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OZET

DiYARBAKIR BOL GESINDE B-TALASEMI TARAMASINDA
BELIRLENEMEYEN MUTASYON TIPLERININ Dizi ANALizi
YONTEMIYLE ARASTIRILMASI

Beta talasemi, Ozellikle Akdeniz Ulkelerinde ve Turkiye’de gorilen, mikrositoz ve
hemolitik anemi tablosu ortaya koyan en yaygin kalitsal bozukluklardan bir tanesidir.Cesitli
ulkelerde ve ayni Ulkenin farkli bolgelerinde dagilim bakimindan heterojenite gostermektedir.
B -talasemide, gen Ustinde veya etrafinda meydana gelen mutasyonlar, beta globin zincir
yapiminin azalmasina ya da hi¢ sentez edilmemesine neden olur. Zincir yapinina gére f3° ve
B* olmak Uizere iki tipi bulunmaktadir. p° talasemide beta zinciri hic yapilmamaktadir. p*-
talasemi de ise az miktarda beta zinciri yapim vardir.

B-talasemi  Tarkiye’de dnemli bir saglik sorunu olusturur. Bu hastaligin henliz kesin
tedavisi yoktur, dolayisi ile molekiler tani ve dogum 6ncesi erken tani riskli aileler icin blyik
Onem tasir. p-talaseminin molekller dizeyde cok heterojen olmasi, hastalik tams ve
Onlenmesinde Turkiye icin ¢ok Onemli bir engel olarak nitelendirilirmistir. Bugin
otomatizasyona yonelik, tek asamali ve kit yapisinda yontemlerin devreye girmesi ile, bu
zorluk blylk oranda asilmustir. 21. ylUzyilda molekller biyoloji ve genetigin tipta esi
gorilmemis bir devrimin Oncisll olduguna sahit olmaktayiz. Tam tesekkllli ve DNA
analizine dayali bir talasemi tam programu, diger Akdeniz Ulkelerinde oldugu gibi, artik
Tirkiye’de de kullamimaya baslanmistir. Ulke capinda, giivenilir, etkili ve sistemli bir
molekller ve dogum Onces erken tam programi ve stratgjisinin belirlenmesinde hikimete
blyuk gorev dusmektedir. Saglik Bakanligi’mn talasemiyi ve hemoglobinin diger kalitsal
bozukluklarint Glke saglik politikalar: gergevesinde benimsemesi gok Gnemlidir.

Bu programlarin gergeklesmesi icin, halkin yogun sekilde egitiimes ve
bilinclendirilmesinin yaminda, az sayidaki arastirma merkezlerindeki bilgi birikimi, teknik
altyap ve tecriibenin klinik laboratuvarlara 6zveri ile aktarilmas: kaginilmazdir.

Bu asamada, bu merkezlere, gerek tekniklerin aktarilmas: safhasinda, gerekse de daha sonraki
etaplarda danisman olarak onemli gérevler dismektedir.

DNA dizi anaizi,DNA’nin birincil yamsimin en yuksek cozunulUrlGgudar. Diger

yontemlerle tammlanamayan mutasyonlart incelemenin en etkin yoludur.Radyoaktiviteyle



calisilan manuel sekli, son yillarda yerini floresan markali kimyasallarla ¢alisilan otomatik
yonteme birakrmstir.

Diyarbakir bolgesinde B-talasemi mutasyon tiplerinin sikligim tespit etmenin prenata
teshis agisindan yarar1 agiktir. Diyarbakir kent merkezi ve Diyarbakir’abagli 13 (onig) ilcede
(Cinar, Bismil, Hazro, Silvan, Kulp, Ergani, Egil, Hani, Lice, Dicle, Clingus, Cermik ve
Kocakdy) ilkdgretim cocuklarinda tarama calismasi yapildi. Bu calismada ilkdgretim
okullarinin 3. siniflarindan (ortalama 9 yas) , 8. simiflarina kadarki (ortalama 14 yas) yas
gruplarindan 10038 (onbin otuzsekiz) cocukta Beta-talasemi taramasi gerceklestirildi. Bu
cocuklardan alinan drneklerin rutin Tam Kan Sayimi sonucunda MCV degerlerinin 79 fL’nin
altinda oldugu belirlenen érneklere  HPLC uygulandi. HPLC ile HbA, degerleri yuksek
(>%3.5) bulunan ¢rnekler Beta-talasemi tasiyicisi olma ihtimali gbzonine ainarak; DNA
mutasyonu acisindan incelendiler. Bu amagla, Diyarbakir bdlgesinde yapilan talasemi
tasiyicihigi taramasinda bilinmeyen mutasyon sikligi %26.3 bulunmustu. Bilinmeyen
mutasyon grubunagiren 33 6rnek DNA dizi analizi ile arastirild.

Yapilan bu calismadamolekiler yontemlerle belirlenemeyen mutasyonlar DNA dizi
analizi yontemiyle arastirilmig ve ; iki hastada ivs 110 homozigot mutasyonu,bir hastada
221 TTAGGC-TTACGC  1vs1.130 mutasyonu,bir  hastada ivs.110 heterozigot
bulunmus,diger hastalar normal ¢ikmustir.

