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ÖZET 

  
D YARBAKIR BÖLGES NDE -TALASEM TARAMASINDA 
BEL RLENEMEYEN MUTASYON T PLER N N D Z ANAL Z 
YÖNTEM YLE ARA TIRILMASI   

        Beta talasemi, özellikle Akdeniz ülkelerinde ve Türkiye de görülen, mikrositoz ve 

hemolitik anemi tablosu ortaya koyan en yayg n kal tsal bozukluklardan bir tanesidir.Çesitli 

ülkelerde ve ayn

 

ülkenin farkl bölgelerinde da l m bak m ndan heterojenite göstermektedir. 

 

-talasemide,  gen üstünde veya etraf nda meydana gelen mutasyonlar, beta globin zincir 

yap m n n azalmas na ya da hiç sentez edilmemesine neden olur. Zincir yap m na göre º ve  
+ olmak üzere iki tipi bulunmaktad r. º talasemide beta zinciri hiç yap lmamaktad r. +-

talasemi de ise az miktarda beta zinciri yap m vard r.  

       -talasemi  Türkiye de önemli bir sa l k sorunu olu turur. Bu hastal n henüz kesin 

tedavisi yoktur, dolay s ile moleküler tan ve do um öncesi erken tan riskli aileler için büyük 

önem ta r. -talaseminin moleküler düzeyde çok heterojen olmas ,  hastal k tan s ve 

önlenmesinde Türkiye için çok önemli bir engel olarak nitelendirilirmi tir. Bugün 

otomatizasyona yönelik, tek a amal ve kit yap s nda yöntemlerin devreye girmesi ile, bu 

zorluk büyük oranda a lm t r. 21. yüzy lda moleküler biyoloji ve geneti in t pta e i 

görülmemi bir devrimin öncüsü oldu una ahit olmaktay z. Tam te ekküllü ve DNA 

analizine dayal bir talasemi tan program , di er Akdeniz ülkelerinde oldu u gibi, art k 

Türkiye de de kullan lmaya ba lanm t r. Ülke çap nda, güvenilir, etkili ve sistemli bir 

moleküler ve do um öncesi erken tan program ve stratejisinin belirlenmesinde hükümete 

büyük görev dü mektedir. Sa l k Bakanl n n talasemiyi ve hemoglobinin di er kal tsal 

bozukluklar n ülke sa l k politikalar çerçevesinde benimsemesi çok önemlidir. 

       Bu programlar n gerçekle mesi için, halk n yo un ekilde e itilmesi ve 

bilinçlendirilmesinin yan nda, az say daki ara t rma merkezlerindeki bilgi birikimi, teknik 

altyap ve tecrübenin klinik laboratuvarlara özveri ile aktar lmas kaç n lmazd r.  

Bu a amada, bu merkezlere, gerek tekniklerin aktar lmas safhas nda, gerekse de daha sonraki 

etaplarda dan man  olarak önemli görevler dü mektedir.  

      DNA dizi analizi,DNA n n birincil  yap s n n en yüksek çözünülürlü üdür. Di er 

yöntemlerle tan mlanamayan mutasyonlar incelemenin en etkin yoludur.Radyoaktiviteyle 
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çal lan manuel ekli, son y llarda yerini floresan markal kimyasallarla çal lan otomatik 

yönteme b rakm t r. 

      Diyarbak r bölgesinde -talasemi mutasyon tiplerinin s kl n tespit etmenin prenatal 

te his aç s ndan yarar aç kt r. Diyarbak r kent merkezi ve Diyarbak r a ba l 13 (onüç) ilçede 

(Ç nar, Bismil, Hazro, Silvan, Kulp, Ergani, E il, Hani, Lice, Dicle, Çüngü , Çermik ve 

Kocaköy) ilkö retim çocuklar nda tarama çal mas yap ld . Bu çal mada ilkö retim 

okullar n n 3. s n flar ndan (ortalama 9 ya ) , 8. s n flar na kadarki (ortalama 14 ya ) ya 

gruplar ndan  10038 (onbin otuzsekiz)  çocukta  Beta-talasemi taramas  gerçekle tirildi. Bu 

çocuklardan al nan örneklerin rutin  Tam Kan Say m sonucunda MCV de erlerinin 79 fL nin 

alt nda oldu u belirlenen örneklere  HPLC uyguland . HPLC ile HbA2 de erleri yüksek 

( %3.5) bulunan örnekler Beta-talasemi ta y c s olma ihtimali gözönüne al narak; DNA 

mutasyonu aç s ndan incelendiler. Bu amaçla, Diyarbak r bölgesinde yap lan talasemi 

ta y c l taramas nda bilinmeyen mutasyon s kl %26.3 bulunmu tu. Bilinmeyen 

mutasyon grubuna giren 33 örnek DNA dizi analizi ile ara t r ld .         

Yap lan bu çal mada,moleküler yöntemlerle belirlenemeyen  mutasyonlar DNA dizi 

analizi  yöntemiyle ara t r lm ve ; iki hastada ivs 110 homozigot mutasyonu,bir hastada 

221.TTAGGC-TTACGC vs.1.130 mutasyonu,bir hastada ivs.110 heterozigot  

bulunmu ,di er hastalar normal ç km t r.  

Anahtar Kelimeler: Diyarbak r , -Talasemi, PCR, Mutasyon,DNA Dizi Analizi,Sekans.  

             



 

vii

 
SUMMARY 

  
-THALASSEMIA  SCREENING  IN  DIYARBAKIR   WITH SERIES 

ANALYSIS METHOD UNSPECIFIED TYPES  OF MUTATION 
DETERMINATION    

     - thalassemia, especially in the Mediterranean Countries and Turkey, and hemolytic 

anemia microcytose table sets out is one of the most common inherited disorders. Various 

countries and different regions of the country in terms of distribution is heterogeneous .In - 

thalassemia, gene mutations that occur on or around the beta globin chain of production to 

low or no reason not to be synthesized. Chain + and  º to the construction according to the 

two types are available. º beta chain in the thalassemia,  ever is done here. +-thalassemia in 

beta chain of  the construction is only slightly.  

     -thalassemia in Turkey is an important health problem. Yet there is no definitive 

treatment of this disease, because the molecular diagnosis and early prenatal diagnosis is very 

important for families at risk. Be very heterogeneous of the - thalassemia molecular level, 

disease diagnosis and prevention is very important for Turkey as an obstacle. Today, the 

automation, single-stage structure and kit to take effect with the methods, these difficulties 

were largely overcome. 21. century molecular biology and genetics of the leader of a 

revolution in medicine is unprecedented to witness. Based on DNA analysis and a fully 

recognized thalassemia program, as well as in other Mediterranean countries, is now being 

used in Turkey. Country-wide, reliable, effective and systematic molecular and early prenatal 

diagnosis program and strategy to the government in determining the major task is dropped.  

Other inherited disorders of hemoglobin from the Ministry of Healthand thalassemia health 

policy within the framework of the country is very important to adopt. For the fulfillment of 

this program, public education and awareness been intensified in addition, knowledge of the 

few research centers, technical infrastructure and transfer of experience with self-sacrifice is 

inevitable in the clinical laboratory. At this stage, these centers, both during the transfer of 

techniques, and more important role as a consultant for the next stage is. 
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          DNA sequence analysis, the primary structure of DNA highest resolution. Radioactivity 

is working with the manual method, in recent years, working with the fluorescent chemical 

branded gave way to the automated methods. -thalassemia mutations in Diyarbakir types of 

determining the frequency of prenatal diagnosis is clear benefits. Diyarbakir and Diyarbakir 

city center connected to the 13 (thirteen) in the county (Cinar, Bismil, Hazro, Silvan, Kulp, 

Ergani, Egil, Hani, Lice, Dicle, Cungus, Cermik and Kocakoy) screening study was done in 

primary school children. In this study, 3 of primary schools classes (average 9 years), 8 

classes to date (average 14 years) age groups 10038 (ten thousand thirty-eight) in children 

with beta-thalassemia screening was performed. This routine of samples taken from children 

as a result of Full Blood Count MCV values that are determined to be under 79 fL'nin HPLC 

samples were performed. HPLC with HbA2 values high ( 3.5%) contained examples of beta-

thalassemia carriers taking into account the probability that DNA mutation analyzed. This 

end, the thalassemia carrier screening in  Diyarbakir region of unknown %26.3 frequency of 

mutation was found. DNA sequence analysis of 33 samples of unknown mutations with the 

group entered was invetigated. 

. 

      This study can not be identified by molecular methods for mutation by DNA sequence 

analysis methods have been investigated and two ivs 110 in patients with homozygous 

mutations, in a patient 221.TTAGGC-TTACGC vs.1.130 mutation, found in a patient has 

ivs.110 heterozigot other patients were normal.  

Key Words:Diyarbakir, -Thalassemia, PCR, mutations, DNA sequence analysis, sequence.
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1.G R VE AMAÇ   

          Talasemi ilk defa 1925 te ya am n ilk y llar nda ileri düzeyde anemi ve splenomegali 

geli en hastalarda Thomas Cooley ve Pearl Lee taraf ndan tan mlanm t r(1-2).Daha sonra 

benzer vakalar n görülmesi üzerine bu herediter hemolitik anemiye Van Jaksch 

anemisi,splenik anemi,Akdeniz Anemisi gibi isimler verilmi tir.1936 da ise George Whipple 

ve Lesley Bradford inceledikleri vakalar n Akdeniz civar ülkelerde daha s k görülmesi nedeni 

ile hastal a Yunanca deniz anlam na gelen talasemi ad n vermi lerdir.Ancak daha sonra bu 

hastal n yaln z Akdeniz ülkelerinde de il di er toplumlarda da bulundu u belirlenmi tir(2-

3).  

           Beta-talasemi ( -talasemi), en s k görülen tek gen hastal klar ndan biridir(4-5). -globin 

zincirinin yeterli düzeyde sentez edilememesi ile karakterize kal tsal bir hastal kt r (6).  

Dünya nüfusunun yakla k %4.5'i Beta-talasemi ta y c s d r. Talasemi'nin yüksek bir s kl kta 

görüldü ü talasemi ku a ad verilen bölgeler Türkiye'nin de üzerinde bulundu u Akdeniz 

ülkelerinden ba layarak; Kuzey Afrika, Ortado u, Hindistan ve Güneydo u Asya'ya kadar 

uzan r ( 7, 8 ). 

           Beta talasemi ta y c s kl Türkiye genelinde %2 olmakla birlikte baz yörelerde 

%10 a kadar ç kmaktad r.Akraba evliliklerinin s kl ve do um h z n n yüksekli i, 

Türkiye de beklenenin de üzerinde -talasemi li çocuk do mas n n nedenidir.Hastal k,hafif 

klinikli -talasemi intermedia ile transfüzyona ba ml  -talasemi majör aras nda seyreden 

çok geni bir yelpazede görülmekle birlikte Türkiye de  -talasemi majör olgular a r  

basmaktad r(9). 

          Günümüzde -talasemi ye yol açan moleküler defektler oldukça iyi bir ekilde 

incelenmi tir. Hastal n en önemli nedenini, -talasemi de görülen büyük delesyonlar de il; 

gen içindeki nokta mutasyonlar olu turmaktad r. Bu alanda tesbit edilen ilk mutasyonlar, 

DNA dizi analizi ile tan mland ktan sonra, 1987 y l nda rutin kullan ma giren PCR tekni i ve 

direkt DNA dizi analizi ile tesbit edilebilmi lerken;  son 15 y lda.  -talasemi ye yol açt klar  

bilinen mutasyon say lar büyük bir h zla artm ve mutasyon çe itlerinin say s günümüzde 

200 ü geçmi tir. Bu geni moleküler çe itlili i basite indirgeyen bir faktör, tüm bu 

mutasyonlar n her toplumda görülmemesi ve mutasyonlar n etnik gruplara özgün olmas d r. 

Genelde bir toplumda az say da mutasyon (6 -8 çe it), o toplumdaki  -talasemi genlerinin 
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%90-95 ini olu turmaktad r. Türkiye de bu genel kural  (6-8 çe it mutasyonun talasemi 

mutasyonlar n n %90-95 ini olu turmas ) geçerli de ildir. Türkiye deki -talasemi 

mutasyonlar n n çe itlili i di er Akdeniz ülkelerine oranla daha karma kt r (10). 

Klinik ve laboratuvar verileri nda kolayca tesbit edilebilen Talasemi hastal n n aksine; 

Talasemi ta y c lar n n kesin olarak tesbit edilmesi için moleküler düzeyde beta Talasemi 

mutasyon analizlerinin yap lmas gerekmektedir. Ta y c lar n kesin tesbitindeki bu zorluk, 

toplum taramalar sonucunda bir bölgenin Talasemi mutasyon s kl n n ve çe itlili inin 

belirlenmesini amaçlayan çal malar daha anlaml k ld gibi, o bölgeye yap lacak sa l k 

hizmetleri yat r mlar n da etkileyece inden bir sa l k stratejisi olarak da önemli bir konudur. 

Beta talasemi vakalar n n s k görüldü ü Dünya talasemi ku a nda yer alan Türkiye'de 

ta y c bireylerin saptanmas ve bölgelere göre mutasyon tiplerinin belirlenmesi genetik 

dan manl k hizmetlerini  ve prenatal tan uygulanmas n kolayla t raca gibi do acak hasta 

bireylerin say s n n artmas n n önüne geçebilecek koruyucu bir uygulama olarak önem arz 

ediyor. 

          Kesin tedavisi bulunmayan bu genetik hastal n, özellikle, akraba evliliklerinin s k 

gerçekle ti i Türkiye'de maddi ve manevi aç dan  bir sorun olu turdu u gerçekli i göz önüne 

al nd nda Türkiye'deki mutasyon tiplerinin bölgesel görülme s kl klar n n tesbit edilmesi 

prenatal tan ya yönelik hizmetler veren laboratuvarlarda daha h zl , daha kolay  ve daha dü ük 

maliyetle hizmet verilmesi  sonucunu do urur. 

Bu tezin konusu olan çal mada, Diyarbak r l merkezi ve 13 ilçesinde gerçekle tirilen toplum 

taramas

 

ile ya lar 9 ile 16 aras nda de i en ilkö retim ça ndaki 10038 (Onbinotuzsekiz) 

çocuktan al nan tam kan örneklerinin moleküler analizleri yap ld ktan sonra belirlenemeyen 

mutasyonlar grubuna al nan 33 örnek  dizi analizi yöntemiyle ara t r lm t r. 

Diyarbak r'da  ilk defa bu denli büyük bir geni likte yap lan -talasemi toplum taramas 

sonucu elde edilen veriler hem Diyarbak r bölgesinin talasemi mutasyon çe itlili i hakk nda 

bilgi verecek hem de  Türkiye ve Dünya'daki benzer çal malara bir katk sunacakt r.       
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2. GENEL B LG LER   

Kal tsal hemoglobin hastal klar ,insanlarda en yayg n olarak görülen tek gen 

bozukluklar d r(11).Bunlar aras nda oldukça geni bir genetik yelpazeyi kapsayan 

talasemiler,hemoglobin tetramerini olu turan globin zincirlerinin bir ya da daha fazlas n n 

sentezindeki azalma veya tamamen yoklu una ba l olarak ortaya ç karlar.Talasemiler sentezi 

bozulmu globin zincirine göre , , , , ,

  

 talasemi olarak adland r l r.En s k görülen 

tipleri 

 

ve -talasemidir(12). -talasemi otozomal resesif geçi gösteren genetik hastal klar 

aras nda dünyada en s k görülenidir.Akdeniz,Orta Asya,Afrika n n baz bölgeleri,Hindistan ve 

Asya ba ta olmak üzere dünyan n her yerinde yayg n olarak görülen hastal a,karakteristik 

talasemi ku a nda bulunan ülkemizde de her bölgede rastlanabilmektedir(13,14,15). Dünya 

üzerinde 80 milyonu -talasemi ta y c s olmak üzere yakla k 270 milyon (dünya nüfusunun 

%4.5 i) talasemi ta y c s mevcuttur (8,16,17,18).Türkiye de ise -talasemi ta y c l

 

oran  

ortalama %2 iken, bu say Türkiye nin baz yörelerinde %10 a kadar ç kmaktad r (9). 

