medeni hali  : EVli, bir ¢gocuk annesi
Yabanc Dili : ingilizce

Adres : Gazi Universitesi
Tip Fakiiltesi, Tibbi Genetik Anabilim Dali
06500 Besevler / ANKARA

Telefon (is) : (312) 202 69 44

E-mail : kan_derya@yahoo.com

EGITIM

Yil : 2001-2004

Kurum :Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi

Bolim :Tibbi Biyoloji ve Genetik ABD (Yiiksek Lisans)

Yil :1994-1998

Kurum : Uludag Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi

Boliim : Biyoloji Boliimii

IS TECRUBESI

2004- Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Genetik ABD
2001-2004 Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi T1bbi Biyoloji ve Genetik ABD
2000 Baskent Universitesi Hastanesi Mikrobiyoloji Laboratuvari

117



A- YAYINLAR

a) ULUSAL YAYINLAR

1-

Ergiin MA, Konac E, Kan D: Sitogenetik olarak 450 hastanin degerlendirilmesi.
Kadin Dogum Dergisi, 1(1424). 2002

b) ULUSLARARASI YAYINLAR

1-

3

4

5-

6-

~
1

8-

10-

Ergiin MA, Balc1 S, Konag E, Kan_D, Menevse S, Bartsch O.: Trisomy of
8022.3~q23-qter following an unbalanced 1;8 translocation in a boy with multiple
anomalies. The Turkish Journal of Pediatrics. 2003

Engin, A.B., M.A. Ergiin, E. Yurtcu, D. Kan ve G. Sahin, “Effect of Ionizing
Radiation on Pteridine Pathway and Evaluation of its Cytotoxicity in Exposed
Hospital Staff”, Mutat. Res.Gen. Tox. En., (2005).

Bartsch O, Ergun MA, Balci S, Kan D, Eggermann T, Kotzot D. Two
complementary recombinant chromosomes 5 in a healthy woman. Cytogenet
Genome Res. 2006;114(2):178-82.

Yirmibes Karaoguz M., Biri A., Pala E., Kan D., Poyraz A., Kurdoglu M., Percin
E.F.: A case with mosaic partial duplication of 1q: prenatal and postmortem clinical
and cytogenetic evaluations. Genetic Counseling 2006; 17(2): 47-54.

Kog. A., Kan D., Karaer K., Ergiin M.A., Karaoguz M, Giicliyener K., Hinreiner
S.,Liar B., Per¢in E.F.. An unexpected finding in a child with neurological
problems: Mosaic ring chromosome 18. European Journal of Pediatrics Eur J
Pediatr. 2007 Aug 1; [Epub ahead of print].

Kog¢ A., Karaoguz M., Pala E., Kan D., Karaer K., Giiciiyener K., Per¢in E.F. : A
boy with small supernumerary marker chromosome X identified by FISH. Genetic
Counseling, 18 (4): 393-399, 2007.

Karaoguz MY, Pala E, Kula S, Karaer K, Kan D, Nas T, Tunaoglu S.
Transposition of great arteries in an infant born after prenatal diagnosis of trisomy
20 mosaicism. Genet Couns. 2007;18(4):437-43.

Kog¢ A., Karaer K., Ergiin MA., Karaoguz MY., Kan D., Cansu A., Per¢in F. : A
case with a ring chromosome 22. The Turkish Journal of Pediatrics, 50: 193-
196, 2008.

Alp E,Menevse S, Tulmac M, Kan D, Yalcin R, Erkan AF, Cengel A.Lack of
association between matrix metalloproteinase-9 and endothelial nitric oxide
synthase gene polymorphisms and coronary artery disease in Turkish population.
DNA Cell Biol. 2009 Jul;28(7):343-50.

Yildirim B, Tuncer C, Kan D, Tunc B, Demirag MD, Ferda Percin E,
Haznedaroglu S, Alagozlu H. MEFV gene mutations and its impact on the clinical
course in ulcerative colitis patients. Rheumatol Int. 2011 Jul;31(7):859-64. Epub
2010 Mar 12.

118


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16825772
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16825772
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18286825
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18286825
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19435423
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19435423
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19435423
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20224922
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20224922

B- BILDIRILER

a) ULUSAL BILDIRILER
1- Kan D, Erkan A, Cengel A, Ergiin MA, Menevse S: Tiirk toplumundaki akut miyokard
infarktiislii hastatalarda Interlokin-6 geninin -174G>C ve -572G>C polimorfizmlerinin
arastirilmasi, 8. Ulusal T1bbi Biyoloji Kongresi, 14-17 Ekim 2003, Adana. (Poster sunusu).