Anahtar Kelimeler: Diyarbakir ,3-Talasemi, PCR, Mutasyon,DNA Dizi Analizi,Sekans.
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SUMMARY

B-THALASSEMIA SCREENING IN DIYARBAKIR WITH SERIES
ANALYSIS METHOD UNSPECIFIED TYPES OF MUTATION
DETERMINATION

B- thalassemia, especialy 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 B* and pB° to the construction according to the
two types are available. B° beta chain in the thalassemia, ever is done here. B*-thalassemiain
beta chain of the construction isonly dlightly.

B-thalassemia in Turkey is an important health problem. Yet there is no definitive
treatment of this disease, because the molecular diagnosis and early prenatal diagnosisis very
important for families at risk. Be very heterogeneous of the 3- 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 anaysis 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
technigues, and more important role as a consultant for the next stage is.

Vii



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. B-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 aresult of Full Blood Count MCV values that are determined to be under 79 fL'nin HPLC
samples were performed. HPL C 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 1vs.1.130 mutation, found in a patient has

ivs.110 heterozigot other patients were normal.

Key Words.Diyarbakir, B-Thalassemia, PCR, mutations, DNA sequence anaysis, sequence.
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1.GIRIS VE AMAC

Talasemi ilk defa 1925’te yasamun ilk yillarinda ileri diizeyde anemi ve splenomegali
gelisen hastalarda Thomas Cooley ve Pearl Lee tarafindan tammlanmustir(1-2).Daha sonra
benzer vakalarin gorilmesi Uzerine bu herediter hemolitik anemiye Van Jaksch
anemisi,splenik anemi,Akdeniz Anemisi gibi issimler verilmistir.1936’da ise George Whipple
ve Lesley Bradford inceledikleri vakalarin Akdeniz civar Ulkelerde daha sik gorilmesi nedeni
ile hastaliga Y unanca deniz anlamina gelen talasemi adim vermislerdir.Ancak daha sonra bu
hastaligin yalmiz Akdeniz tlkelerinde degil diger toplumlarda da bulundugu belirlenmistir(2-
3).

Beta-talasemi (B-talasemi), en sik gorilen tek gen hastaliklarindan biridir(4-5).5-globin
zincirinin yeterli diizeyde sentez edilememesi ile karakterize kalitsal bir hastaliktir (6).

Dunya nifusunun yaklasik %4.5'i Beta-talasemi tagiyicisidir. Talasemi'nin yuksek bir siklikta

goruldigu talasemi kusagi adi verilen bolgeler Turkiye'nin de Gzerinde bulundugu Akdeniz
Ulkelerinden baslayarak; Kuzey Afrika, Ortadogu, Hindistan ve Gilineydogu Asyaya kadar
uzanir (7, 8).

Beta talasemi tasiyici siklhigi Tarkiye genelinde %2 olmakla birlikte bazi yorelerde
%10’a kadar cikmaktadir.Akraba evliliklerinin sikligi ve dogum hzimn yiksekligi,
Tirkiye’de beklenenin de Uzerinde B-talasemi’ li cocuk dogmasinin nedenidir.Hastalik,hafif
Klinikli B-talasemi intermedia ile transflizyona bagimli B-talasemi maor arasinda seyreden
cok genis bir yelpazede gorilmekle birlikte Turkiye’de p-talasemi major olgulart agir
basmaktadir(9).

Glnumuzde B-talasemi’ye yol agan molekiler defektler oldukca iyi bir sekilde
incelenmistir. Hastaligin en 6nemli nedenini, B-talasemi’de gorulen blylk delesyonlar degil;
gen icindeki nokta mutasyonlar olusturmaktadir. Bu alanda tesbit edilen ilk mutasyonlar,
DNA dizi analizi ile tanimlandiktan sonra, 1987 yilinda rutin kullanima giren PCR teknigi ve
direkt DNA dizi analizi ile teshit edilebilmislerken; son 15 yilda  -talasemi’ye yol agtiklar
bilinen mutasyon sayilar: biytk bir hizla artmis ve mutasyon cesitlerinin sayisi ginimizde
200’0 gecmistir. Bu genis molekiler cesitliligi basite indirgeyen bir faktor, tim bu
mutasyonlarin her toplumda gorilmemesi ve mutasyonlarin etnik gruplara 6zgin olmasidir.
Genelde bir toplumda az sayida mutasyon (6 -8 c¢esit), o toplumdaki B-talasemi genlerinin



%90-95’ini olusturmaktadir. Turkiye’de bu genel kural (6-8 g¢esit mutasyonun talasemi
mutasyonlarinin = %90-95’ini  olusturmasi) gecerli  degildir. Tuarkiye’deki p-talasemi
mutasyonlarinin gesitliligi diger Akdeniz Ulkelerine oranla daha karmagiktir (10).