          Bütün talasemi formlar nda ortak olan; hemoglobindeki globin zincirlerinin üretiminde 

bir dengesizli in söz konusu olmas d r. -talasemide  globin zincirlerinin, -talasemide ise 

-globin zincirlerinin dengesiz  üretimi söz konusudur. Alfa ve Beta zincirlerinin azalm 

olmas veya hiç olmamas ile sonuçlanan yüzlerce de i ik mutasyon  ve -globin gen 

lokuslar nda tan mlanm lard r. Alfa talasemi daha ziyade Uzak Do u da görülürken, -

talasemi, Akdeniz ülkelerinde s kt r. -Talasemi, -globin geninde 200 ün üzerinde de i ik 

mutasyonlar sonucu -globin zincirlerinin; yoklu u ( º-thal) veya sentezinin azalmas ( +-

thal) ile sonuçlanan yayg n görülen bir otozomal-resessif bozukluktur. -Talasemi den 

sorumlu genetik defektlerin %95 inden fazlas -globin geninin moleküler i levlerini 

etkileyen nokta mutasyonlard rlar. Mutasyonlar n az bir k sm ise gen delesyonlar sonucu 

meydana gelirler (16,19,20,21).  

2.1. Hemoglobinin Yap s Ve Özellikleri  

Hemoglobin,akci erlerden çevre dokulara oksijen ta mas na ek olarak CO2 nin d ar 

at lmak üzere dokulardan akci erlere ta nmas n da sa layan bir proteindir(22).En yüksek 

oranda akci erden doku kapillerine oksijen ta nmas fonksiyonu gördü ü eritrositlerde  

bulunur(23).Hemoglobin(Hb) molekülünün  moleküler a rl 64.500 dalton,maksimum çap 
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6.4nm dir.Tetramer yap da olan hemoglobin molekülünün globin ad verilen protein parças 

ile hem halkas ndan olu maktad r.Hemoglobin molekülünde bulunan hem halkas bütün 

hemoglobinlerde ayn d r.Buna kar l k globin zincirleri,aminoasitlerin cins,s ra ve say s

 
aç s ndan farkl l k gösterir(24).( ekil 1)       

   

                          ekil 1. Hemoglobin molekülünün yap s

  

2.1.1 Hem in yap s

  

Hem grubu 4 pirol halkas ndan meydana gelen protoporfirin IX  halka  sistemi ile bir 

demir atomundan olu maktad r.Metenil köprüleri ile birbirine ba lanan dört pirol halkas ndan 

meydana gelen tetrapirol halkas na yan zincir olarak iki vinil,iki propiyonat ve dört metil 

ba lanm t r(25).Fe atomu porfirin halkas n n dört N i ile ba lanarak hem halkas n n 

ortas nda tutunur.Hem in  Fe+2

  

i her biri düzlemsel porfirin halkas n n ayr taraf nda olan iki 

ba daha yapar.Bunlardan biri globin molekülünün bir histidin kal nt s n n yan zincirirne 

ba lan rken di eri ise oksijen ba lamaya uygundur.Böylelikle hemoglobin oksijen ta ma 

pozisyonuna sahip olur(26).( ekil 2)   
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               Sekil 2. Hem in yap s (27)  

2.1.2 Gen Ekspresyonunun Temeli 

Yap sal bir gen, polipeptid gen ürünü kodlayan bir gendir. Transkripsiyon ve 

düzenleyici diziler olarak bölgelere ayr labilir. Düzenleyici bölgeler, genin hem 5 hem de 3 

bölgelerinde yer al rlar. Bunlara ek olarak, intronlarda da iç düzenleyici bölgeler bulunabilir. 

Baz düzenleyici bölgeler, genin çok uza nda  da yer alabilirler. 

Gen ekspresyonundaki ilk ad m; bir DNA iplikçi indeki nükleotid baz dizisinin, RNA ya 

kar t gelen (komplementer) diziye  dönü ümü yani;  Transkripsiyondur . RNA, 5 3 

yönünde sentezlenir (28,29). ( ekil 3) 

Ba lang çta RNA polimeraz DNA çift sarmal na ba lan r. Bu noktada DNA aç lmaya 

ba lar ve RNA sentezi uzama ile ba lar. Polimeraz, DNA boyunca hareket ettikçe mRNA 

olu ur. Polimeraz n hemen ard ndan, DNA tekrar kapanmaya ba lar. Sonunda, RNA 

polimeraz, DNA dan uzakla t r l r. Bu noktada, dura an olmayan öncül traskriptin olu mas 

tamamlan r; dura an olmad ndan da hemen modifikasyona u rar (29). 
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Transkripsiyon, DNA n n spesifik bir bölgesinden ba lar. Bu pozisyon bir genin 

hemen ba lang c nda (5 ucunda)d r. Bu transkripsiyon ba lang ç noktas Promoter

 
olarak 

adland r l r. Promoter, kodlanmayan k sa bir DNA nükleotid dizisi olup; RNA-polimeraza 

ba lanarak, transkripsiyonun ba lamas n düzenlemektedir. Transkripsiyon ba lama 

noktas n n hemen üzerinde iki belirgin promoter bölgesi tan mlanabilir. Bu diziler, evrim 

boyunca çok iyi korunmu lard r ve bunlara (consensus sequences) konsensus sekanslar   

(dizileri) ad verilir. Bu sekanslar, RNA polimeraz n ba lanarak mRNA sentezinin ba lang ç 

sinyallerinin verildi i özel dizilerdirler ve mRNA trasnkripsiyonunun hangi s kl k ve miktarda 

gerçekle ece ini belirler. Prokaryotlarda alt bazl k (TATAAT) ve (TTGACA) eklinde 

diziler, genin ba lang c ndan 10 ve 35 bazl k mesafelerde yer al rlar. Bunlar,  box kutu 

olarak tan mlan rlar. Eukaryotlarda, bu promoter dizilerde farkl l k bulunmaktad r. 

Transkripsiyonda kullan lan DNA dizilerinin tümüne Transkripsiyon uniti veya Operon 

denir ( ekil 3). Transkripsiyon üniti, Promoter de ba lar ve Terminatörde sonlan r. Di er bir 

deyi le, 7-metil guanosin içeren 5 Cap gölgesinden ba lar. (Guanozin-7-metiltransferaz 

etkisiyle, Guanozin, öncül mRNA n n birinci ve ikinci riboz gruplar na trifosfat köprüsü ile 

ba lan r. 7 nolu pozisyondaki guanozin ve RNA zincirinin ba lang c ndaki iki ba lang ç riboz 

metile olur). Bu bölge protein sentezinin ba lat lmas nda görev al r. Daha sonra, aminoasit 

kodlayan ekson bölgeleri ve aminoasit kodlamayan intron bölgeleri üzerinden poli(A) 

sinyalini içeren 3 UTR bölgesiyle sonlan r. Promoter bölgesinde 5 ucu için proximal, 

terminatör bölgede 3 ucu için de  distal terimleri kullan l r (29,30,31).  

DNA da çe itli düzenleyici diziler bulunur, bunlar, oldukça k sa DNA dizilerinden 

olu urlar. Her dizi, bir spesifik protein için olup bu proteinlere traskripsiyon faktörleri 

denir. Bir transkripsiyon kompleksi olu turan bu transkripsiyon faktörleri ad verilen 

proteinler bir kompleks olarak DNA ya ba lan rlar ve bir ba lanma noktas olu tururlar (29). 

Her globin geninde 3 adet ekson ve 2 adet intron (intervening sequence: IVS) bulunur. 

Globin zinciri kodlayan dizilerin oldu u gen bölgelerine ekson denilirken; protein 

kodlamayan (untranslated) diziler içeren bölgelere de intron ad verilir ( ekil 3).  
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ekil 3. Ökaryotik RNA i lenmesinin ematik görünümü. (32)  

Translasyona u ramad klar halde globin genlerinin 5 ve 3 bölgelerindeki diziler 

gen ekspresyonunda rol ald klar ndan çok önemlidirler. Promoter bölge, genin 5 ucunda 

bulunup transkripsiyonun ba lad bölgenin önündeki 100 baz çiftlik alan kapsar ve 

transkripsiyonun ba lamas için gerekli haz rl klardan sorumlu baz dizilerini içerir(33,34,35). 

Eukaryotlarda bir gen tek bir polipeptidi kodlar ve öncül transkript, olgun haberci 

mRNA ya dönü türülür. Geni olu turan DNA dizisinden nükleer RNA n n enzimatik yolla 

kopyalanmas na Transkripsiyon denir. Transkripsiyon sonucu meydana gelen RNA ya 

ise heterojen nükleer RNA (hnRNA) denir. ntron ve Eksonlar olan heterojen nükleer 

RNA n n olgun mRNA ya dönü mesi için intronlar n kesilip diziden uzakla t r lmalar na 

Processing

 

denir. Bu i lem, öncül mRNA n n 5 ucuna 5 cap ve 3

 

ucuna da say s z 
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adenin nükleotidlerinin eklenmesiyle olu turulur. Öncül mRNA lar n 3 ucu , AAAUAA k sa 

dizisinden hemen sonra spesifik bir endonükleaz ile kopar l r. Ard ndan, bu transkripte 100-

250 adenin nükleotidi poli-A-polimeraz arac l yla ba lan r ( poliadenilasyon) ( ekil 3).  

Bunun ard ndan, eksonlar n birbirine yap t r lmas (Splicing) gerekir. Eksonlar n 5 k sm na 

verici (donör); 3

 

k sm na da al c (acceptor) ad verilir. Intronlar enzimatik yolla kesilip 

ç kart ld ktan hemen sonra; verici ve al c yerler yap arak matür mRNA olu maktad r. 

Eksonda verici k sm n içinde; G(Guanin) ve  T(Timin) yani GT dizisi bulunmaktad r. Al c 

k sm nda ise; A(Adenin) ve G(Guanin) k saca AG dizisi bulunmaktad r. Bunlar korunmu 

dizilerdirler. Olgun eukariyotik mRNA, öncül RNA dan intronlar n ç kar lmas ile meydana 

gelir. Kodlanmayan bir dizi, çevrim ba lang ç i aretinin (AUG) hemen öncesinde yer al r. 3 

ucunda ise çevrim dur i aretinin (UAA) hemen ard nda kodlanmayan bir dizi bulunur. 5 cap 

eklenmesi ve poliadenilasyon, enzimatik reaksiyonlar n kapsam ndad r ( 20,28,29).  

Eukaryotik hücrede, transkripsiyon hücre çekirde inde, translasyon ise stoplazmada 

olur. Çekirdekte birtak m de i ikliklere u rad ktan sonra sitoplazmaya geçen mRNA 

ribozomlara ba lanarak protein sentezini ba lat r. mRNA üzerinde protein sentezini ba latan 

ve bitiren kodonlar vard r. mRNA daki kodonlar olu turan nükleotid dizileri translasyon 

s ras nda amino asitlere kar l k gelen diziye dönü türülür. Translasyon, ba lang ç 

kodonunda ba lar . Amino asitler, transfer RNA ile s ralanarak, dizi tamamlan r. Her amino 

asidin, kendi tRNA s vard r. Bu mRNA daki kodona komplementerdir (anti-kodon). 

Örne in; Glysin için anti-kodon CCG olan tRNA, mRNA kodonda GGC ile kar lan r. Bu 

noktada, sadece Glysin yap abilir. mRNA daki 1, 2, 3, 4 üncü kodonlar amino asid dizileri 

olarak s ralan rlar. Kodon1, her zaman AUG dir (ba lang ç kodonu). Translasyon (protein 

sentezi) hücre çekirde i d ndaki,  sitoplazmada ribozomlarda olu ur. Ribozomlar, protein ve 

RNA moleküllerinden (rRNA) olu ur. Translasyon ba lang c nda mRNA, ribozom ve tRNA 

kompleksi olu ur. Bu olay IF1, IF2, IF3 gibi ba lat c faktörlere ihtiyaç duyar. 

Translasyonun ikinci basama elongasyon (uzama) evresidir. Bir sonraki kodon taraf ndan 

belirlenen amino asit diziye eklenir. Üç fazl bir uzama siklusu geli ir. Siklus bile enleri; 

kodon tan mas , bir sonraki amino asite peptid ba lanmas ve 3 yönünde nükleotidlerin 

hareketidir. mRNA, DUR kodonlar ndan (UAA, UGA ve UAG) birisine ula ld nda, 

translasyon, sona erer. Olu an polipeptid zinciri, ribozomu terk eder  (29,32,36).   
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2.1.3 GLOB N GEN KÜMELER

 
           Alfa globin zinciri, 16. kromozom üzerinde yerle mi olan iki -globin geni ( 2 ve 1) 

taraf ndan kodlan rken; , ve  zincirlerinin genleri (s ras yla G , A ,  ve ) 11. kromozom 

üzerinde bulunan kendilerine ait genler taraf ndan -gen kümesi içerisinde  kodlan rlar. 

Globin genleri her iki kümede de geli im süresi boyunca eksprese edildikleri s raya göre 

düzenlenmi lerdir. ki yeti kin -benzeri globin geni vard r, -1 ve -2 . Bunlardan ikincisi 

predominant olarak eksprese edilir. Normal yeti kinde -globin geni, eksprese edilen major -

benzeri globin genidir. Delta ve gamma genlerinin ekspresyonlar  ise minimaldir ( 37,38).  

2.1.3.1 Alfa Gen Kümesi 

Alfa gen kümesi genellikle fonksiyonel bir Zeta ( ) geni ve iki alfa

 

( ) geni içerir. Bu 

alfa genleri 1 ve 2 olarak gösterilirler. Bu kümede ayr ca dört adet psödogen  bulunur:  , 

1,  2  ve 1. Bu psödo genlerin fonksiyonlar bilinmiyor ancak varl n sürdürebilen bir 

globin zinciri sentez ettirdikleri söylenemez, fetal ya am n erken dönemlerinde bu genler 

ifade ediliyor gibi görünüyor ( 12,16).( ekil 4)   

 

                           ekil 4. -Benzer globin genler.     
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2.1.3.2 -Gen Kümesi 

Beta-globin geni, 11. kromozomun k sa kolu (11p15.4) üzerinde di er -benzeri 

genlerle birlikte bir küme eklinde bulunur. ( ekil 5). Bu küme be fonksiyonel gen içerir: 

5 , G -A - , - 3 . Bunlar geli imsel ekspresyonlar na göre dizilmi lerdir   

globin gen kümesi -locus control region ( -LCR) kontrolü alt ndad r. Bu kontrol gölgesi,  

geninden 5 yönünden yakla k  5 ile 20 kilobazl k bir aral kta yerle mi major  bir 

düzenleyici eleman olup; Gen kompleksi içerisinde bulunan bütün genlerin ekspresyonunda 

önemlidir. -LCR,  gen kümesini saran aktif  bir kromatin  sahas olu turmaktan ve -

benzeri globin  genlerinin yüksek derecede ekspresyonundan sorumludur. Eritroid 

hücrelerdeki globin genlerinde oldu u gibi transkripsiyonel aç dan aktif genler, aç k bir 

kromatin yap s (eukromatin) gösterirler. Bu transkripsiyonel aç dan sessiz bir gen 

lokusundaki heterokromatinin kapal yap s n n tersidir. Bu aç k yap , nükleazlar taraf ndan 

i lenmeye duyarl olmakla karakterizedir. -LCR, 15 kb l k bir bölgede da lm DNAz I e 

duyarl (DNAz I hipersensitif) be adet hipersensitif (HS) kararl yap içerir. (HS1-5 ile 

gösterilirler). Bu yap lardan dört tanesi (HS1-4) eritroid spesifik iken; HS5 vücutta yayg n 

olarak bulunur. -geninin 3 k sm na yakla k 20 Kb l k uzakl kta di er bir hipersensitif bölge 

(HS1) bulunur. -kompleksinin her iki yan nda iki uç k s mda yeralan  HS bölgeleri  -gen 

gölgesinin s n rlar n belirler. -globin geninin genomik sekans 1600 baz çiftinden (bp) 

olu ur ve 146 aminoasidi kodlar. Transkript edilen bölge, iki intron veya intervening 

sequence (IVS) taraf ndan birbirlerinden ayr lm kodlay c üç ekson içerir. ( ekil 5 (b).) 