2- Ergiin MA, Sahin FI, Tan E, Mercanoglu E, Kan D, Menevse A: Kromozomal
anomalilerde atomik kuvvet mikroskobunun standart yontemlere katkisi, 7. Ulusal Tibbi
Biyoloji Kongresi, 18-21 Eyliil 2001, Eskisehir. (Poster sunusu).

3- Ergiin MA, Kona¢ E, Kan D, Menevse S: Sitogenetik olarak 450 hastanin
degerlendirilmesi. 5. Ulusal Prenatal Tan1 ve Tibbi Genetik Kongresi, 9-12 Ekim 2002,
Konya. (Poster sunusu).

4- Pala, E., Yirmibes Karaoguz M, Ergiin MA, Kan D, Asyali1 Biri A: Amniyotik mayi
renginin, kiiltiir siiresi ve anomali oranina etkisi: bir sitogenetik tani laboratuvarinin 10
yillik deneyimi, Fetal T1p; Prenatal Tan1 2005 Kongresi, Antalya, Tiirkiye, 30 Nisan- 2
Mayis 2005 (Sozli sunum).

5-Yirmibes Karaoguz M, Ergiin MA, Pala E, Kan D, Asyali Biri A, Menevse S:
Frequencies of chromosomal abnormalities at amniocentesis: 10 years experience of
cytogenetic analyses in one laboratory. Fetal Tip; Prenatal Tan1 2005 Kongresi, Antalya,
Tiirkiye, 30 Nisan- 2 Mayis 2005 (Poster sunusu).

6- Erglin M.A., Pergin F., Biri A., Kan D., Kurtoglu M.: Investigation of factor V Leiden
and Protrombin G20210A mutations in a mother and her ex-fetus. Fetal Tip Prenatal Tani
2005, 30 Nisan- 2Mayis 2005, Antalya, s 80.

7-Yirmibes Karaoguz M, Percin EF, Asyal1 Biri A, Pala E, Kan D, Poyraz A, Kurdoglu M:
A case with mosaic partial duplication of long arm of chromosome 1: prenatal and
postmortem clinical and cytogenetic evaluation. Fetal Tip; Prenatal Tan1 2005 Kongresi,
Antalya, Tiirkiye, 30 Nisan- 2 Mayis 2005 (Poster sunusu).

8- Meral Yirmibes Karaoguz, Elif Pala, Derya Kan, Aydan Biri, Ahmet Turp, E Ferda
Per¢in: 46/47,+mar.ish.der(15)(q11)[15Z1+,D15S10(PW/AS)-]: Prenatal ve Postnatal
Tani: Olgu Sunumu. VII. Ulusal Prenatal Tan1 ve Tibbi Genetik Kongresi Kayseri-17-20
May1s 2006.Kongre Bildiri Kitabu, s: 134 (Poster sunusu).

9- Altug Kog, Meral Yirmibes Karaoguz, Elif Pala, Derya Kan, Kadri Karaer, Kivilcim
Giiciiyener, Ferda E. Percin: Markir Kromozom X Olgusu: Olgu Sunumu. VII. Ulusal
Prenatal Tan1 ve Tibbi Genetik Kongresi Kayseri-17-20 Mayis 2006.Kongre Bildiri Kitabi,
s: 151 (Poster sunusu).

10- Altug Kog , Kadri Karaer, Mehmet Ali Ergiin, Meral Yirmibes Karaoguz, Derya Kan,
Ali Cansu, Ferda E. Pergin: Halka (Ring) Kromozom 22 Sendromu: VII. Ulusal Prenatal
Tan1 ve Tibbi Genetik Kongresi Kayseri-17-20 Mayis 2006.Kongre Bildiri Kitabi, s: 157
(Poster sunusu).

119



11- Derya Kan, Liitfi Tung, Biilent Tiras, Meral Yirmibes Karaoguz, E. Ferda Percin
:Azospermik Ve Oligospermik Infertil Erkek Hastalarda Y Kromozom Mikrodelesyonunun
Multipleks Polimeraz Zincir Tepkimesi (Pcr) Yontemi Ile Belirlenmesi: VII. Ulusal
Prenatal Tan1 ve Tibbi Genetik Kongresi Kayseri-17-20 Mayis 2006.Kongre Bildiri Kitabz,
s: 109 (Poster sunusu).