Klinik ve laboratuvar verileri 1s1ginda kolayca teshit edilebilen Talasemi hastaligimn aksine;
Talasemi tasiyicilarinin kesin olarak teshbit edilmes icin molekiler dizeyde beta Talasemi
mutasyon analizlerinin yapilmasi gerekmektedir. Tasiyicilarin kesin teshitindeki bu zorluk,
toplum taramalari sonucunda bir bdlgenin Talasemi mutasyon sikliginin ve gesitliliginin
belirlenmesini amaglayan calismalari daha anlamli kildigi gibi, o bdlgeye yapilacak saglik
hizmetleri yatirimlarini da etkileyeceginden bir saglik stratejisi olarak da 6nemli bir konudur.
Beta talasemi vakalarimin sik goérildigt Dinya talasemi kusaginda yer alan Tirkiye'de
tasiyic1 bireylerin saptanmasi ve boélgelere gére mutasyon tiplerinin belirlenmes genetik
damsmanlik hizmetlerini ve prenatal tam uygulanmasini kolaylastiracagi gibi dogacak hasta
bireylerin sayisimn artmasinin oniine gegebilecek koruyucu bir uygulama olarak 6nem arz
ediyor.

Kesin tedavisi bulunmayan bu genetik hastaligin, 6zellikle, akraba evliliklerinin sik
gerceklestigi Turkiye'de maddi ve manevi agidan bir sorun olusturdugu gergekligi gbz ontine
alindiginda Turkiye'deki mutasyon tiplerinin bolgesel gorulme sikliklarinin teshbit edilmesi
prenatal tamya yonelik hizmetler veren laboratuvarlarda daha hizli, daha kolay ve daha distk
maliyetle hizmet verilmes sonucunu dogurur.

Bu tezin konusu olan calismada, Diyarbakir il merkezi ve 13 ilgesinde gergeklestirilen toplum
taramas ile yaslart 9 ile 16 arasinda degisen ilkdgretim ¢agindaki 10038 (Onbinotuzsekiz)
cocuktan alinan tam kan orneklerinin molekiler analizleri yapildiktan sonra belirlenemeyen
mutasyonlar grubuna alinan 33 drnek dizi analizi yontemiyle arastirilmistir.

Diyarbakir'da ilk defa bu denli buytk bir genislikte yapilan B-talasemi toplum taramasi
sonucu elde edilen veriler hem Diyarbakir bolgesinin talasemi mutasyon gesitliligi hakkinda
bilgi verecek hem de Turkiye ve Dunyadaki benzer calismalara bir katki sunacaktir.



2. GENEL BILGILER

Kalitsal hemoglobin hastaliklari,insanlarda en yaygin olarak gorilen tek gen
bozukluklandir(11).Bunlar arasinda oldukca genis bir genetik yelpazeyi kapsayan
talasemiler,hemoglobin tetramerini olusturan globin zincirlerinin bir ya da daha fazlasinin
sentezindeki azalma veya tamamen yokluguna bagli olarak ortaya cikarlar. Talasemiler sentezi
bozulmus globin zincirine gore a, B, v, 6, 6, € yop talasemi olarak adlandirilir.En sik gérulen
tipleri a ve p-talasemidir(12). B-talasemi otozomal resesif gegis gosteren genetik hastaliklar
arasinda dunyada en sik gorulenidir. Akdeniz,Orta Asya,Afrika’nin bazi bolgeleri,Hindistan ve
Asya basta olmak Uizere dinyanin her yerinde yaygin olarak gorilen hastaliga karakteristik
talasemi kusaginda bulunan Glkemizde de her bélgede rastlanabilmektedir(13,14,15). Dinya
Uzerinde 80 milyonu B-talasemi tasiyicisi olmak Uzere yaklasik 270 milyon (diinya nifusunun
%4.5’1) talasemi tasiyicisi mevcuttur (8,16,17,18).Turkiye’de ise B-talasemi tasiyiciligr oran
ortalama %2 iken, bu say1 Turkiye’nin bazi yorelerinde %10’a kadar gikmaktadir (9).

Bitun talasemi formlarinda ortak olan; hemoglobindeki globin zincirlerinin Gretiminde
bir dengesizligin stz konusu olmasidir. B-talasemide o globin zincirlerinin, a-talasemide ise
B-globin zincirlerinin dengesiz  Uretimi s6z konusudur. Alfa ve Beta zincirlerinin azalmig
olmasi veya hi¢ olmamas: ile sonuglanan yuzlerce degisik mutasyon o ve B-globin gen
lokuslarinda tammmlanmuglardir. Alfa talasemi daha ziyade Uzak Dogu’da gordlirken, B-
talasemi, Akdeniz Ulkelerinde siktir. B-Talasemi, B-globin geninde 200’Un Uzerinde degisik
mutasyonlar sonucu B-globin zincirlerinin; yoklugu (B°-thal) veya sentezinin azalmas: (B*-
thal) ile sonuclanan yaygin gorilen bir otozomal-resessif bozukluktur. B-Talasemi’den
sorumlu genetik defektlerin %95’inden fazlasi B-globin geninin molekiler islevlerini
etkileyen nokta mutasyonlardirlar. Mutasyonlarin az bir kismi ise gen delesyonlari sonucu
meydana gelirler (16,19,20,21).