Ekson1: 1 den 29 a kadar olan amino asitlerle beraber kodon 30 için ilk iki baz içerir.  

Intron I (Intervening sequence I, IVS I) 128 baz çifti (bp) uzunlu unda olup 5 k sm nda 

donör bölge olarak adland r lan GT ve 3 k sm nda akseptör bölge olarak adland r lan AG 

dinükleotidleri aras nda kal r 

Ekson 2: Kodon 30 un kalan k sm ile birlikte 31 den 104 e kadar olan amino asitleri kodlar. 

Intron II (IVS II) 850 bp lik bir uzunlu a sahip olup yine donör ile ba lay p akseptör ile 

sonlanr. 

Ekson 3: 105 den 146 ya kadar olan amino asitleri kodlar 

Ekson 2, Hem

 

ba layan ve  dimer formasyonununda rol oynayan aminoasitleri 

kodlarken ekson 1 ve ekson 3 , -globin zincirinin hem ba lamayan k s mlar n kodlar 
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Gen fonksiyonu için önemli olan konsensus sekanslar (korunmu diziler), 5 promoter 

bölgede, ekson-intron ba lant s nda, ve translasyonu yap lmayan 3 -untranslated region (3 -

UTR) da bulunurlar.   

globin gen promoteri, 3 önemli konsensus dizisini  içerir. Bunlar, -globin geninin hangi 

s kl k ve miktarda üretilece ini tayin ederler. Bunlardan en önemlisi RNA polimeraz II nin 

ba land TATA kutusu ( -28 ile 31 aras ndaki pozisyonda) denilen bölge olup; di erleri, 

CCAAT kutusu (-72 ile-76 pozisyonlar aras nda) ve duplike CACCC motifleri (distalde 86 

dan -90 a kadarki k s mlarda ve proximalde 101 den -105 e kadarki pozisyonlarda). 

CCAAT ve TATA unsurlar birçok ökaryotik promoterlerde bulunurlarken; CACCC 

sekans predominant olarak eritroid hücre-spesifik promoterlerde bulunurlar. Bu 5 

ucunda yer alan sekanslar n normal gen ekspresyonu aç s ndan önemi; -80 ile 100 bölgeleri 

aras ndaki CACCC motifleri ve özellikle TATA kutusu içerisinde  ve çevresindeki 

sekanslardaki nokta mutasyonlardan kaynaklanan -talasemiler nedeniyledir. 3 UTR de 

bulunan konsensus sekans , -globin genine has olup; downstream enhancer ad n al r  ve 

poli(A) kuyru unun 3 yönünde yakla k 600 ile 900 bp lik bir alanda yer alan bölgeyi 

kapsar. -globin geninin 3 ucuna do ru zincir sonland rma kodonundan sonra yakla k 200 

bp uzunlu unda AATAAAA olarak uzayan poli A sinyal dizisi de yine 3 UTR bölgesinde 

bulunur. Bütün globin genleri benzer yap ya sahiptirler. Her gen 5

 

promoter  dizilerin 

yan nda 5 ve 3 protein kodlanmayan (untranslated) gölgelere sahiptir ( 17,38,39,40,41,42).   

  

                                          ekil 5. -Benzer globin genler. 
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Hemoglobinin yap s ,fonksiyonu veya üretimi ile ilgili hastal klar hemoglobinopatiler olarak 

adland r l r(43).Genetik hastal klar içinde önemli bir yere sahip olan hemoglobinopatilerin 

pekçok  ülkede önemli bir sa l k sorunu olu turdu u bilinmektedir.Bunlardan orak hücre 

anemisi ve talasemiler hemoglobin hastal klar n n büyük bir k sm n olu turmaktad r.Her iki 

hastal k da resesif olarak seyretmekte olup,11.kromozomun k sa kolu üzerinde yer alan -

globin gen mutasyonlar sonucu ortaya ç kmaktad r(1,44,45).   

2.2 TALASEM LER  

Talasemi sendromlar oldukça geni bir genetik yelpazeyi kapsar.En s k görüleni  ve  

talasemidir. -talasemi daha ziyade UzakDo u da görülürken, talasemi

 

Akdeniz 

Ülkeleri,dolay s ile Türkiye de s kt r.  

  2.2.1 -Talasemiler 

          -talaseminin nedeni,sadece delesyonlar de il ayn zamanda gen içindeki nokta 

mutasyonlar d r(46,47,48). 

 

globin sentezinin azalmas

  

( +) talasemi, yoklu u ise ( 0) 

talasemi olarak adland r l r.(49,50). Son y llarda rutin kullan ma giren polimeraz zincir 

reaksiyonu(PCR) yöntemi ve DNA dizi analizi -talasemiye yol açt bilinen mutasyonlar n 

say s artm t r.Tüm mutasyonlar n her toplumda görülmemesi ve mutasyonlar n etnik 

gruplara özgü olmas ,bu geni moleküler çe itlili i biraz basite indirgeyen bir faktör 

olmu tur(46,48).Bir toplumda belirlenen az say daki mutasyon o toplumdaki -talasemi 

genlerinin %90-95 ni tan mlamaktad r(48).Son y llarda -talasemiye yol açt bilinen 

mutasyonlar n say s büyük bir h zla artm ve 200 ü geçmi tir(12).  

2.2.1.1 -Talasemiye Neden Olan Mutasyonlar  

 talasemi,  

 

globin genindeki mutasyonlar sonucu olu ur.Bu mutasyonlar n büyük 

bir k sm n nokta mutasyonlar olu tururken daha az k sm n delesyonlar olu turmaktad r. - 

talasemilerin tersine  talasemiler, nadiren, delesyonlar sonucu meydana gelirler.  

-Talasemi den sorumlu genetik defektlerin %95 inden fazlas -globin geninin moleküler 

i levlerini etkileyen  nokta mutasyonlard rlar. Mutasyonlar n sadece az bir k sm gen 

delesyonlar sonucudurlar. Beta globin genindeki mutasyonlar s n fland r rken; 

mutasyonlar n gen ekspresyonundaki çe itli kademelere etkilerine göre s n fland rma 
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yap labilir çünkü bu mutasyonlar gen ekspresyonundaki çe itli kademeleri etkileyerek -

globin zincir sentezinin bozulmas na neden olurlar (10,19,51,52,53,54).  

2.2.1.2  Gen Delesyonlar

 

Sadece beta genlerini etkileyen en az 17 de i ik delesyon tan mlanm t r. Bunlardan 

biri hariç di erleri nadir görülür. Beta geninin 3 ucundaki 619-bp delesyon en yayg n görülen 

delesyonel -globin geni mutasyonudur. Bu mutasyon Intron II den ba lay p -globin geninin 

3 sonuna kadar gider. Ancak, bu mutasyon Pakistan ve Hindistan n  Sind ve Gujarati  

populasyonlar nda s n rl olup; buradaki  beta-talasemi allellerinin yakla k %50 sini te kil 

eder. Hint 619-bp delesyonu  beta geninin 3 ucunu ortadan kald r r ama 5 ucu korunmu 

olarak kal r. Halbuki di er birçok delesyon, 5 ucunu ortadan kald r p -genini korunmu 

olarak b rak r. Bu delesyon için homozigot olanlar o - talasemilidirler.  Hint delesyonu için 

heterozigot olanlar n, di er  beta-talasemilerin heterozigot formlar nda  oldu u gibi yükselmi 

HbA2  HbF düzeyleri vard r. Delesyonel mutasyonlar  için heterozigot olan formlar n 

hepsinde yüksek HbA2 düzeyleri sözkonusudur. Artm -zincir üretimi, delesyonun yan nda 

artm -gen transkripsiyonu sonucudur ve bu da muhtemelen  delesyona u ram beta-

geninin transkripsiyon faktörleri için yar mas n n azalm olmas d r (16,55,56). 

Kalan -talasemilerin ço u genin içerisinde veya hemen kom ulu undaki 

sekanslardaki nokta mutasyonlar taraf ndan meydana getirilir. Bunlar tek baz de i imi, birkaç 

baz n minör insersiyon veya delesyonlar d rlar, gen regulasyonunu etkiledikleri 

mekanizmalara göre s n fland r l rlar (17).  

2.2.1.3  Transkripsiyonel Mutasyonlar 

-globin genindeki promotör bölgesinde birçok de i ik baz yerde i tirmeleri 

tan mlanm t r. Bu konsensus dizilerindeki mutasyonlar, RNA polimeraz n -genindeki 

promoter bölgelere ba lanmas n önleyerek, transkripsiyonu ba latma kabiliyetinde azalmaya 

neden olur. Bu kategoriye giren de i ik mutasyon tipleri ile ili kili olarak, klinik iddetlerinde 

önemli de i ikliklerin olmas na ra men bütün bu olgularda fenotip + talasemidir. Upstream 

(5 ucu do rultusu)  bölgesindeki düzenleyici elemanlarla ili kili bu mutasyonlar, bu 

bölgedeki korunmu dizilerin beta-globin genlerinin transkripsiyonlar n n düzenleyici 

rollerinin önemini teyid eder ve Ortado uda, özellikle Afrika populasyonlar ndaki en hafif 

talasemi formlar ile ilgili bir temel veri sunar. Bu olgularda, -globin zincir sentezi hem 
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homozigot formlarda hem de çift heterozigot formlarda talasemi major u önlemeye yeterli 

olup; sadece %20-30 aras nda -globin mRNA sentezi dü üklü üne neden olurlar ve klinik 

olarak hafif seyirli talasemia intermedia fenotipi meydana getirirler. Bu mutasyonlardan 

baz lar , mRNA CAP bölgesine göre 88 ve 87 pozisyonlar nda oldu u gibi CCAAT 

kutusuna yak n iken; di er baz mutasyonlar Cap bölgesinden 30 nükleotid uzakl ktaki TATA 

kutusu içerisinde, genellikle tek nükleotid de i imi ile meydana gelirler. Beta globin geninin 

5 ucu do rultusunda (upstream) yer alan baz mutasyonlar, fenotipte daha az   farkedilebilir  

baz  de i ikliklerle ili kilidirler. Örne in: 

-101  pozisyonunda C T yerde i tirmesi, bahsedilen  upstream bir promoter elemanla ilgili  

olarak sessiz -talasemi ili ili kilidir ki bu; tamamen normal fenotipte olup  sadece çift 

heterozigotlardaki -talaseminin daha ciddi formlar ile etkile imi ile saptanabilir. CAP (+1) 

bölgesinde  bir A C yerde i tirmesi bulunan sadece bir örnek, Hintlilerde saptanm t r. Bu 

vaka mutasyon aç s ndan homozigot olmas na ra men; fenotipik olarak -talasemi trait 

fenotipine sahipti (16,39,57,58). 

           

2.2.1.4   RNA- lemlenme Mutasyonlar

 

mRNA n n çekirde e girmesini engelleyen tek baz mutasyonudur.mRNA n n  sürecini 

engelleyen tek-baz mutasyonlar n n ola anüstü çe itlili idir (16). 

Ekson ve intronlar n s n rlar sabit-de i mez dinükleotidler taraf ndan meydana 

getirilmi lerdir: 5 ucunda (donor) GT

 

ve 3 ucunda (akseptör) AG dinükleotidleri gibi... Bu 

ba lant bölgelerinin (splice junction) herhangi birinde meydana gelen tek-baz de i ikleri 

normal RNA splicing

 

olay n tamamen ortadan kald r r ve olay o fenotipi ile 

sonuçlan r(61) .  

2.2.1.4.1 Splice Kav a ndaki Mutasyonlar 

Bu sekanstaki mutasyonlar splicingi farkl oranlarda etkiler ve kriptik bölge çevresinde 

alternatif bir splicing olu turur. 

            Splice Junction (kav ak) bölgelerinde de i meyen-sabit dinükleotidleri çevreleyen 

yüksek derecede korunmu (konsensus) diziler mevcut olup; bunlar da mRNA processing 

i levinde görev al rlar. Bu konsensus dizileri, donör bölgede: Intronun ilk 6 nükleotidi ve 

eksonun son 3 nükleotidi iken; akseptör bölgede: Eksonun ilk nükleotidi ile intronun son 10 
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nükleotidinden olu ur. Bu bölgelerdeki mutasyonlar, + fenotipinde talasemiler ile sonuçlan r 

(62). 

IVS-I donor bölgesinin dizilimi içerisinde tek baz de i imi ile ilgili çe itli -

talasemiler biliniyor. Bu mutasyonlar, ili kili olduklar fenotiplerdeki çe itlilikten dolay , özel 

bir ilgi alan olu tururlar. Örne in: IVS-I in 5. pozisyonundaki G nin C veya T ile de i imi 

iddetli  + talasemi formu ile  sonuçlan r. Di er taraftan IVS-I  6. pozisyonda T C

 

yerde i tirmesi Akdeniz bölgelerinde s k rastlanan ve çok hafif bir  + talasemi formu ile 

sonuçlan r (16). 

RNA processing  olay , ayr ca, intronlar veya eksonlar içerisinde yeni splice 

(ba lanma) bölgeleri olu turan mutasyonlardan da etkilenir. -globin geni içerisinde splice 

kav a d nda da GT ve AG dinükleotidleri içeren ba ka bölgeler de bulunur. Kriptik 

bölge (Cryptic Site) olarak adland r lan bu bölgeler normal splicing i leminde donör ve 

akseptör olarak kullan lmazlar. Ancak, yeni mutasyonlarla aktif hale geçen bu bölgeler yeni 

splice bölgeleri olu tururlar. Bu olaya kriptik bölgenin aktivasyonu ad verilir. Bu lezyonlar, 

normal splice bölgesi ile kar la t r ld nda yeni bölgenin ne denli i levsel olup olmad na 

göre fenotipik etkileri aç s ndan oldukça belirgin çe itlilikler gösterirler. Örne in, IVS-I in 

110. pozisyonunda G A

 

yerde i tirmesi, Akdeniz bölgesinde ve Ülkemizde  en s k rastlanan 

-talasemi mutasyon formlar ndan biridir. Mutasyon nedeniyle kriptik bölgenin aktivasyonu 

sonucu olu an yeni bölge, normalde bulunan akseptör bölge ile yar maya girer ve yeni 

akseptör bölge, donör bolge taraf ndan daha fazla tercih edildi inden normalde splicing 

sonucu at lmas gereken 18 nükleotidlik bir parça  mRNA içerisinde kalarak karars z bir  

globin zinciri olu umuna neden olur. Bu yeni bölge yar ma sonucu normal bölgede sadece 

%10 kadar splicing b rakt için de; fenotipik olarak iddetli + talasemi formu ortaya ç kar. 