12- M.A. Ergilin, O. Bartsch, S. Balci, D.Kan, T. Eggermann, D. Kotzot: Tekrarlayan
Diisiik Nedeniyle Basvuran Fenotipik Olarak Normal Bir Kadinda Saptanan iki Adet
Rekombinant 5.Kromozom: VII. Ulusal Prenatal Tan1 ve Tibbi Genetik Kongresi Kayseri-
17-20 May1s 2006. Kongre Bildiri Kitab1, s: 104 (Poster sunusu).

13- D.Kan, B. Colak, M.A. Ergiin, T. Karakan. A. Gérgiil: Interlokin6 (IL-6) gen -174G>C
ve -572G>C Gen Polimorfizmlerinin, Akut Pankreatitli Hastalarda Prognoz Uzerindeki
Etkisinin Arastirilmasi: VII. Ulusal Prenatal Tan1 ve Tibbi Genetik Kongresi Kayseri-17-
20 Mayis 2006. Kongre Bildiri Kitabi, s: 110 (Poster sunusu).

14- E.Almayanlar, M.Tulmag¢, D.Kan, A.Cengel, R. Yal¢in, S. Menevse: Tiirk
Popiilasyonunda Endotelyal Nitrik oksit Sentetaz Genindeki Baslica Polimorfizmlerin
Koroner Arter Hastaligiyla Iliskisi: VII. Ulusal Prenatal Tam ve Tibbi Genetik Kongresi
Kayseri-17-20 Mayis 2006. Kongre Bildiri Kitabi, s: 114 (Poster sunusu).

15- M. Yirmibes Karaoguz, D.Kan, T.Nas: Prenatal Tanida Mozaik Trizomi 20 Olgusu:
VII. Ulusal Prenatal Tan1 ve Tibbi Genetik Kongresi Kayseri-17-20 Mayis 2006. Kongre
Bildiri Kitabi, s: 131 (Poster sunusu).

16-. E.Pala, M.Yirmibes Karaoguz, D.Kan, K.Karaer, A.Erdem: Spontan Abortusta
Triploidi Ile Birlikte Seyreden ki Ayr1 Andploidinin Olusum Mekanizmalari: VII. Ulusal
Prenatal Tan1 ve Tibbi Genetik Kongresi Kayseri-17-20 Mayis 2006. Kongre Bildiri
Kitaba, s: 71 (S6zli sunum).

ULUSLARARASI BILDIRILER (Uluslar Arasi Toplantilarda Sunulan Bildiriler)

1- Cengel A, Erkan AF, Ergun MA, Kan D, Menevse S, Relation of the -174 G/C and -572
G/C promoter polymorphisms of the interleukin-6 gene to interleukin-6 and highly
sensitive C-reactive protein serum levels and to the extent of infarction in acute myocardial
infarction, Journal of The American College of Cardiology, 43 (5): 296A-296A Suppl. A
MAR 3 2004

2-Ozbey G., Yucel B., Kan D., Erdogan S., Eren N., Per¢in F., Yuksel N., Uluoglu C.:
Gastrointestinal side effects of citalopram related with MDR1 gene G2677T
polymorphism. 8th congress of European Association for Clinical Pharmacology and
Therapeutics 2007. Agust 29- September 1, Amsterdam, The Netherlands. BCPT, Vol.
101, Supp.1,p 88.

120



3- Yirmibes Karaoguz M, E. Percin EF, Pala E, Biri A, Kan D, Koc A, Korucuoglu U,
Ergun MA.: 46,XX karyotypes of abortion materials; due to pregnancy losses or maternal
cell contamination? 6th European Cytogenetic Conference, July 7-10, Istanbul 2007 (32-P)

4- Ergun MA, Koc A, Kan D,Karaer K, Gucuyener K, Percin EF.:A girl with a mosaic ring
chromosome 18.6th European Cytogenetic Conference, July 7-10, Istanbul 2007 (97-P)

C- KATILDIGI KONGRELER
1- 7. Ulusal T1bbi Biyoloji Kongresi, 18-21 Eyliil 2001, Eskisehir

2- 8. Ulusal Tibbi Biyoloji Kongresi, 14-17 Ekim 2003, Adana

D-YUKSEK LiSANS TEZ

> Akut Miyokard Infarktiislii Hastalarin, interlokin-6 (IL-6) Gen -174 G>C ve -572 G>C
Polimorfizmlerinin Arastirtlmasi.”’

121