2.1. Hemoglobinin Yapis Ve Ozdlikleri

Hemoglobin,akcigerlerden cevre dokulara oksijen tasimasina ek olarak CO2nin disar
atilmak Uzere dokulardan akcigerlere tasinmasini da saglayan bir proteindir(22).En yiksek
oranda akcigerden doku kapillerine oksijen tasinmasi fonksiyonu goérdigi eritrositlerde

bulunur(23).Hemoglobin(Hb) molekiltntn molekiler agirligi 64.500 dalton,maksimum ¢api



6.4nm dir.Tetramer yapida olan hemoglobin molekulinin ‘globin” adh verilen protein parcasi
ile ‘hem’ halkasindan olusmaktadir.Hemoglobin molekilinde bulunan hem hakas bitin
hemoglobinlerde aymdir.Buna karsilik globin zincirleri,aminoasitlerin cins,sira ve sayisi
acisindan farklilik gosterir(24).(sekil 1)
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Sekil 1. Hemoglobin molekiliniin yapisi
2.1.1 ‘Hem’in yapisi

Hem grubu 4 pirol halkasindan meydana gelen protoporfirin IX halka sistemi ile bir
demir atomundan olusmaktadir.Metenil kdpruleri ile birbirine baglanan dért pirol halkasindan
meydana gelen tetrapirol halkasina yan zincir olarak iki vinil,iki propiyonat ve dort metil
baglanmistir(25).Fe atomu porfirin halkasinin dért N’i ile baglanarak hem halkasinin
ortasinda tutunur.Hem’in Fe? i her biri diizlemsel porfirin halkasinin ayr tarafinda olan iki
bag daha yapar.Bunlardan biri globin molekilinin bir histidin kalintissin yan zincirirne
baglamirken digeri ise oksijen baglamaya uygundur.Boylelikle hemoglobin oksijen tasima
pozisyonuna sahip olur(26).(sekil 2)



&

HT‘} —G\N/c S TH
ch—(ﬁ—C\N F| . /CEC‘}—CH3
 Fe
H2(|3—C—(ﬁ/ [L \T*mc—cﬁH
T Ho— ¢ c—cn  CHe

COOH I
HoC C|)H3
HoC—COOH

Sekil 2. Hem’in yapisi(27)

2.1.2 Gen Ekspresyonunun Temeli

Yapisal bir gen, polipeptid gen Urini kodlayan bir gendir. Transkripsiyon ve
duzenleyici diziler olarak bolgelere ayrilabilir. Dizenleyici bolgeler, genin hem 5 hem de 3’
bolgelerinde yer airlar. Bunlara ek olarak, intronlarda da i¢ dizenleyici bolgeler bulunabilir.
Bazi dizenleyici bolgeler, genin cok uzaginda dayer aabilirler.

Gen ekspresyonundaki ilk adim; bir DNA iplik¢igindeki nukleotid baz dizisinin, RNA’ya
karsit gelen (komplementer) diziye donisimi yani; *’Transkripsiyondur’’. RNA, 5—3’
yoninde sentezlenir (28,29). (Sekil 3)

Baslangigta RNA polimeraz DNA cift sarmalina baglanir. Bu noktada DNA agilmaya
baglar ve RNA sentezi uzama ile baslar. Polimeraz, DNA boyunca hareket ettikce mRNA
olusur. Polimerazin hemen ardindan, DNA tekrar kapanmaya baslar. Sonunda, RNA
polimeraz, DNA’dan uzaklastirilir. Bu noktada, duragan olmayan éncul traskriptin olusmasi

tamamlanir; duragan olmadigindan da hemen modifikasyona ugrar (29).



Transkripsiyon, DNA’mn spesifik bir bdlgesinden baslar. Bu pozisyon bir genin
hemen baslangicinda (5’ucunda)dir. Bu transkripsiyon baslangi¢ noktas: >’Promoter’’ olarak
adlandirilir. Promoter, kodlanmayan kisa bir DNA nukleotid dizis olup; RNA-polimeraza
baglanarak, transkripsiyonun baslamasimi dizenlemektedir. Transkripsiyon baslama
noktasimin hemen Uzerinde iki belirgin promoter bolges tammlanabilir. Bu diziler, evrim
boyunca ¢ok iyi korunmuslardir ve bunlara (consensus sequences) konsensus sekanslari
(dizileri) adh verilir. Bu sekanslar, RNA polimerazin baglanarak mRNA sentezinin baslangic
sinyallerinin verildigi 6zel dizilerdirler ve mRNA trasnkripsiyonunun hangi siklik ve miktarda
gerceklesecegini belirler. Prokaryotlarda alti bazlik (TATAAT) ve (TTGACA) seklinde
diziler, genin baslangicindan 10 ve 35 bazlik mesafelerde yer alirlar. Bunlar, ’box’’ kutu
olarak tammlanirlar. Eukaryotlarda, bu promoter dizilerde farklilik bulunmaktadir.
Transkripsiyonda kullanilan DNA dizilerinin timtne Transkripsiyon uniti veya Operon
denir (Sekil 3). Transkripsiyon Uniti, Promoter’de baslar ve Terminatdrde sonlanir. Diger bir
deyisle, 7-metil guanosin iceren 5° Cap gdlgesinden baslar. (Guanozin-7-metiltransferaz
etkisiyle, Guanozin, éncil mRNA’nin birinci ve ikinci riboz gruplarina trifosfat kdprusi ile
baglanir. 7 nolu pozisyondaki guanozin ve RNA zincirinin baslangicindaki iki baslangi¢ riboz
metile olur). Bu bolge protein sentezinin baslatiimasinda gorev alir. Daha sonra, aminoasit
kodlayan ekson bolgeleri ve aminoasit kodlamayan intron bdlgeleri Uzerinden poli(A)
sinyalini iceren 3’UTR bolgesiyle sonlamir. Promoter bdlgesinde 5° ucu icin proximal,
terminatdr bolgede 3’ ucu icin de distal terimleri kullanmilir (29,30,31).