Benzer ekilde, IVS-I de 116. pozisyonda T G

 

de i imi sonucu yeni bir akseptör bölge 

olu turan bir mutasyon, çok az veya hiç bulunmayan -globin mRNA üretimi ile 

sonuçland ndan o talasemi fenotipi  ortaya ç kar. Beta-globin geninin IVS-2 intronu 

içerisinde yeni donor bölgeleri olu umuna neden olan çe itli mutasyonlar da tesbit edilmi tir 

(16,21,56,62,63). 

Anormal splicing için di er bir ilginç mekanizma eksonlar içerisindeki kriptik donor 

bölgelerinin aktivasyonudur.   
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2.2.1.4.2 Kodlanan Bölgedeki Mutasyonlar 

             globin geninin ekson 1 deki  kodon 24-27 IVS 1  donör bölgesinde gizli mutasyon 

bölgesi vard r. Bu bölge bir GT dinükleotidi içerir; buna kom u bölgelerde meydana gelen 

de i imler bunu de i tirerek konsensus donör splice bölgesine daha fazla benzemesini ve 

sonuç olarak aktivasyonunu sa lar ve bu olay normal splicing bölgesinin aktif olmas halinde 

bile meydana gelebilir. Bu bölgedeki çe itli mutasyonlar bu bölgeyi aktifle tirip RNA 

processing i lemi esnas nda kullan ma girmesini sa lar ki; bunun sonucu anormal mRNA 

üretimidir. Bu mutasyonlardan en iyi bilinen üç tanesi: 19. , 26.  ve 27. kodonlardaki baz 

de i imleri ile ili kilidir.  

19. kodonda  A G     ( HbMalay)

 

26. kodonda  G A     (HbE)

 

27. kodonda  G T      (HbKnossos)

 

Bu baz de i ikliklerinin sonucunda bir taraftan -globin mRNAs n n azalmas öte taraftan bir 

aminoasit yerine ba ka bir aminoasidin sentezi söz konusudur çünkü anormal olarak splice 

edilen mRNA da proteine çevrilir. Olu an anormal hemoblobinlerin, izah edilen kodonlardaki 

baz de i ikliklerine izafeten kar l klar yukar da verilmi tir. Bu Hb varyantlar n n hepsi 

muhtemelen normal mRNA n n toplam üretimindeki azl a ba l , genelde orta iddette, bir  
+talasemi fenotipi ile ili kilidirler. Eksonlar içerisindeki di er baz splice mutasyonlar da 

tan mlanm lard r ( 16,62). 

Di er bir processing mutasyon s n f ; -globin mRNAs n n translasyona u ramayan 

poliadenilasyon sinyal bölgesi olan 3 ucundaki AAUAAA dizisi ile ili kili olanlard r. 3 

UTR bölgesinde bulunan  (-AATAAAA-) konsensus dizisi bir sinyal gibi davranarak 

büyüyen mRNA n n enzimatik bir yolla uygun noktas ndan kesilerek (RNA cleavage) genden 

ayr lmas n sa lar. Bu bölgede meydan gelen bir mutasyon sonucu poliadenilasyon sinyalinin 

yap s bozularak  mRNA n n ayr lmas 900 nükleotid sonra gelen bir ba ka sinyale kadar 

ertelenir. Böylece  olu an pre-mRNA yakla k iki kat daha uzun olup; hemoglobinin kararl 

yap s n n bozulmas na neden olacak ekildedir. Örne in, bu bölgedeki bir T C 

yerde i tirmesi, -globin mRNA s n n normalde sentez edilmesi gerekenin sadece onda 

birinin transkript edilmesi dolay s yla iddetli + talasemi  fenotipi  ile sonuçlanacakt r 

(16,53,62).   
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2.2.1.5  RNA Translasyon Mutasyonlar

 
-talasemi allelerinin yakla k yar s RNA translasyonun de i ik evrelerini etkiler ve 

bütün bu olgularda,  globinin üretilmedi i o talasemi ile sonuçlan rlar. Bu defektlerin ço u, 

frameshift veya nonsense mutasyonlara ba l premature terminasyon kodonlar n n meydana 

gelmesinden dolay olup; hemen hepsi exon1 ve 2 içerisinde sonlan rlar (59,60). 

      

   2.2.1.5.1  Anlams z  Mutasyonlar 

Bir aminoasit kodonunu, sonland rma kodonuna (Stop codon: UAA, UAG veya UGA)   

çeviren tek baz yer de i tirmeleri, yani nonsense mutasyonlar, mRNA n n translasyonunu 

durdurur ve o-talasemi ile sonuçlan rlar. Bu ekilde etkide bulunan birçok baz 

yerde i tirmesi tipi saptanm t r. Örne in; kodon 17 mutasyonu Güneydo u Asya da, kodon 

39 C T (CAG TAG) mutasyonu ise Akdeniz bölgesinde yüksek bir s kl kta görülen bu tip 

mutasyonlard rlar. -globin zincir sentezinin bu tür mutasyonlarda oldu u gibi premature bir 

ekilde durdurulmas ,  o-talasemilerin en s k nedenleri aras nda yer al r (32,64,65). 

           

2.2.1.5.2  Çerçeve Kaymas (Frameshift) Mutasyonlar 

Bir veya birden fazla nükleotidin delesyonu veya insersiyonu sonucu öne veya arkaya 

do ru (5 3

 

veya 3 5 yönünde)  olu an nükleotid kaymas ile mutasyon bölgesinden 

sonraki kodonlar n ifreleri de i erek ortaya ç kar.Bu mRNA 0 fenotipine neden olur (66).  

           Farkl aminoasit dizilimli ve normalden k sa olarak olu an mRNA lar normal globin 

zinciri olu turamazlar ve o-talasemi fenotipinde olgulara sebep olurlar. Bu ekilde çe itli 

frameshift (çerçeve kaymas ) mutasyonlar tan mlanm t r.Hintlilerde yayg n olan 8. ve 9. 

kodonlar aras na bir nükleotidin girmesi sonucu meydana gelen frameshift mutasyon (Codon 

8/9 (+G)) ile yine  Hintliler ve Güneydo u Asyallarda yayg n olan 41. ve 42. kodonlarda dört 

nükleotidin delesyona u ramas sonucu görülen (CDs 41/42 -TTCT) frameshift mutasyonlar 

bunlardan ikisidir (59,67).  

2.2.1.5.3      Ba l k Bölgesi (Cap Site) Mutasyonlar

  

Ba l k bölgesindeki +1 nükleotid transkripsiyonun ba lang ç bölgesidir.Bu pozisyonda 

A C nükleotid yer de i tirmesi sonucunda capping

 

yava lamas ve mRNA kararl l n n 

bozulmas sonucu transkripsiyon azal r. Homozigot olgularda bile heterozigot gibi bulgu 
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veren bir fenotip söz konusudur.Heterozigot bireyler ise normal say labilecek MCV ve s n rda 

HbA2 düzeylerine sahip sessiz ta y c lard rlar ( 59,67,68).  

2.2.1.6 Dominant Geçen  talasemi ve stabil olmayan  globin varyantlar

 

      Son 20 y lda a r  talasemiden ayr lamayan sporadik vakalar tan mlanm t r.Bu tip 

vakalarda eritrosit prekürsörlerinde inklüzyon cisimcikleri çokça gözlenmektedir.Dizi 

analizleri moleküler düzeyde heterojenite göstermektedir.Fakat ço u  globin geninde ekson 

3 de mutasyon içermektedir.Çerçeve kaymas veya prematür zincir sonlanmas gözlenir.Bu 

düzensizlik uzam stabil 

 

globin gen ürünlerini olu turur.En s k görülen mutasyon ise kodon 

121 de GAA TAA de i ikli idir (69,70).   

2.2.1.7      Di er Mutasyonlar 

Translasyonu yap lmayan 3 UTR bölgesindeki +1565 den +1577 ye kadarki 

nükleotid dizilerini içeren bölgenin delesyonu + fenotipinde talasemiye neden olur. 

Ba lang ç kodonu olan birinci eksonun ilk kodonu ATG dizisindeki nükleotidlerin 

mutasyonlar sonucu transkripsiyonun ba lat lamamas ise o talasemi fenotipinde olgular n 

ortaya ç kmas na neden olur.Bu kodondaki her bir nükleotidi etkileyen farkl mutasyonlar 

bulunmu tur.Bunlar n hepsi de iddletli klinik gösteren mutasyonlard rlar (32,62,67).  

2.2.2 -Talasemilerde Fizyopatogenez Ve Moleküler Patogenez  

Talasemilerin patofizyolojik özelliklerinin hemen hepsinin kökeninde yatan olgu; 

globin zincirinin dengesiz üretimi ve bunun sonucunda ortaya ç kan anemidir. 

Beta talasemilerdeki aneminin üç komponenti vard r. lk ve en önemlisi; eritrosit öncül 

hücrelerin kemik ili inde de i ik oranlarda y k lmas ile birlikte inefektif eritropoez dir. 

kincisi, -zincir inklüzyonlar n içeren olgun k rm z hücre elemanlar n n y k m na ba l 

olu an hemoliz. Üçüncüsü ise; hemoglobin sentezindeki azalmaya ba l hipokromi ve 

mikrositoz dur (16,78). 

Homozigot -talasemili olgularda, -globin sentezi, yoktur ( o) veya farkedilebilir 

ölçüde azalm t r ( +). Bunun sonucunda fazladan -globin zincirlerin üretimi söz konusudur. 

Alfa-globin zincirleri tek ba lar na fonksiyon görebilecek hemoglobin tetramerleri olu turma 

yetene inde olmad klar ndan ve ayr ca çözünür olmad klar ndan, k rm z hücre prekürsörleri 

içerisinde çökerler. Meydana gelen inklüzyon cisimcikleri elektron mikroskobu veya k 
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mikroskobunda gösterilebilir. Bu inklüzyonlar hücre membran n zedeler, esnekli ini azalt r 

ve eritrositlerin mononükleer fagositik sistem hücreleri taraf ndan fagosiztozuna yol açarlar. 

Böylece, olgun eritrositler erken parçalanmaya u rarken; eritroblastlar da içlerindeki 

inklüzyonlar nedeniyle kemik ili i içindeyken parçalan rlar  ve etkisiz eritrosit yap m na 

neden olurlar (inefektif eritropoezis) ( 16,78,79).  

2.2.2.1     -Talasemilerde Fenotipler ve Klinik formlar 

-talasemilerin klinik iddeti zincir dengesizli inin derecesi ile orant l olup;bu 

bak mdan iki s n fa ayr labilir; hiç -globinin üretilmedi i o talasemiler ve bir miktar  

globinin üretilebildi i ama normalden az üretildi i + talasemi.Daha az ciddi formlar bazen 
++ olarak gösterilirler ve  zincir üretiminde minimal yetersizli i anlat rlar (80,81,82).  

2.2.2.2 Heterozigot -Talasemi Fenotipi ( -talasemi ta y c l ) 

-talasemi ta y c lar , sadece bir tek etkilenmi globin lokusu olan ve hayat boyu 

sa l kl kalan; ancak hastal kendi nesillerine aktarabilme riskini ta yan bireylerdirler. 

Bunlar, o bozukluk için homozigot ve çift heterozigot olgulardan ay rt edilmelidirler (83). 

Talasemi formlar n n ortak özellikleri, heterozigotlarda, Hemoglobin A2 (HbA2) 

dzüeylerinin artm olmas d r. Ancak, baz -talasemili olgularda HbA2 düzeyleri normaldir. 

Bu olgular,iki k s mda incelenebilirler:Tip1- de anormal hematolojik bulgular 

bulunmad ndan bunlara sessiz heterozigotlar denir.Tip-2 de ise hematolojik 

de i iklikler, yüksek HbA2 de erleri bulunan -talasemi ta y c lar ndan ay rt edilemeyecek 

durumdad r. Sessiz -talasemiler hematolojik veriler normal oldu undan tarama yöntemleri 

ile saptanamazlar. Ancak hafif derecede bir globin zincir dengesizli i ( / globin zincir oran 

birden büyük) söz konusudur. Sessiz talasemi ye neden olan mutasyonlardan biri olan (-101 

C T) mutasyonunun, transkripsiyonu negatif kontrol eden proteinlerden birini normale göre 

dokuz kat daha güçlü ba layarak, -globin gen ürününü azaltt gösterilmi tir ( 16,60,84,85). 

-talasemi ta y c lar ndaki hematolojik parametreler u ekildedir: Eritrosit say s 

(RBC) artm , MCV (ortalama eritrosit volümü) 60-75 fl kadar dü mü .HbA2 konsantrasyonu 

%3.5-%7  kadar artm , HbF düzeyinde ise s n rl bir art (%1.5-%8) vard r. Periferik kan 

yaymalar nda hipokrom mikrositer eritrositler saptan r. Bu bireylerin globinlerinin / sentez 

oranlar 1.5-2.0 oran ndad r. Bir -talasemi ailesine sahip bu bireylerde ya am süreleri normal 

olup; sa l kl bireylerdirler ( 32,86,87).  
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2.2.2.3 -Talasemi Major 

ki adet ayn çe it mutasyona sahip mutant -talasemi geni ta yan homozigot

 
veya 

birbirinden farkl iki adet mutasyona sahip mutant -talasemi genini bir arada ta yan çifte 

heterozigot (veya birle ik heterozigot) olgular olup; iddetli talasemi klini ine sahip 

bireylerdirler. Do umu takip eden aylarda ba layan sar l k  ve hepato-splenomegali 

mevcuttur. HbF ve HbA2 düzeyleri altta yatan moleküler patolojiye göre oldukça de i kenlik 

gösterir. HbF artm t r (%30-99), HbA2 düzeyi %1-9 aras nda de i ir. HbF düzeyi çok yüksek 

olan olgularda e er HbA yoksa o dü ünülür. o-talasemide  HbA2 düzeyi çok yüksek olan 

olgularda -gen promoter bölgesini de içine alan büyük gen delesyonlar dü ünülmelidir 

(88,89,90).  

2.2.2.4 -Talasemi ntermedia  

Asemptomatik -talasemi heterozigot olgular ile a r beta talasemi homozigot (major) 

aras nda bir klinik iddet sergiler. Hastalar n ço u transfüzyon almadan normal Hb 

de erlerine sahiptir. Talasemi intermedia ya neden olan IVS-1-6 (T C) homozigot 

mutasyonu daha çok Akdeniz ülkelerinde görülür. Talasemi Intermedia da, genelde , her iki 

-geni de talasemiktir. Bu durumda: 

i-Mutasyonlar n her ikisi de  hafiftir (homozigot veya birle ik heterozigot) 

ii-Mutasyonlardan biri a r; di eri hafiftir ( birle ik heterozigot) 

iii- eta-talasemi heterozigotlu u ve alfa gen triplikasyonu ( / ) vard r. 

Periferik yayma özellikleri -talasemi major e benzer. Bir ya ndan sonra talasemi tan s 

konulan ve kan transfüzyonuna bir ya ndan sonra ba lanan olgularda talasemi intermedia 

olas l akla gelmelidir. Tan genellikle 2-5 ya lar aras nda konulur veya tan ya 2. dekada 

kadar uzam da olabilir. Hemoglobin de erleri daha yüksek olup orta düzeyde kemik 

de i iklikleri olur. Aneminin daha az iddetli görülmesinin nedeni serbest -zincirlerinin 

genetik faktörler taraf ndan azalt lmas ve /non- globin zincir imbalans n n daha az 

olmas d r. Bu imbalans dü üren faktörler; orta düzeyde -talasemi alelleri, birlikte bulunan -

talasemi ve birlikte bulunan  veya HPFH sendromudur (32,60,90,91).  