DNA’da c¢ssitli dizenleyici diziler bulunur, bunlar, olduk¢a kisa DNA dizilerinden
olusurlar. Her dizi, bir spesifik protein icin olup bu proteinlere traskripsiyon faktorleri
denir. Bir transkripsiyon kompleksi olusturan bu transkripsiyon faktorleri adi verilen
proteinler bir kompleks olarak DNA’ya baglanirlar ve bir baglanma noktasi olustururlar (29).

Her globin geninde 3 adet ekson ve 2 adet intron (intervening sequence: 1VS) bulunur.
Globin zinciri kodlayan dizilerin oldugu gen bdlgelerine ekson denilirken; protein

kodlamayan (untranslated) diziler iceren bolgelere deintron ach verilir (Sekil 3).
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Sekil 3. Okaryotik RNA islenmesinin sematik gor unumii. (32)

Trandasyona ugramadiklart halde globin genlerinin 5° ve 3’ boélgelerindeki diziler
gen ekspresyonunda rol aldiklarindan ¢ok onemlidirler. Promoter bélge, genin 5’ucunda
bulunup transkripsiyonun basladigi bolgenin 6niindeki 100 baz ciftlik alam kapsar ve
transkripsiyonun baslamasi igin gerekli hazirliklardan sorumlu baz dizilerini igerir(33,34,35).

Eukaryotlarda bir gen tek bir polipeptidi kodlar ve 6ncll transkript, olgun haberci
MRNA’ya donUsturdlir. Geni olusturan DNA dizisinden nikleer RNA’nmin enzimatik yolla
kopyalanmasina >’Transkripsiyon®’ denir. Transkripsiyon sonucu meydana gelen RNA’ya
ise heterojen nikleer RNA (hnRNA) denir. Intron ve Eksonlar1 olan heterojen niikleer
RNA’nin olgun mRNA’ya dontsmesi icin intronlarin kesilip diziden uzaklastirilmalarina
»’Processing’’ denir. Bu islem, dncil mRNA’nin 5’ ucuna 5’ cap ve 3’ ucuna da sayisiz



adenin nikleotidlerinin eklenmesiyle olusturulur. Oncil mRNA’larin 3’ ucu , AAAUAA kisa
dizisinden hemen sonra spesifik bir endonikleaz ile koparilir. Ardindan, bu transkripte 100-
250 adenin nikleotidi poli-A-polimeraz araciligiyla baglamr ( poliadenilasyon) (Sekil 3).
Bunun ardindan, eksonlarin birbirine yapistirilmast (Splicing) gerekir. Eksonlarin 5’kismina
verici (donér); 3’ kismina da alici (acceptor) adi verilir. Intronlar enzimatik yolla kesilip
cikartildiktan hemen sonra; verici ve aici yerler yapisarak matir mRNA olusmaktadhr.
Eksonda verici kismin iginde; G(Guanin) ve T(Timin) yani GT dizisi bulunmaktadir. Alici
kisminda ise; A(Adenin) ve G(Guanin) kisaca AG dizisi bulunmaktadir. Bunlar korunmus
dizilerdirler. Olgun eukariyotik mRNA, 6ncil RNA’dan intronlarin ¢ikariimasi ile meydana
gelir. Kodlanmayan bir dizi, cevrim baslangic isaretinin (AUG) hemen 6ncesinde yer air. 3’
ucunda ise cevrim dur isaretinin (UAA) hemen ardinda kodlanmayan bir dizi bulunur. 5° cap
eklenmesi ve poliadenilasyon, enzimatik reaksiyonlarin kapsamindadir ( 20,28,29).
Eukaryotik hicrede, transkripsiyon hiicre ¢ekirdeginde, translasyon ise stoplazmada
olur. Cekirdekte birtakim degisikliklere ugradiktan sonra sitoplazmaya gecen mRNA
ribozomlara baglanarak protein sentezini baslatir. mMRNA Uzerinde protein sentezini baglatan
ve bitiren kodonlar vardir. mRNA’daki kodonlari olusturan nikleotid dizileri translasyon
sirasinda amino asitlere karsilik gelen diziye donustOrdldr. Translasyon, *’baslangic
kodonunda baglar’’. Amino asitler, transfer RNA ile siralanarak, dizi tamamlamir. Her amino
asidin, kendi tRNA’s vardir. Bu mRNA’daki kodona komplementerdir (anti-kodon).
Ornesin; Glysin icin anti-kodon CCG olan tRNA, mRNA kodonda GGC ile karsilamr. Bu
noktada, sadece Glysin yapisabilir. mMRNA’daki 1, 2, 3, 4’Uncu kodonlar amino asid dizileri
olarak siralanirlar. Kodonl, her zaman AUG’dir (baslangic kodonu). Translasyon (protein
sentezi) hicre gekirdegi disindaki, sitoplazmada ribozomlarda olusur. Ribozomlar, protein ve
RNA molekullerinden (rRNA) olusur. Translasyon baslangicinda mRNA, ribozom ve tRNA
kompleksi olusur. Bu olay IF1, IF2, IF3 gibi baslatici faktorlere ihtiyac duyar.
Translasyonun ikinci basamagi elongasyon (uzama) evresidir. Bir sonraki kodon tarafindan
belirlenen amino asit diziye eklenir. Ug fazli bir uzama siklusu gelisir. Siklus bilesenleri;
kodon tammasi, bir sonraki amino asite peptid baglanmas: ve 3’ yonunde nikleotidlerin
hareketidir. mMRNA, DUR kodonlarindan (UAA, UGA ve UAG) birisine ulasildiginda,
translasyon, sona erer. Olusan polipeptid zinciri, ribozomu terk eder (29,32,36).



2.1.3 GLOBIN GEN KUMELERI

Alfaglobin zinciri, 16. kromozom Uzerinde yerlesmis olan iki a-globin geni (o2 ve o4)
tarafindan kodlanirken; y,8 ve B zincirlerinin genleri (sirasiyla ®y , *y, & ve ) 11. kromozom
Uzerinde bulunan kendilerine ait genler tarafindan -gen kimes icerisinde kodlanirlar.
Globin genleri her iki kimede de gelisim stresi boyunca eksprese edildikleri siraya goére
diizenlenmislerdir. iki yetiskin a-benzeri globin geni vardir, a-; ve a- . Bunlardan ikincisi
predominant olarak eksprese edilir. Normal yetiskinde B-globin geni, eksprese edilen major 3-

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

2.1.3.1 AlfaGen Kumes

Alfa gen kimes genellikle fonksiyonel bir Zeta (C) geni ve iki afa (o) geni icerir. Bu
alfa genleri a; ve oy olarak gosterilirler. Bu kimede ayrica dort adet psédogen bulunur: y( ,
yai, oz Ve 0;. Bu psddo genlerin fonksiyonlar: bilinmiyor ancak varligini stirdirebilen bir
globin zinciri sentez ettirdikleri sdylenemez, fetal yasamin erken dénemlerinde bu genler
ifade ediliyor gibi goruntyor ( 12,16).(Sekil 4)
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Sekil 4. a-Benzer globin genler.



2.1.3.2p-Gen Kumesi

Beta-globin geni, 11. kromozomun kisa kolu (11p15.4) Uzerinde diger B-benzeri
genlerle birlikte bir kiime seklinde bulunur. ( Sekil 5). Bu kiime bes fonksiyonel gen icerir:
5°¢, ®y -*y-yP,8-p3’. Bunlar gelisimsel ekspresyonlarina gore dizilmislerdir
B globin gen kimesi B-locus control region (B-LCR) kontrolt altindadir. Bu kontrol golges, €
geninden 5° yoninden yaklasik 5 ile 20 kilobazlik bir aralikta yerlesmis major bir
duzenleyici eleman olup; Gen kompleksi icerisinde bulunan bitiin genlerin ekspresyonunda
onemlidir. B-LCR, B gen kimesini saran aktif bir kromatin sahasi olusturmaktan ve -
benzeri globin  genlerinin yiksek derecede ekspresyonundan sorumludur. Eritroid
hicrelerdeki globin genlerinde oldugu gibi transkripsiyonel acidan aktif genler, acik bir
kromatin yapisi (eukromatin) gosterirler. Bu transkripsiyonel agidan sessiz bir gen
lokusundaki heterokromatinin kapali yapisinin tersidir. Bu agik yapi, nikleazlar tarafindan
islenmeye duyarli olmakla karakterizedir. B-LCR, 15 kb’lik bir bolgede dagilmis DNAz I’e
duyarli (DNAz | hipersensitif) bes adet hipersensitif (HS) kararli yapi icerir. (HS1-5 ile
gosterilirler). Bu yapilardan dort tanesi (HS1-4) eritroid spesifik iken; HS5 vicutta yaygin
olarak bulunur. B-geninin 3’ kismina yaklasik 20 Kb lik uzaklikta diger bir hipersensitif bolge
(HS1) bulunur. B-kompleksinin her iki yamnda iki u¢ kissmda yeralan HS bdlgeleri -gen
goélgesinin sinirlarint belirler. B-globin geninin genomik sekanst 1600 baz ciftinden (bp)
olusur ve 146 aminoasidi kodlar. Transkript edilen bdlge, iki intron veya intervening
sequence (IVS) tarafindan birbirlerinden ayrilmis kodlayici tic ekson icerir. ( Sekil 5 (b).)
Eksonl: 1 den 29’a kadar olan amino asitlerle beraber kodon 30 iginilk iki bazi igerir.
Intron | (Intervening sequence |, 1VS |) 128 baz cifti (bp) uzunlugunda olup 5° kisminda
donér bolge olarak adlandinlan GT ve 3’ kismunda akseptor bolge olarak adlandirilan AG
dintklectidleri arasinda kalir
Ekson 2: Kodon 30’un kalan kismu ile birlikte 31°den 104°e kadar olan amino asitleri kodlar.
Intron 1l (IVS Il) 850 bp’lik bir uzunluga sahip olup yine dondr ile baslayip akseptér ile
sonlanr.,
Ekson 3: 105’den 146’ya kadar olan amino asitleri kodlar
Ekson 2, ’Hem’ baglayan ve off dimer formasyonununda rol oynayan aminoasitleri

kodlarken ekson 1 ve ekson 3, B-globin zincirinin hem baglamayan kisimlarini kodlar

-10-



Gen fonksiyonu icin 6énemli olan konsensus sekanslar (korunmus diziler), 5> promoter
bolgede, ekson-intron baglantisinda, ve transasyonu yapilmayan 3’-untransated region (3’-
UTR)’da bulunurlar.