2.2.2.5 nklüzyon Cisimcikli Beta Talasemi 

A r dayan ks z globin zincirleri nedeniyle meydana gelen talasemilerdirler. Talasemi 

intermedia gibi fenotipik özellik gösterirler ve iddetli heterozigot beta talasemi eklinde 
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dirler. Belirgin hemoliz ve eritrositlerde inklüzyon cisimcikleri ile karakterize edilirler. Bu tip 

talasemilere neden olan mutasyonlar: talyanlarda Codon 94(+GT), Litvanyal larda    Codon 

123 (-A), Japonlarda Codon 128/129 (GCTG) eklinde görülür. Bunlar seyrek görülen -

talasemi alelleri olup malaryaya kar seçici bir özellik göstermezler ve da l mlar da -

talaseminin nadir görüldü ü toplumlardad r ( Kuzey Amerika, Japonya vs.). nklüzyon 

cisimcikli talasemilerin ço u exon 3 deki mutasyonlarda gözlenirler. Normal globin 

zincirindeki H  heliksinin yoklu u globinin dayanaks z olmas n sa lar. Proteolitk sindirim 

sonucu globin zinciri hücre içinde çabucak çökelir ve çökelen alfa zincirleri de hücre zar na 

zarar verir (60,92).  

2.2.3  - Talasemilerde Epidemiyoloji         

-Talasemi en yayg n tek hastal klar ndan biridir.Dünya popülasyonunun yakla k 

%4.5 i  globin zincirinde bir mutasyon ta y c s d r (5,47,71). 

-  Talasemi Akdeniz Ülkeleri,Kuzey ve Bat Afrika dan Orta do u ve Güneydo u Asya 

ülkelerini içine alan bir ku akta yay lma gösterir.( ekil 6) (3,72,73,74) Bugünlerde 

populasyonun h zl yay l yüzünden Avrupa K tas , Kuzey ve Güney Amerika ya da 

yay lmaya ba lam t r(47). talasemi ta y c l oran Türkiye genelinde %2 olmakla 

birlikte bu say Türkiye nin baz yörelerinde %10 a kadar ç kmaktad r.Akraba evliliklerinin 

s kl ve do um h z n n yüksekli i,Türkiye de beklenenin de üzerinde  talasemili çocuk 

do mas n n nedenidir.Hastal k,hafif  klinikli 

 

talasemi intermedia ile transfüzyona ba ml

 

talasemi majör aras nda seyreden çok geni bir yelpazede görülmekle birlikte Türkiye de 

talasemi majör olgular a r basmaktad r(76). Halen Türkiye toplumunda 30 u a k n 

mutasyon saptanm t r(77). Bu geni moleküler çe itlilik, hastal a önlem alma stratejilerini 

ve programlar n önemli ölçüde zorla t rmaktad r.        

Ülkemizde Çukuova,Akdeniz K y eridi,Ege ve Marmara Bölgelerinde talasemi 

ta y c l çok s kt r. ç Anadolu,Do u ve Güneydo u Anadolu da yeterince ara t rma 

merkezi olmad ndan bu yörelerde kesin bir rakam bilinmemektedir.Türkiye popülasyonunda  

talasemi ta y c l s kl %2.1 dir (77).    
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ekil 6. Beta talasemi mutasyonlar n n dünyadaki yay l (1)   

2.2.4. Türkiye de  -Talasemi 

Talasemilerin Türkiye de en s k görülen tipi -talasemidir.Akraba evliliklerinin s kl 

ve do um h z n n yüksekli i, Türkiye de beklenenin de üzerinde -talasemili çocuk 

do mas na neden olmaktad r. 

            -talasemi ta y c l oran Türkiye genelinde %2 olmakla birlikte, bu say 

Türkiye nin baz yörelerinde (Antalya ve Trakya gibi) %10 a kadar ç kmaktad r. En dü ük -

talasemi s kl klar Türkiye nin kuzey ve do u  bölgelerinde gözlenmi tir. Akraba 

evliliklerinin s kl ve do um h z n n yüksekli i, Türkiye de beklenenin de üzerinde -

talasemili çocuk do mas n n nedenidir. Hastal k, hafif klinikli -talasemi intermedia ile, 

tranfüzyona ba ml -talasemi majör aras nda seyreden çok geni bir yelpazede görülmekle 

birlikte, Türkiye de  -talasemi majör olgular a r basmaktad r. Halen Türk toplumunda 30 u 
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a k n mutasyon tan mlanm t r; bu geni moleküler çe itlilik, hastal a önlem alma 

stratejilerini ve programlar n önemli ölçüde güçle tirmektedir (93,94,95). 

IVS-I-110 Türkiye de en s kl kla rastlanan -talasemi mutasyonudur (%40); bunu s ras yla: 

IVS-I-6,  

FSC-8,  

IVS-I-1,  

IVS-II-745,  

IVS-II-1,  

Cd39,  

-30  

FSC- 5 ( Frameshift codon-5) mutasyonlar takip etmektedir (Tablo 1). IVS-I-

110 un Türkiye genelinde %40 olan s kl , Orta Anadolu da %50 yi a makta, buna kar l k 

Do u ve Güney Do u Anadolu da %25 lere dü mektedir. Türkiye nin co rafi bölgeleri, 

mutasyon s kl ve çe itlili i aç s ndan k yasland nda, ülke nüfusunun %50 sini bar nd ran 

Bat Anadolu ve Akdeniz bölgelerinin, Türkiye genelindeki da l mla uyumlu oldu u, ve 

Kuzey, Güney ve Do u Anadolu bölgelerinin daha  heterojen oldu u, ve kendilerine özgü 

mutasyonlar içerdi i görülmektedir (-30,  -87,  FSC8/9,  IVS-II-745 gibi)  (10,96).   

Tablo 1. Türkiye de en s k görülen  -talasemi mutasyon çe itlerinin genel da l mlar ve 
s kl klar na göre ilk on s rada yer alan mutasyonlar.  

MUTASYON Tipi         Türkiye deki Genel Da l m (%) 

IVS-I-110 (G A)

 

+

 

39.3 

IVS-I-6     (T C)

 

+

 

10.1 

Bilinmeyen Mutasyonlar    9.1 

FSC-8        ( -AA ) o

 

  5.5 

IVS-I-1       (G A)

 

o

 

  5.0 

IVS-II-745  (C G)

 

+

 

  5.0 

IVS-II-1      (G A)

 

o

 

  4.7 

Cd 39        (C T)

 

o

 

  3.8 

- 30            (T A)

 

+

 

  3.1 

FSC-5        ( -CT )  o

 

  2.2 
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2.2.5  Diyarbak r Bölgesinde -Talasemi  

Diyarbak r bölgesinde daha önce moleküler düzeyde  -talasemi mutasyon 

tiplendirmesi üzerine, sadece, bir çal ma yap lm t r(Bu tezin de dahil oldu u 

Diyarbak r daki tarama hariç). Bu çal ma daha önce -talasemi major  tan s konmu 36 

örne in mutasyon tiplerinin belirlenmesi ad alt nda  yap lm t r (60). 

Söz konusu  çal mada Çukurova bölgesinde yayg n olarak görülen 8 adet mutasyonun 

Diyarbak r bölgesindeki s kl klar incelenmi tir. Elde edilen sonuçlara göre 36 hastadan 10 

hastan n ara t r lan 8 mutasyondan hiçbirisini ta mad ; di er 26 hastan n ise Çukurova 

bölgesinde s k görülen 8 mutasyondan herhangi birini ta d tesbit edilmi tir. Bu 

ara t rman n sonuçlar na göre Diyarbak r bölgesinde tesbit edilen mutasyon tiplendirmesinin 

Türkiye deki mutasyon tiplendirmesi ile kar la t rmal  gösteren (Tablo 2)  incelenebilir 

(60).   

Tablo 2. Daha önce yap lm bir çal maya göre Diyarbak r da ve Türkiye de en s k 
görülen -talasemi  mutasyon çe itlerinin s kl klar n n kar la t r lmas

  

MUTASYON Tipi       Diyarbak r 

Bölgesindeki S kl       

         ( % ) 

Türkiye deki  

Genel Da l m   

          ( % )   

IVS-I-110 (G A)

 

+

 

27.8 39.3 

IVS-I-6     (T C)

 

+

 

11.1 10.1 

Bilinmeyen Mutasyonlar  27.8 9.1 

FSC-8        ( -AA ) o

 

11.1 5.5 

IVS-I-1       (G A)

 

o

 

  2.8 5.0 

IVS-II-745  (C G)

 

+

 

  5.5 5.0 

IVS-II-1      (G A)

 

o

  

 8.3 4.7 

Cd 39        (C T)

 

o

 

  2.8 3.8 

- 30            (T A)

 

+

 

  2.8 3.1 

FSC-5        ( -CT )  o

 

Bak lmam

 

2.2 
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2.2.6     DNA Dizi Analiz Yöntemleri ile -Talasemi Tan s

 
             Son y llarda moleküler genetik alan nda kaydedilen geli meler birçok kal tsal 

hastal n gen düzeyinde tan mlanmas n sa lam ,bunun sonucunda da bu hastal klar n tan s 

DNA düzeyinde yap labilir hale gelmi tir.En önemli ve h zl geli me talasemi ve anormal 

hemoglobinlerde ve bu gruptaki hastal klar n,moleküler mekanizmalar n n ve mutasyonlar n n 

anla lmas nda olmu ,kazan lan bilgi birikimi ile yeni DNA analiz ve tan yöntemleri 

geli tirilmi ve bunlar sadece çocuk ve eri kine de il,fetal DNA ya da uygulanabilecek hale 

gelmi tir.DNA analiz ve tan s nda gittikçe daha basit,kolay tekrarlanabilen,tek 

a amal ,radyoaktivite gerektirmeyen,ekonomik ve tan laboratuar ortam nda da uygulanabilen 

yöntemler tercih edilmelidir.DNA analiz ve tan s klinik biyokimyasal yakla mlar 

tamamlay c niteliktedir,çok hassast r ve  %100 e yak n kesinlikte sonuç vermektedir (21). 

                        

2.2.6.1 DNA Dizi Analizi Ve Kullan lan Yöntemler 

      DNA dizi analizi, gen yap s ve genetik kontrol mekanizmalar hakk nda bir çok bilgi 

edinmemizi sa lam t r. Herhangi bir organizmadan çok miktarda saf DNA elde edilmesini 

sa layan rekombinant DNA tekniklerinin geli mesine paralel olarak DNA dizi analizi 

yöntemleri de geli me göstermi tir. 1960 l y llarda ba layan DNA dizi analizi ile ilgili 

ara t rmalar ba l ca u ekilde geli mi tir  (97). 

1965 y l nda Robert HOLLEY taraf ndan 74 nükleotidlik bir tRNA molekülünün dizi analizi 

yap lm t r. 1977 y l nda Allan MAXAM- Walter G LBERT ve Frederick SANGER 

taraf ndan iki farkl DNA dizi analizi yöntemi bulunmu tur. 1982 y l nda Akiyoshi WADA 

DNA dizi analizinin otomatik olarak yap lmas n önermi tir ve robotlar geli tirilmeye 

ba lanm t r. 1986 y l nda California Teknoloji Enstitüsünden (Caltech) Leroy HOOD ve 

Llyod SM TH taraf ndan DNA dizi analizinde kullan lacak tam otomatik bir makine 

bulunmu tur. 1990 y l nda Edward UBERBACHER taraf ndan bir gen bulma program olan 

GRA L kullan lmaya ba lanm t r. 1992 y l nda 21. kromozomun DNA Dizi Analizi 

tamamlanm t r. 1995 y l nda Craig VENTER, Claire FRASER ve Hamilton SM TH 

taraf ndan Haemophilus influenzea ya ait ilk DNA dizisi yay nlanm t r. 1996 y l nda ulusal 

bir konsorsiyum taraf ndan bir ekmek mayas olan S.cerevisiae nin DNAdizisi yay nlanm t r. 

1998 y l nda Sanger Center ve Washington Üniversitesi bilimadamlar taraf ndan 

Caenorhabditis elegans n DNA dizisi aç klanm t r. 1999 y l nda ngiltere, Japonya ve 
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ABD den bilim adamlar taraf ndan insan n 22. kromozomunun DNA dizisi tamamlanm t r. 

2000 y l nda Celera ve i birli i içinde oldu u üniversiteler taraf ndan Drosophila 

melanogaster in DNA dizisi aç klanm t r. 2000 y l Haziran ay

 
içinde nsan Genom Projesi 

kat l mc lar ve Celera n n insan gen haritas tasla n

 
tamamlad aç klanm t r. Arabidopsis 

thaliana 2000 y l nda DNA dizisi aç klanan ilk bitki olmu tur. 2003 y l nda Whitehead 

Enstitüsünde görevli David PAGE ve arkada lar Y kromozomunun dizi analizini 

tamamlam lard r.  

DNA Dizi Analizinde günümüzde birbirinden farkl iki yöntem kullan lmaktad r. Bu iki 

yöntem; 

1- Maxam ve Gilbert in kimyasal k r lma yöntemi (98). 

2- Sanger-Coulson un zincir sonlanma yöntemi (99).  

               Bu iki yöntemden, Sanger 

 

Coulson un yöntemi günümüzde daha yayg n olarak 

kullan lmaktad r. Allan MAXAM ve Walter G LBERT in geli tirdikleri yöntemin prensibi 

hidrazin, dimetil sülfat ya da formik asit in, DNA da bulunan bazlar özgül olarak 

de i tirmesine ve daha sonra eklenen piperidinin de i ikli e u ram nükleotitlerin 

bulundu u noktalardan zinciri k rmas na dayan r (100). Bu yöntemde,nükleotit dizisi 

saptanacak olan DNA önce 5 - ucundan 32P ile ya da floresan bir boya ile i aretlenir. DNA 

n n iki iplikci i birbirinden ayr larak ya da DNA uygun bir restriksiyon enzimi ile kesilerek 

DNA n n yaln zca bir ucundan i aretlenmesi sa lan r. kinci ad mda ise DNA molekülleri 

dört tüpe ayr larak A, C, G ya da T nükleotitlerini de i tirmek vek rmak için gerekli 

tepkimeler gerçekle tirilir. Reaksiyon için k s tl bir süre verilerek her tüpde farkl 

pozisyonlardaki hedef nükleotidlerden k r lm DNA parçalar elde edilir.Sonuçta k r lman n 

oldu u pozisyona göre hepsi 5 - pozisyonlar ndan i aretli ancak boylar

 

birbirinden farkl bir 

dizi DNA fragmenti elde edilmi olur. Elde edilen boylar gittikçe k salan DNA dizileri, jel 

elektroforezi ile birbirlerinden büyüklüklerine göre ayr l r ve otoradyografi uygulanarak 

bantlar görüntülenir (101).  