B globin gen promoteri, 3 6nemli konsensus dizisini igerir. Bunlar, B-globin geninin hangi
siklik ve miktarda Uretilecegini tayin ederler. Bunlardan en 6nemlisi RNA polimeraz I1°nin
baglandigi TATA kutusu ( -28 ile —31 arasindaki pozisyonda) denilen bolge olup; digerleri,
CCAAT kutusu (-72 ile-76 pozisyonlar arasinda) ve duplike CACCC motifleri (distalde —86
dan -90’a kadarki kisimlarda ve proximalde —-101’den -105’e kadarki pozisyonlarda).
CCAAT ve TATA unsurlart bircok oOkaryotik promoterlerde bulunurlarken; CACCC
sekanst predominant olarak eritroid hicre-spesifik promoterlerde bulunurlar. Bu 5’
ucunda yer alan sekandarin normal gen ekspresyonu agisindan 6nemi; -80 ile —100 bdlgel eri
arasindaki CACCC motifleri ve oOzellikle TATA Kkutusu icerisinde ve cevresindeki
sekanslardaki nokta mutasyonlardan kaynaklanan p-talasemiler nedeniyledir. 3° UTR’de
bulunan konsensus sekansi, $-globin genine has olup; >’downstream enhancer’” adim alir ve
poli(A) kuyrugunun 3’ yoninde yaklasik 600 ile 900 bp’lik bir alanda yer alan bdlgeyi
kapsar. B-globin geninin 3’ ucuna dogru zincir sonlandirma kodonundan sonra yaklasik 200
bp uzunlugunda AATAAAA olarak uzayan poli A sinyal dizis de yine 3> UTR bdlgesinde
bulunur. Bitin globin genleri benzer yapiya sahiptirler. Her gen 5° promoter dizilerin
yaninda 5’ ve 3’ protein kodlanmayan (untranslated) golgelere sahiptir ( 17,38,39,40,41,42).

X
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Sekil 5. B-Benzer globin genler.

-11-



Hemoglobinin yapisi,fonksiyonu veya Uretimi ile ilgili hastaliklar hemoglobinopatiler olarak
adlandirilir(43).Genetik hastaliklar icinde 6nemli bir yere sahip olan hemoglobinopatilerin
pekcok Ulkede dnemli bir saglik sorunu olusturdugu bilinmektedir.Bunlardan orak hiicre
anemis ve talasemiler hemoglobin hastaliklarinin biyik bir kismim olusturmaktadir.Her iki
hastalik da resesif olarak seyretmekte olup,11.kromozomun kisa kolu Uzerinde yer alan -

globin gen mutasyonlar: sonucu ortaya ¢cikmaktadir(1,44,45).

22 TALASEMILER

Talasemi sendromlart oldukga genis bir genetik yelpazeyi kapsar.En sik gorileni o ve B
talasemidir.a-talasemi  daha ziyade UzakDogu’da gorulirken, ptalasemi  Akdeniz
Ulkeleri,dolayisi ile Tirkiye’de siktir.

2.2.1 p-Talasemiler

B-talaseminin nedeni,sadece delesyonlar degil aym zamanda gen icindeki nokta
mutasyonlaridir(46,47,48). B globin sentezinin azalmasi (B*) talasemi, yoklugu ise (B
talasemi olarak adlandirilir.(49,50). Son yillarda rutin kullammma giren polimeraz zincir
reaksiyonu(PCR) yontemi ve DNA dizi analizi B-talasemiye yol agtigi1 bilinen mutasyonlarin
sayist artmistir. TUm mutasyonlarin her toplumda goridlmemesi ve mutasyonlarin etnik
gruplara 6zgl olmasi,bu genis molekiler cesitliligi biraz basite indirgeyen bir faktor
olmustur(46,48).Bir toplumda belirlenen az sayidaki mutasyon o toplumdaki B-talasemi
genlerinin  %90-95’ni tammlamaktadir(48).Son yillarda p-talasemiye yol agtigi bilinen
mutasyonlarin sayisi blydk bir hizla artmis ve 200’0 gecmistir(12).

2.2.1.1 p-Talasemiye Neden Olan Mutasyonlar

B —talasemi, B —globin genindeki mutasyonlar sonucu olusur.Bu mutasyonlarin biyik
bir kismumi nokta mutasyonlar: olustururken daha az kismini delesyonlar olusturmaktadir.o-
talasemilerin tersine  talasemiler, nadiren, delesyonlar sonucu meydana gelirler.
B-Talasemi’den sorumlu genetik defektlerin %95’ inden fazlasi B-globin geninin molekiler
islevlerini etkileyen nokta mutasyonlardirlar. Mutasyonlarin sadece az bir kismi gen
delesyonlart  sonucudurlar. Beta globin genindeki mutasyonlart  simflandirirken;

mutasyonlarin gen ekspresyonundaki cesitli kademelere etkilerine gére simflandirma
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yapilabilir ¢ciinkli bu mutasyonlar gen ekspresyonundaki cesitli kademeleri etkileyerek -