Maxam ve Gilbert Yönteminde Kullan lan Kimyasallar 

Maxam ve Gilbert yönteminde özgül bazlar ile zincirlerin k r lmas nda kullan lan  kimyasallar 

a a da verilmi tir (100). 
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Kimyasal k r lma yönteminde kullan lan kimyasallar:    

             Pürinlerin k r lmas nda dimetil sülfat kullan l r. Dimetil sülfat ile N7 no lu 

pozisyonundan metillenen DNA ya bazik ortamda piperidin uygulan rsa DNA guanin 

baz ndan k r l r.Bazik ortam yerine asidik ortam tercih edilirse bu sefer DNA guanin yerine 

adenin baz ndan k r l r. Pirimidin bazlar n n k r lmas ise hidrazin ile yap l r. Hidrazin DNA 

y hem sitozin hem de timin baz ndan k rar. Bu iki reaksiyonu ay rmak için ise yüksek tuz 

deri imi (2M NaCl) ve bazik ortam kullan l r. Yüksek tuz deri imi ile bazik ortamda DNA 

sitozin baz ndan k r l r. Dört farkl baz ay rmada kullan lan reaksiyonlardan elde edilen 

parçac klara elektroforez uygulanarak jel üzerinde yan yana yürütülmeleri sa lan r.Uygulanan 

elektiriksel alan n etkisi ile DNA parçac klar en k sas en önde olmak üzereyol al rlar. 

aretleme yöntemine göre jel üzerinde saptanan parçac klar k r lma pozisyonlar na göre 

okunurlar (101).  

Sanger-Coulson Zincir Sonlanma Yöntemi 

               

              DNA dizi analizinde kullan lan di er bir yöntem de Fred SANGER ve arkada lar n n 

geli tirdi i yöntem olan zincir sonlanma yöntemidir. Bu yöntem enzimatik DNA sentezine 

dayan r ve günümüzün en yayg n kullan lan DNA dizi analizi tekni idir. Bu yöntemde dizisi 

saptanacak olan DNA ipli i yeni sentezlenecek iplik için kal p olarak kullan l r. DNA 

sentezini sa lamak için Klenov, Taq DNA polimeraz, terstranskriptaz ya da sekuenaz 

enzimlerinden birisi kullan labilir. Yöntemin temeli DNA polimeraz n dNTP lerin 

Özgül 

Baz 

Baza özgül 

kimyasal 

Baz ay rmada kullan lan 

kimyasal 

Zincir k rmada Kullan lan Kimyasal 

 

G           

 

Dimetil sülfat           Piperidin             Piperidin 

 A+G              

 

Asit             Asit             Piperidin 

 

C+T       

 

Hidrazin            Piperidin             Piperidin 

 C           Hidrazin+Baz             Piperidin             Piperidin 

A>C        

  

Baz            Piperidin             Piperidin 
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(deoksiribonükleozit trifosfat) yan s ra deoksiribozun 3

 
pozisyonunda OH grubu ta mayan 

ddNTP leri de (dideoksiribonükleozit trifosfat) substrat olarak kullanabilmesine dayan r. 

Sentezlenen DNA ya bir ddNTP nin kat lmas 3 pozisyonunda OH grubu olmad için 

sentezi durdurur. Dizi analizi yap l rken dört ayr reaksiyon kar m haz rlan r. Her bir 

kar m kal p DNA zinciri, bir primer, dNTP lerin dördü ve az miktarda ddNTP lerden birini 

içerir. Özgül zincir sonlanmas için her bir reaksiyonda farkl bir ddNTP bulunur. 

Reaksiyonlar n her birinde çok az miktarda modifiye nükleotit kullan ld için yeni zincir 

sentezi rastgele sonlanarak bir dizi DNA fragmenti meydana gelir (101). 

Reaksiyonlar sonucu elde edilen DNA parçalar na elektroforez uygulanarak jel üzerinde 

yanyana yürütülür. Uygulanan elektiriksel alan n etkisi ile DNA parçac klar en k sas en  

önde olmak üzere jel üzerinde bir merdiven görüntüsü olu turur. aretleme yöntemine göre 

jel üzerinde, tespit edilen parçac klar reaksiyon kar m na konulan ddNTP nin tipine göre 

okunur (101).  

         Sanger-Coulson Zincir Sonlanma Yönteminde Kullan lan Kimyasallar  

   Primerler  

Sanger-Coulson zincir sonlanma yönteminde istenilen DNA kal b n n ço alt lmas   ve dizi 

analizinin yap labilmesi için özgül oligonükleotitlere yani primerlere ihtiyaç vard r.   Primer 

çiftleri kullan lacak kal p DNA n n genomik DNA dan eldesinde, ço alt lmas nda  kullan l r. 

Ayr ca primerler yöntemin son a amas olan sonlanma reaksiyonunda polimeraz enzimi için 

uygun 3 ucu sa lar. Her iki reaksiyondaki primer çifti ayn olabilece i gibi farkl primerler 

de kullan labilir. Gen bölgesinin elde edilmesinde kullan lan primer çifti dizi analizi yap lacak 

bölgenin daha d ndan seçilip dizi analizi reaksiyonunda kullan lan primer ise bu primerlerin 

aras nda ve dizinin analizi yap lacak bölgesine daha yak n olmal d r. Sekanslama 

reaksiyonunda tek bir primer kullan l r ve böylece reaksiyon yönü tayin edilmi olur (100). 

Kal p DNA 

Sanger-Coulson zincir sonlanma yönteminde hem çift, hem de tek zincirli DNA kullan labilir. 

Yöntemin birinci a amas nda polimeraz zincir reaksiyonu (Polymerase Chain Reaction, PCR) 

tekni i ile elde edilen ve ço alt lan DNA parças kal p DNA olarak adland r l r. PCR ürünü 

kal p DNA, önce reaksiyon art klar ndan ar nd r lmal d r. Bu çok özen gösterilmesi gereken 
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bir a amad r. E er kal p DNA yeterince temizlenemezse bir sonraki sonlanma reaksiyonuna 

aktar lacak olan kimyasallar ile primer art klar reaksiyonun hassasiyetini bozacakt r (101). 

Enzimler 

Sanger-Coulson zincir sonlanma yönteminde bir çok tipde DNA polimeraz enzimi 

kullan labilmektedir. Bu enzimlerin ortak özellikleri özgül ve hassas olmalar d r. A a da 

kullan lan enzimlere örnekler verilmi tir (100). 

E.coli Klenow Fragmenti DNA Polimeraz I 

lk geli tirilen yöntemde kullan lan bu enzimin iki büyük dezavantaj vard r. Birincisi enzimin 

kontrolsüz olarak ço altma reaksiyonlar n yar da kesmesidir. Özellikle uzun okumalarda bu 

problem iyice belirginle mektedir. kincisi enzimin homopolimerik bölgeler ile ikincil yap s 

kuvvetli olan bölgelerde istenilen verimde çal mamas d r  (100). 

Ters Transkriptaz 

Ters transkriptaz (Reverse transcriptase) enziminin her ne kadar çok yayg n bir kullan m 

alan olmasa da özellikle homopolimerik bölgelerde etkin çözüm verir. Enzim özellikle bu 

tip bölgelerde Klenow fragmentinden daha etkin ve kullan l d r (100). 

Sekuenaz Enzimleri 

Sekuenaz (SequenasesTM) enzimleri T7 bakteriofaj n dan elde edilirler. Enzimin 3 -5 

ekzonükleaz aktivitesi inhibe edilmi tir. nhibe edilen bu özelli i sayesinde enzim tek yönlü 

ve h zl çal r. Kal p DNA n n uzun oldu u deneylerde yüksek özgül aktivitesi ve 

dayan kl l ile tercih edilir (100). 

Taq DNA Polimeraz 

Özelilikle tek zincirli DNA dizisinin saptanmas nda tercih edilir. S ca a dayan kl oldu u için 

yayg n kullan lan enzim türüdür. Özellikle 95 C 0 da aktif olmas nedeni ile homopolimerik 

bölgelerde bile çok etkindir (100). 

Elektroforez 

DNA molekülleri fosfat grubu ta d klar için eksi (-) yüklüdür ve anoda do ru (+ kutba) 

hareket eder. Bu hareket DNA n n yap s na ve uzunlu una ba l d r. Jel boyunca k sa DNA 

fragmentleri daha h zl yol al rken uzunluk artt kça DNA n n h z azal r. Her iki dizi analizi 

yöntemi ile elde edilen farkl uzunluklardaki fragmentlerin birbirlerinden ayr lmas ve 

tan mlanmas nda DNA n n bu özelli i kullan l r. Birbirlerinden farkl sonlanmalara sahip 

reaksiyon ürünleri dört ayr

 

kulvarda söz konusu jel matrikse yüklenir. DNA fragmentleri 

olu turulacak elektriksel alanda uzunluklar na göre s ralan rlar ve DNA dizisi jelden okunur. 
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Poliakrilamid jeller her iki teknik için de kullan l r ve yüksek ay r m gücüne sahiptir. 

Poliakrilamid jeller uygun süre ve uygun voltajda tek bir nükleotit fark n bile ay rabilir. DNA 

dizi analizi reaksiyonu sonucu elde edilen fragmentler jel üzerinde gümü boyama, radyoaktif 

veya floresan boyalarla i aretlenerek tespit edilebilir. Otomatik DNA cihazlar n n geli mesi 

ile poliakrilamid jellerin yerini polikarbon bile ikleri olan polimerler alm t r. Bu polimerler 

yo unluklar na göre farkl ayr m gücüne sahiptirler. Kullan lan polimer otomatik cihazlarda 

çaplar milimetreden küçük olan cam kapilerler içine yüklenirler. Böylece poliakrilamid 

jellerde meydana gelen problemler en aza indirilmi olur (100).                            
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3. GEREÇ VE YÖNTEM  

3.1. ÖRNEKLER N TOPLANMASI 

Diyarbak r kent merkezi ve Diyarbak r a ba l 13 (onüç) ilçede (Ç nar, Bismil, Hazro, 

Silvan, Kulp, Ergani, E il, Hani, Lice, Dicle, Çüngü , Çermik ve Kocaköy) ilkö retim 

çocuklar nda tarama çal mas yap ld . Bu çal mada ilkö retim okullar n n 3. s n flar ndan 

(ortalama 9 ya ) , 8. s n flar na kadarki (ortalama 14 ya ) ya gruplar ndan  10038 (onbin 

otuzsekiz)  çocukta  Beta-talasemi taramas  gerçekle tirildi. Bu çocuklardan al nan örneklerin 

rutin  Tam Kan Say m sonucunda MCV de erlerinin 79 fL nin alt nda oldu u belirlenen 

örneklere  HPLC uyguland . HPLC ile HbA2 de erleri yüksek ( %3.5) bulunan örnekler 

Beta-talasemi ta y c s olma ihtimali gözönüne al narak; DNA mutasyonu aç s ndan 

incelendiler. Daha sonra bilinmeyen mutasyonlar olarak adland r lan 33 örnek  DNA dizi 

analizi yöntemiyle ara t r ld . 

Bunun için her çocuktan  iki adet  EDTA l  tam kan tüplerine; her birine 2 cc olacak 

ekilde kan örnekleri al nd . Bu kanlar so uk zincir kural na uyularak Dicle Üniversitesi T p 

Fakültesi (DÜTF) Biyokimya Anabilimdal Laboratuvar na ula t r ld . Örneklerin kay tlar 

ve numaralanmas i leminin ard ndan tam kan tüplerinden biri hematolojik parametrelerin 

çal ld Dicle Üniversitesi T p Fakültesi Acil laboratuvar na gönderildi. Di er tam kan 

tüpü ise muhtemel mutasyon çal lmak üzere ( 80  oC de ) so uk zincir kurallar na uygun 

bir ekilde sakland . Örneklerin al nd günün ak am çal lan tam kan örneklerine ait 

kanlardan MCV de erlerinin 79 fl nin alt nda olanlar seçilip HPLC de HbA2 çal lmak 

üzere DÜTF Biyokimya ABD Moleküler Tan laboratuvar na teslim edildi. Bütün 

örneklerin bu ekilde i lemden geçirilmesinden sonra derlenen veriler nda Talasemi 

ta y c s oldu u muhtemel olan ah slar n ( MCV < 79 fl ve HbA2 

 

%3.5) daha önce -

talasemi mutasyon analizi için ( 80  oC de) saklanm örnekleri, so uk zincir kurallar 

gözetilerek DÜTF Hematoloji Laboratuvar nda DNA izolasyonlar yap ld ve örnekler (- 20 
oC de) sakland . zolasyon i lemlerinden sonra ayn Hematoloji laboratuvar nda DNA lar 

izole edilmi bütün  örneklerin PCR yard m  ile DNA ürünleri ço alt ld ve ard ndan 

ço alt lm DNA ürünleri,  -globulin Strip Testi ile -talasemi mutasyonlar aç s ndan 

incelendi.  Elde edilen sonuçlara göre,  133 örnekten -globin StripAssay

 

kiti ile çal lan 

22 çe it -globulin mutasyonundan herhangi birini göstermeyen örneklerin say s 33 olarak 

bulundu. Bilinmeyen Mutasyonlar ad alt nda kategorize edilen bu örnekler; -talasemi 

aç s ndan herhangi bir mutasyon ta may p normal olabilecekleri gibi, -globin strip assay 
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kitinin ara t rd 22 -talasemi mutasyonu d nda bilinen 200 kadar -talasemi 

mutasyonundan herhangi birini veya u ana kadar tesbit edilememi yeni bir mutasyonu da 

ta yabilme ihtimalleri nedeniyle bunlar  DNA dizi analizi yöntemiyle ara t rd k.  

3.2  ABI Prism 310 Genetik Analizatörü 

Kendinden önceki sistemlerden farkl olarak ABI Prism 310 Genetik Analizatörü 

poliakrilamid jelmatriks sistemi yerine kapiler sistem içine doldurulan polimer jelmatriks 

sistemi içerir. Bu polimer jelmatriks çap nanometre ölçütlerinde olan cam borular içerisine 

doldurulur. Cihaz iki ana parçadan olu ur. Birinci k s m veri ünitesidir. Veri ünitesi bir 

bilgisayar sisteminden ibarettir. Bu bilgisayarda, ikinci k s m ile ba lant y kuran ve ikinci 

k sm kontrol eden programlar yüklüdür. kinci k s m analizin yap ld elektroforez k sm d r 

(102).                 

           ekil 7:   ABI Prism 310 Genetik Analizatörü 
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ABI 310, kapiler elektroforeze dayal DNA analizi cihaz d r. Bu cihaz, jel dökme ve örnek 

yükleme i lemlerini otomatikle tirmektedir. Florasan rengi alg lama sistemi ile dizi analizi ve 

DNA parça analizi i lemleri oldukça kolayla m t r. 

61 cm'lik silis (silica) kapiler ile 650 baza kadar DNA dizisi okunabilir ve günde 10 örnek 

incelenebilir. 45 cm'lik kapiler ile 450-500 baza kadar DNA dizisi okunabilir ve 61 cm'lik 

kapilere göre i lem süresi örnek ba na yakla k 1 saat k salmaktad r. 

Florasan Boya aretleme Stratejisi 

DNA dizileme i lemi BigDye Dideoxy Terminators sistemi kullan larak yap l r. 

DNA parça analizi (mikrosatelit ve AFLP) için 5' floresan i aretli primerler kullan lmal d r.  

Çoklu Renk Alg lama 

ABI 310 Genetik Analiz Cihaz ayn kapilerin içinde 5 farkl florasan rengi ayn anda 

alg layabilir. Bu özelli i nedeniyle dizi analiz reaksiyonu tek bir reaksiyon tüpünde 

gereçekle tirilir. Genotip belirlemede çoklu renk alg lama sistemi de i ik renklerle 

i aretlenmi çe itli büyüklüklerdeki birden fazla PCR ürününü ayn anda inceleme imkan 

sa lar. Kapilere yüklenen her bir örne in haz rlanmas esnas nda içine eklenen florasan 

i aretli standard, PCR ürünlerinin uzunluklar n belirleme i leminin sonuçlar n n tutarl 

olmas n sa lamaktad r.  

3.2.1   Kontrol Sistemi 

       Tipik bir masa üstü bilgisayar sistemidir. Bu sistemde iki ana program yüklüdür. ki 

programdan birinin görevi elektroforez cihaz ile ba lant y

 

kurmak, elektroforez ko ullar n 

sa lamak ve verileri toplamakt r. kinci program n görevi ise toplanan verilerinin 

de erlendirilmesidir. ABI Prism 310 Genetik Analizatöründe DATA CollectionTM 

program birinci tip bilgisayar program na örnektir. Sequance AnalyseTM program ise 

cihaz n ikinci tip program d r  

3.2.2   ABI Prism 310 Genetik Analizatörü Çal ma Program

  

       Örnek haz rland ktan sonra cihazda bulunan örnek tepsisine yerle tirilir ve cihaza 

ba lama komutu verilir. Ba lama komutu ile cihaz n gerçekle tirdi i i lemler u ekilde 

s ralan r (103). 
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1-Cihaz ba lama komutunu ald ktan sonra kapiler ünitesinin s cakl n elektroforez için 

uygun s cakl k olan 50 C 0 ye ç kar r. 

2-Uygun s cakl k sa land ktan sonra kapilerin platin çubu a ba l serbest ucu örnek yükleme 

ünitesinde bulunan distile su tüpüne girer. Cihaz polimer blok sonunda bulunan ve anoda 

aç lan kapa kapat r. Polimer r ngas üzerinde bulunan piston ile s k t r l r. Polimer, anot 

taraf kapal oldu u için hareket edebilece i tek yön olan kapiler içine yay lmaya ba lar. 

3- Kapiler, polimer ile doldurulduktan sonra serbest kapiler ucu örnek tepsisi üzerinde hareket 

ederek örnek içerisine girer. 

4-Anot kapa aç lan cihaz üzerinde elektriksel alan yarat l r. Yarat lan elektriksel alanda tüp 

içerisinde bulunan DNA parçalar kapiler boru içerisine do ru harekete geçerler. DNA 

parçalar n n kapilere ta nmas için gerekli sürenin dolmas ile ak m kesilir ve serbest kapiler 

ucu distile su içerisine döner. 

5-Platin çubuk ile kapiler çevresine örnekten bula an kirlilikler temizlenir. 

6-Kapiler serbest ucu temizleme sonras tekrar hareket ederek örnek tepsisi üzerinde bulunan 

yürütme çözeltisi içerisine girer. Buras kapiler serbest ucu için son noktad r. 

7-Anot kapa aç ld ktan sonra cihaz üzerine tekrar ak m verilir. Örnek tepsisi üzerinde 

bulunan yürütme çözeltisi ile polimer blok sonunda bulunan yürütme çözeltisi aras nda 14000 

V ye varan bir gerilim olu ur. DNA parçalar kapiler serbest ucundan kapiler boyunca, 

polimer blo a do ru harekete geçerler. Bu yürütme s ras nda lazer ünitesi içerisinden geçerler 

ve yayd klar floresan k ile tespit edilirler. Elektroforez sonland nda cihaz yeni deney için 

i lemleri tekrar eder.  

3.2.3.   ABI Prism Big DyeTM Terminatör Reaksiyon Kiti 

ABI Prism Big DyeTM terminatör reaksiyon kiti içerisinde AmpliTaq DNA polimeraz 

içeren bir PCR kitidir. Kullan lan polimeraz enzimi Thermus aquaticus dan elde edilir. Bu 

enzimin 5 -3 nükleaz aktivitesi ile fosfataz aktivitesi inhibe edilmi tir. Kiti di er kitlerden 

ay ran özellikler a a da s ralanm t r (103). 

1-PCR a amas nda pipetlenecek tek bir kar m vard r. Bu kar ma primer ve DNA eklenir. 

Dolay s ile ki isel hatalar en az seviyededir. 

2-Çift zincirli DNA n n denaturasyonu için bazik ortama gerek yoktur. 

3-Tek zincirli ve çift zincirli DNA için ayn protokol uygulan r. 

4-Az miktarda kal p DNA ya ihtiyaç vard r. 
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5-Daha çok tekrarlanabilir sonuç verir. 

ABI Prism Big DyeTM terminatör reaksiyon kiti içerisinde bulunan kar m içerisinde PCR 

için gerekli tüm kimyasallar yan nda her bir baz n e it miktarda ddNTP leri de 

bulunur. Bu ddNTP lerin her biri farkl bir floresan boya ile i aretlenmi tir (Çizelge.2.2). Bu 

sayede tek bir reaksiyonla dizi analizi yap labilir. Kit 15 ile 25 0C aras nda saklan r. Kit 

tüm kal p DNA lar için ortak bir PCR protokolü içerir ve PCR süresi ortalama 2,5 saattir  

(104).  

ABI Prism Big DyeTM terminatör reaksiyon kitinde ddNTP lerin i aretlendikleri floresan 

boya isimleri ile bunlara kar l k gelen renkler.  

        ddNTP             Florasan Boya                   Renk 

          A               dR6G                   Ye il 

          T               Drox                   K rm z

 

          C                dR110                    Mavi 

          G                DTAMRA                    Siyah 

    

3.2.4.   Beta Talasemi Sekans Çal ma Protokolü  

3.2.4.1. DNA zolasyonu  

Gelen hasta numunelerinin DNA izolasyonu yap larak kullan lacak DNA örnekleri haz rlan r. 

EDTA l tam kan tüplerinde (-80 oC de ) saklanm örnekler oda s s nda çözünmeye 

b rak l r. Bu arada 1.5 ml lik kapakl ependorff tüpleri içlerine b rak lacak örneklerin 

numaralar ile i aretlenir. Tam kan tüpleri içerisindeki örnekler, kendilerine ait ependorff 

tüplerine al nmadan önce birçok defa tersyüz edilerek kar t r l r. 

Lysis solution (Lysis solüsyonu) ve GENxTRACT Resin i eleri tam kan tüpleri ile 

e zamanl olarak oda s s na gelmek üzere so utucudan ç kar l rlar. 

 

100 l kan örne i 1.5 ml lik kapakl ependorff tüpüne bir pipet arac l ile aktar l r. 
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1 ml Lysis solüsyonu eklenir ve iyi bir kar m için vortekslenir. 

 
Ependorff lar 15 dakika oda s s nda bekletilir. 

 
Mikrosantrifüj de 3000 rpm devirde 5 dakika çevrilir. 

 
Bir pipet yard m yla tüpün üst k sm ndaki 1 ml lik supernatan al n p at l r. 

 

1ml Lysis solüsyonu eklenir ve tekrar vortekslenir 

 

Mikrosantrifüj de 12,000 rpm devirde 5 dakika çevrilir. 

 

Tüplerin alt k sm nda birikmi yakla k 50 l lik  yumu ak çökeltiye dokunmadan 

üstteki s v (supernatan)  bir pipet yard m yla al n p at l r. 

 

GENxTRACT Resin i esi kuvvetli bir ekilde çalkalan p içeri inin kar mas 

sa lan r 

 

200 l GENxTRACT Resin ependorff tüpünde kalm çökeltinin üzerine bir pipet 

yard m yla eklenir. Ependorff tüpünün kapa kapat l r ve 10 saniye vortekslenir. 

 

56 oC de 20 dakika inkübe edilen örnekler sonra 10 saniye vortekslenir 

 

98 oC de 10 dakika inkübe edilen örnekler sonra 10 saniye vortekslenir. 

 

Örnekler 12,000 rpm devirde 5 dakika mikrosantrifüj de çevrilir. 

 

PCR için kullan lacak olan DNA kal plar (DNA template) santrifüj sonras nda 

ependorff tüpleri içerisindeki supernatan da bulunur. Bu supernatan, bir pipet yard m yla 

al n p üzerlerine hastalar n ad -soyad ve örnek no su yaz l ba ka ependorf tüplerinin 

içerisine aktar l p PCR ile amplifikasyon yap lana kadar (-20 oC de ) saklan r. 

( Bu i lemler yap l rken kullan lan pipet uçlar n n ve ependorff tüplerinin steril olmas na 

dikkat edilmelidir. Bunun için haz r steril pipet uçlar n n yan nda kendi laboratuvar m zda 

sterilizasyonu yap lan ependorff tüpleri kullan ld .)   

Elde edilen DNA ürünlerinin verimini hesaplamak için örneklerden al nan 20 l lik 

DNA ürünü 580 l saf su ile 600 l ye tamamland ve s ras yla 260 ve 280 nanometre dalga 

boylar nda spektrofotometrik olarak optik dansiteleri belirlendi. 

Verim= OD260 / OD280   formülünden verim hakk nda bilgi sahibi olundu. Bu formüle göre 

elde edilen de erler (1,4-1,6) aras nda bulundu undan izolasyonun verimli oldu u kabul 

edildi.    
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3.2.4.2. PCR Protokolü  

Beta Talasemi için forward ve reverse olmak üzere tüm -globin genini kapsayan 7 çift 

primer seti vard r.Tüm primer çiftlerinin pcr çal ma protokolleri ayn d r.   

B-Globin Primer 1-2-3-4-5-6-7 Pcr Protokolleri  

T1F  : GCAATTTGTACTGATGGTATGG 
T1R : GCAAGGTGAACGTGGATGAAG  

T2F : CACTAGCAACCTCAAACAGAC 
T2R: CACCTTTGCCACACTGAGTG  

T3F : TTTGAGTCCTTTGGGGATCTG 
T3R : CGAATGATTGCATCAGTGTGG  

T4F : CCCTTGATGTTTTCTTTCCCC 
T4R : TGTGTACACATATTGACCAAATC  

T5F : TTGCATATTCATAATCTCCCTAC 
T5R : GGTTGGGATAAGGCTGGATTA  

T6F : CGTTAAGGCAATAGCAATATTTCT 
T6R : GCTCGCTTTCTTGCTGTCCA  

T7F : CACTTTGGCAAAGAATTCACCC 
T7R : GTGGGAGGTCAGTGCATTTAA   

10 X Buffer 5 µl 
MgCl2 (25 mM) 3 µl. 
dNTP (2,5 mM) 3 µl 
DMSO 5 µl 
Primer  F ( 25 pmol)       2.5 µl 
Primer  R ( 25 pmol)       2.5 µl 
ddH2O     23.5 µl 
Taq DNA Polimeraz       0.5 µl 

  

Template 5 uL. 
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Her bir örnek için yukar daki pcr  protokolüne göre pcr miski haz rlan r ve a a daki pcr 

protokolüne göre amplifikasyon yap l r. 

94 C                      5 dakika  
94 C                      30 saniye     
57 C                      30 saniye         30 döngü  
72 C                      45 saniye  
72 C                      7 dakika   
4 C                             

     

Pcr ürünleri % 2 lik agaroz jele yüklenir ve amplifikasyon band görülern örnekler pürifiye 

edilir.     

%2 lik Jel Haz rlanmas

     

-2 gr agarose,100 cc 1X TBE ile kar t r l p iyice kaynat l r.Üzerine 3 uL. Etid um Bromide 

eklenir ve so utulur.  
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-5 uL. PCR ürünü 1uL. Load ng Dye ile kar t r larak haz rlanan jele yüklenir.200 w ta     15 

dakika yürütülür ve transmülatörde bak l r. 

  

Bant görünen ürünler ile çal maya devam edilir.Görünmeyen ürünler yeniden PCR yap l r.  

     

Pürifikasyon lemi   

Pürifikasyon i lemi pcr ürünlerinin pcr sonunda arta kalan dNTP,enzim,MgCI2,pcr buffer  

vb. safs zl klardan ar nd rmak için yap l r.Invisorb Spin PCRapid  Kiti ile pürifikasyon 

i leminde ;   

1- PCR ürünü üzerine 130 uL Buffer P eklenerek tüp içeri i spin filter tüpüne aktar l r ve oda 

s cakl nda 2 dakika inkübe edilir.      

           

  2- 10.000 rpm.de 30 saniye santrifüj edilir. 
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30 saniye 
10,000 x g    

 3- Kolonlar temiz alt tüplere aktar l r.Üzerine 700 uL Wash Buffer eklenir ve 10.000 rpm.de 

30 saniye santrifüj edilir.      

 

              30 saniye 
   10,000 x g  

4- Alt tüpler bo alt larak kolanlar alt tüplere yerle tirilir ve 3 dakika maksimum h zda 

(12.000-14.000 rpm.) santrifüj edilir.  

 

               30 saniye 
               12,000-14,000 x g  

 5- En son olarak kolonlar steril 1,5 ml lik mikrosantrifüj tüplerine konulur ve üzerlerine  

Elution Buffer  solüsyonundan 30 l eklenir, oda s cakl nda 3 dakika inkübe edildikten 

sonra 10,000 rpm  de1 dakika santrifüj edilir. 

.       

 

+ 30 l EB   

Oda s cakl nda 3 dakika  

1 dakika 10,000 x g 
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NOT: Pürifiye edilen ürünlerin ayn gün içinde Cycle Sequencing e konulmas

     
tavsiye 

edilir.Ürünler bekletilecek ise en fazla bir hafta -20 C de saklanabilir.   

Pürifikasyon  sonras ürünleri  kontrol etmek amac yla pürifiye edilmi ürünlere %2 lik jel 

haz rlanarak görüntü al n r.Bant görünen ürünler ile çal maya devam edilir.Görünmeyen 

ürünler yeniden PCR yap l r.  

NOT: Baz durumlarda pcr ürünlerinde pürifikasyon i leminden sonra DNA kayb 

gözlenebilmektedir.DNA n n hepsi kaybedildiyse ilk basamaktan tekrar pcr yapmak 

gerekmektedir.Bir miktar DNA kayb gözlenen örneklerde i aretli sekans pcr ndan DNA 

miktar n artt rarak bu kay p ço u zaman telafi edilebilmektedir   

Sekans PCR   

Pürifikasyon i leminden sonra BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequenc ng Kiti ile floresan 

i aretli pcr yap l r.      

   BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequenc ng Kit çeri i   

-   Ready Reaction Mix ( floresan i aretli pcr bu miks ile yap l r)   

- pGEM -3Zf(+) double stranded DNA ( sekans kitinin kontrolü için gerekti inde               

kullan l r) 

-   21 M13 Control Primer(Forward) ( sekans kitinin kontrolü için gerekti inde kullan l r)        
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Pürifikasyon i lemi sonras agaroz jelde amplifikasyon bantlar n gördü ümüz pürifiye 

ürünler a a daki pcr protokolüne göre amplifiye edilir.  

Ready Reaction Mix ( pembe renk)         8 uL 

                               *Primer                          0.5 uL 

                           ***Pürifiye DNA                   1-8 uL. 

                                 ddH2O                          ---- 

----------------  

                                  Total Volume      20 uL.   

96 C                      10 saniye     
50 C                        5 saniye              25 döngü     
60 C                        4 dakika        

4 C                             

    

* Sekans pcr i leminde dizi analizi yap lacak bölge için ilk pcr i leminde kullan lan 

primerlerden yaln zca 1 tanesi kullan labilir.Beta talasemi primerlerinden daima forward 

primerler kullan lmal ,gerekti inde reverse primer ile dizi analizi yap lmal d r. Her iki 

primerde kullan lacak ise Forward primeri ile ayr mix,reverse primeri ile ayr mix haz rlan r 

ve sekans pcr na konur.  

*** Pürifikasyon i leminden sonra agaroz jelde kontrol edilen amplifikasyon bantlar n n 

parlakl na göre sekans pcr nda pürifiye DNA kullan l r.E er ki pcr bantlar kuvvetli ise  1-2 

ul , orta kuvvette ise 3-4-5 ul ,çok zay f ise 6-7-8 ul pürifiye DNA kullan l r. Kullan lan 

pürifiye DNA mikar na göre toplam pcr hacmi 20 ul olacak ekilde distile su kullan l r.        
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Sodyum asetat pürifikasyonu  

  Sekans pcr  sonras ürünü art klardan temizlemek için yeniden pürifikasyon i lemine tabii 

tutulur.Bu a ama kit ile de il manual yöntemlerden biri olan sodyum asetat pürifikasyonu ile 

yap l r.  

1- PCR ürünü üzerine 2 uL. 3 mM. Ph:4.6 olan NaAc dan eklenir.  

2- Üzerine 50 uL. %95 lik ETOH den eklenir.       

    
3- Kar m 1.5 luk ependorf tüpüne aktar l r,hafifçe elle vurularak kar t r l r. 

Pürifikasyonun hiçbir a amas nda vortex kullan lmaz. 

  

4- Buz üzerinde 15 dakika inkübasyona b rak l r.     

5- Süre sonunda hiç bekletilmeden 13.000 rpm. de 20 dakika santrifüj edilir.  

6- Üst s v çekilir ve üzerine 250 uL. %70 lik ETOH eklenir ve yine elle hafifçe  

kar t r l r.       

    
7- 13.000 rpm. de 5 dakika santrifüj edilir. 
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8- Üst s v tamamen at l r ve kurumaya b rak l r.Kurutma i leminin tüpün oda s s nda 

kurutulmas tavsiye edilir.  

9- Liyofilize hale gelen DNA lar -20 C de 1 hafta süre ile saklanabilir.   

10- yice kuruyan örnekler üzerine 20 uL. formamide eklenerek vortexlenir.   

11- 95 C de 5 dakika denatüre edilip hemen buza al n r.1-2 dakika bekletilir ve cihaza 

yüklenir.  

3.3. KULLANILAN ALETLER: 

1- Mikrosantrifüj      Beckman GS-15 R model 

2- Is t c Blok ( nkübatör)     Wealtec Corp. B-1 model 

3- Vorteks (Kar t r c )      Jencons/Julabo Miximatic  

4- Derin Dondurucu (- 20 oC)     Arçelik 2031 D 

5- Termal Döndürücü                Gene Amp PCR system 9700 

    Perkin Elmer Cetus 

6- Su banyosu (Shaker water-bath)   nnogenetics Auto LIPA 48 

            7- Otomatik Pipet        Mettler Toledo ( 10-100 l ve 100-1000 l)

 

     Biohit Proline (0.5-10 l)

         

            8- Spektofotometre                  Unicam 8625 UV/VIS 

            9-ABI  Prism 310 Genetik Analizatör   (seri no;970611452)     
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3.4.   BULGULAR  

Bilinmeyen Mutasyonlar ad alt nda kategorize edilen 33 örnek; Beta talasemi 

sekans çal ma protokolüne göre ABI Prism 310 cihaz nda çal ld . Dört örnekte mutasyon 

ç karken,di er örnekler  herhangi bir mutasyon ta m yordu. 

  Tespit etti imiz mutasyonlar; bir örnekte ivs.1.130 ,iki örnekte ivs1.110 homozigot 

ve bir örnekte ivs1.110 heterozigot mutasyonlar yd . 

                  

 

                  ekil 8: 5 no lu örnek; ivs 110 homozigot      
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3.5. TARTI MA VE SONUÇ  

Sa l k artlar n n düzeldi i, beslenme bozukluklar ve infeksiyonlara ba l çocuk 

ölümlerinin azald geli mekte olan ülkelerde, talasemili ya ayan çocuk say s artmakta ve 

tedavi gereksinimleri fazlala maktad r. Sonuçta, talasemi her geçen gün daha acil ve büyük 

bir sa l k sorunu haline gelmektedir. Dünya Sa l k Örgütü nün yay nlar na göre dünyada en 

az 70 milyon talasemi ta y c s vard r ve her y l en az 42 bin talasemi major çocuk dünyaya 

gelmektedir. Beta talasemi major tan s alm hastalar n tedavisinde kar la lan güçlükler ve 

hastal n ciddi komplikasyonlar bu genetik problemi tamamen eradike etmeye yönelik 

çal malar n önemini artt rm t r (88). 

Bir -talasemi alleline sahip olan eri kin ( -talasemi minor) bireyler morfolojik olarak 

anormal eritrositlere sahip olmalar na ra men klinik olarak sa l kl d rlar. ki tane hasarl 

kromozoma sahip olan homozigot veya çifte heterozigot  talasemik  bireylerde ise hemolitik 

bir anemi söz konusudur. Aneminin iddeti ise ta nan mutasyonun tipinin yan s ra; gama 

zincir sentezinin kompansasyon derecesi gibi faktörlere ba l d r. Örne in, -talasemi geni 

ta yan kromozomda  G promoterinin -158. pozisyonunda C T mutasyonunun bulunmas ile 

HbF üretiminin artmas klinik iddeti azaltan bir faktördür. Alfa globin genindeki delesyonlar 

alfa globin sentezini azaltaca ndan yine beta talasemi homozigotlar nda alfa globin 

birikimini ve sonuçta beta talasemi klini ini hafifletebilir bir etkendir. Artm alfa globin 

ürününü varl ise beta talasemi ta y c s olan bir bireyde klinik olarak asemptomatik 

durumu talasemi intermedia ya çevirebilir .Zira, beta talasemide eritrosit öncüllerinde serbest 

alfa zincirlerinin tetramer olu turamayarak inklüzyon cisimleri olarak birikmesi, eritrosit 

öncül hücrelerinde y k ma neden olan temel etkendir. Gamma zincir sentezinin reaktive 

olmas ise serbest alfa globin miktar n HbF olu umuna kayd rarak serbest -globinin zararl 

etkilerini hafifletir. Bunlardan da anla laca gibi -talasemi mutasyonlar oldukça heterojen 

oldu u gibi klinik gidi i etkileyen faktörler de o denli çe itlidir. iddetli anemi nedeni ile kan 

transfüzyonlar na ba ml Talasemi Major fenotipine sahip bireyler sürekli transfüzyon 

programlar na al nmakta, vücutlar nda biriken demir düzeyin azalt c ilaçlar kullanmakta, 

tedavinin bir parças olarak dalak büyüklü ünün yaratt komplikasyonlar azaltmak için 

cerrahi olarak dalaklar al nabilmekte, kemik ili i transplantasyonu veya sitotoksik ajanlarla 

(Hidroksiüre, Azatidin) gamma gen ekspresyonlar n n art ve dolay s yla HbF düzeylerinde 
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art sa lama gibi di er birçok riskli ve pahal  tedavi seçeneklerine maruz kalmaktad rlar  

(88, 32, 59). 

Bir halk sa l problemi olan talasemide, prenatal tan yöntemlerindeki geli meler ve 

ta y c lar n taramalarla ortaya ç kar l koruyucu tedavi aç s ndan çok etkili olmu ve 

geli mi Avrupa Ülkeleri ndeki talasemi sorunu büyük ölçüde çözülmü tür (88). 

Türkiye, talaseminin yüksek oranda görüldü ü Akdeniz Ülkeleri nden biridir ve farkl 

bölgelerde da l m bak m ndan heterojenite gösterir. Türkiye genelinde %2 olarak gösterilen 

bu oran baz bölgelerde %10 lara kadar ç kar. Bat Trakya, Ege ve Akdeniz Bölgeleri yüksek 

riskli yerlerdir. Akraba evliliklerinin s kl ve do um h z n n yüksekli i, Türkiye de 

beklenenin üzerinde -talasemili çocuk do mas n n nedenidir. Hastal k, hafif klinikli  -

talasemi intermedia ile, transfüzyona ba ml -talasemi major aras nda seyreden çok geni 

bir yelpazede görülmekle birlikte, Türkiye de -talasemi major olgular a r basmaktad r. 

Türkiye de 30 u a k n mutasyon tan mlanm t r.Bu geni moleküler çe itlilik, hastal a önlem 

alma stratejilerini ve programlar n önemli ölçüde güçle tirmektedir (88). 

Beta talasemi ta y c lar n n belirlenmesi, hastal a neden olan  mutasyonlar n 

moleküler düzeyde saptanmas , genetik dan manl k ve bilinçlendirme çal malar n n 

yap lmas , riskli ailelere prenatal tan uygulanmas toplum sa l aç s ndan çok büyük önem 

ta maktad r. Bu ekilde hastal ktan etkilenmi bireylerin do umlar önlenebilecek; riskli 

ailelerin kendi tercihlerine göre ta y c ya da normal çocuk sahibi olabilmeleri sa lanabilecek 

ve hasta çocuklar n tedavileri için harcanan giderlerden de ekonomik anlamda tasarruf 

sa lanabilecektir (88, 32). 

Bugüne kadar dünyadaki da l mlar farkl olan beta globin sentezini azaltan ya da 

ortadan kald ran birkaç delesyon d nda ço u nokta mutasyonu olan 200 den fazla mutasyon 

tan mlanm t r. Bu geni moleküler çe itlili i biraz basite indirgeyen bir faktör, tüm 200 

mutasyonun her toplumda görülmemesi ve mutasyonlar n etnik gruplara özgün olmas d r. 

Genelde bir toplumda az say da mutasyon o toplumdaki -talasemi genlerinin %90-95 ini 

tan mlamaktad r (16, 88). 

Görülen mutasyonlar n çe itlili i küçük izole etnik gruplarda daha da azalmaktad r. 

Örne in; Sardunya Adas nda sadece iki tip -talasemi mutasyonu hastal k genlerinin 

%99 unu olu turmaktad r (88, 32). 

Akdeniz ülkeleri genelinde bak lacak olursa, yakla k 35 mutasyon Akdeniz Bölgesine 

özgü olarak nitelendirilmi olmakla beraber, bu mutasyonlar n da l m ülkeler aras nda 
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büyük farkl l klar göstermektedir. Türkiye deki -talasemi mutasyonlar n n çe itlili i, di er 

Akdeniz ülkelerine oranla daha karma kt r (10).  

Biz bu çal mam zda, Diyarbak r bölgesinde yapt m z taramada, -talasemi 

ta y c lar nda moleküler düzeyde belirlenemeyen -talasemi mutasyonlar n n tiplerini  

saptamay amaçlad k. Tespit etti imiz mutasyonlardan IVS-I-110 (G A) mutasyonu, 

yapt m z taramada ba ka bir bir tez çal mas olan -talasemi mutasyon tiplerinin 

moleküler düzeyde incelenmesi

 

isimli uzmanl k tezindeki  bulgulara göre, Diyarbak r 

bölgesinde en s k kar la lan mutasyon olmu tur ( % 27.1). Diyarbak r bölgesinde s kl k 

aç s ndan birinci s rada tespit etti imiz bu mutasyon, ayn zamanda  Türkiye nin yan s ra 

birçok Akdeniz ülkesinde de en s k görülen mutasyon tipidir. Bu mutasyonda, intron I in  

110. pozisyonunda G A de i imi sonucu alternatif bir splice bölgesi meydana gelir. Do u 

Akdeniz ülkelerinden Lübnan da %62.0, Kuzey  ve Güney K br sta s ras yla %74.1 ve %79.8, 

Lübnan da %62, eski Yugoslavya da %45.4, Arnavutluk ta %43.2, Yunanistan da %42.6 ve 

Türkiye de  %39,3 s kl nda görülür. Diyarbak r n da içerisinde yer ald Türkiye nin 

Güneydo u Anadolu Bölgesinde ise bu mutasyonun s kl

 

daha önce  %26.4 olarak 

bildirilmi tir (60).  Fenotipik olarak + özellikte olan IVS-I-110  mutasyonu için , taramam z 

esnas nda Diyarbak r bölgesinde  tespit etti imiz bütün vakalar, ta y c olup Heterozigot 

Genotip ta makta olmalar na ra men dizi analizi çal mam zda  Homozigot Genotip 

mutasyonunu da tespit ettik. 

Çal mam zda buldu umuz sonuçlara göre,bu çal man n öncesinde yap lan 

Diyarbak r Bölgesinde -talasemi mutasyon tiplerinin moleküler düzeyde incelenmesi 

isimli çal madaki(Dr. Kemal Güne -Uzmanl k tezi) sonuçlardan sadece VS 1.110 oran 

%29.3 e ç kmakta di er mutasyon oranlar ayn kalmaktad r.Yapt m z tarama 

sonucunda,elde etti imiz veriler nda Diyarbak r bölgesindeki -talasemi mutasyon 

da l m tablo 3 te gösterilmektedir.(Talasemi taramas nda ba ka bir çal ma olan; Dr.Kemal 

Güne -Uzmanl k Tezi çal mas ndaki sonuçlarla birlikte)       
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Tablo 3. Çal mam zda elde edilen Mutasyon türleri ve  Da l mlar

  
MUTASYON Mutasyonu 

Ta yan Ki i 

Say s

 
Diyarbak r  Bölgesindeki 

S kl

 

( % ) 

IVS-I-110 (G A)

 

39 28.3 

IVS-II-1 (G A)

 

14 10.5 

Codon 44 (-C) 13 9.7 

IVS-I-6 (T C)

 

7 5.2 

Codon 8 (-AA) 7 5.2 

Codon 22 ( 7bp del ) 7 5.2 

Codon 5 (-CT) 5 3.7 

- 30 (T A)

 

2 1.5 

HbS 2 1.5 

IVS-I-1 (G A)

 

1 0.7 

IVS-I-2 (T A )

 

1 0.7 

Codon 8/9 (+G) 1 0.7 

Codon 39 (C T)

 

1 0.7 

IVS-II-745 (C G)

 

1 0.7 

ivs1.130 

(221.TTAGGC- TTACGC) 1 0.7 

  

           Buldu umuz verilere göre Diyarbak r da çok daha heterojen bir mutasyon da l m ile 

kar la abilece imizi dü ündürüyor.  

Bu heterojen da l m nedeniyle, tarama çal malar nda daha sa l kl sonuçlara 

ula mak için; öncelikle taraman n yap laca bölgelerde s k görülen tan mlanm 

mutasyonlar n ara t r lmas gerekir. Bu maliyet hesaplar ba lam nda avantajl bir durum 

yaratacakt r. Ancak bununla yetinmeyip, özellikle, bir bölgede mutasyon çe itlili inin fazla 

oldu u dü ünülüyorsa; mutasyon tipleri belirlenemeyen ancak talasemi ta y c s olmas 

muhtemel örneklerde, mutasyonu aç a ç karmak için bir ad m daha ileriye gidilmelidir.                                                                  
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Türkiye nin di er bölgelerinde en fazla tespit edilen mutasyon tipi olan IVS1.110, Diyarbak r 

için de en s k görülen mutasyon tipi olmu tur.Türkiye genelinde görülen farkl l klara 

Diyarbak r içinde de rastlan lm t r.Yapt m z taramada toplam 15 farkl mutasyon tipi 

görülmü tür.Bölgemizin Akdeniz bölgesi ile olan yak n ili kilerinden ötürü prenatal tan 

merkezleri acil olarak olmasa bile kurulmal ve bir halk sa l sorunu olan bu hastal n tan 

giderleri devlet taraf ndan kar lanmal d r.Türkiye de ciddi oranlar n oldu u bölgeler 

dü ünülerek - talasemi haritas n n ç kar lmas ve halk e itimi ile ta y c olan ailelerin 

aras ndaki evliliklerin kontrollü olmas ve akraba evlili inin önüne geçilmesi gerekmektedir.                            
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