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

2.2.1.2 Gen Delesyonlari

Sadece beta genlerini etkileyen en az 17 degisik delesyon tanimlanmistir. Bunlardan
biri haric digerleri nadir gorilUr. Beta geninin 3" ucundaki 619-bp delesyon en yaygin gérulen
delesyonel B-globin geni mutasyonudur. Bu mutasyon Intron I1’den baslayip B-globin geninin
3’ sonuna kadar gider. Ancak, bu mutasyon Pakistan ve Hindistamn Sind ve Gujardi
populasyonlarinda simirlt olup; buradaki beta-talasemi allellerinin yaklasik %50’sini teskil
eder. Hint 619-bp delesyonu beta geninin 3’ ucunu ortadan kaldirir ama 5 ucu korunmus
olarak kalir. Halbuki diger bircok delesyon, 5" ucunu ortadan kaldirip 8-genini korunmus
olarak birakir. Bu delesyon icin homozigot olanlar B° - talasemilidirler. Hint delesyonu igin
heterozigot olanlarin, diger beta-talasemilerin heterozigot formlarinda oldugu gibi yikselmis
HbA, HbF dizeyleri vardir. Delesyonel mutasyonlar icin heterozigot olan formlarin
hepsinde yiksek HbA, dizeyleri sozkonusudur. Artmis 8-zincir Uretimi, delesyonun yaninda
artmis o-gen transkripsiyonu sonucudur ve bu da muhtemelen delesyona ugrams beta-
geninin transkripsiyon faktorleri igin yarismasinin azalmis olmasidir (16,55,56).

Kalan p-talasemilerin  ¢cogu genin icerisinde veya hemen komsulugundaki
sekanslardaki nokta mutasyonlar tarafindan meydana getirilir. Bunlar tek baz degisimi, birkag
bazin mindr insersiyon veya delesyonlandirlar, gen regulasyonunu etkiledikleri
mekanizmal ara gore siniflandirilirlar (17).

2.2.1.3 Transkripsiyonel Mutasyonlar

B-globin genindeki promotor bolgesinde birgok degisik baz yerdegistirmeleri
tammlanmstir. Bu konsensus dizilerindeki mutasyonlar, RNA polimerazin B-genindeki
promoter bolgelere baglanmasini 6nleyerek, transkripsiyonu bagslatma kabiliyetinde azalmaya
neden olur. Bu kategoriye giren degisik mutasyon tipleri ileiliskili olarak, klinik siddetlerinde
onemli degisikliklerin olmasina ragmen biitiin bu olgularda fenotip p* talasemidir. Upstream
(5’ucu dogrultusu)  bolgesindeki diuzenleyici elemanlarla iligkili bu mutasyonlar, bu
bolgedeki korunmus dizilerin beta-globin genlerinin transkripsiyonlarinin  diizenleyici
rollerinin 6nemini teyid eder ve Ortadoguda, 6zellikle Afrika populasyonlarindaki en hafif

talasemi formlar: ile ilgili bir temel veri sunar. Bu olgularda, B-globin zincir sentezi hem
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homozigot formlarda hem de cift heterozigot formlarda talasemi maor’u 6nlemeye yeterli
olup; sadece %20-30 arasinda B-globin mMRNA sentezi distkltgine neden olurlar ve Klinik
olarak hafif seyirli talasemia intermedia fenotipi meydana getirirler. Bu mutasyonlardan
bazilari, mMRNA CAP bdlgesine gore —88 ve —87 pozisyonlarinda oldugu gibi CCAAT
kutusuna yakin iken; diger bazi mutasyonlar Cap bolgesinden 30 nikleotid uzakliktaki TATA
kutusu icerisinde, genellikle tek nikleotid degisimi ile meydana gelirler. Beta globin geninin
5’ ucu dogrultusunda (upstream) yer alan bazi mutasyonlar, fenotipte daha az farkedilebilir
bazi degisikliklerleiliskilidirler. Ornegin:

-101 pozisyonunda C—T yerdegistirmesi, bahsedilen upstream bir promoter elemanlailgili
olarak >’sessiz’’ B-talasemi ili iliskilidir ki bu; tamamen normal fenotipte olup sadece cift
heterozigotlardaki p-talaseminin daha ciddi formlar: ile etkilesimi ile saptanabilir. CAP (+1)
bolgesinde bir A—C yerdegistirmesi bulunan sadece bir drnek, Hintlilerde saptanmustir. Bu
vaka mutasyon agisindan homozigot olmasina ragmen; fenotipik olarak p-talasemi trait
fenotipine sahipti (16,39,57,58).

2.2.1.4 RNA-islemlenme Mutasyonlari

MRNA’nin ¢ekirdege girmesini engelleyen tek baz mutasyonudur.mRNA’nin siirecini
engelleyen tek-baz mutasyonlarinin olagantsti gesitliligidir (16).

Ekson ve intronlarin sinirlan  sabit-degismez dintkleotidler tarafindan meydana
getirilmiglerdir: 5° ucunda (donor) GT ve 3" ucunda (akseptor) AG dinukleotidleri gibi... Bu
baglanti bolgelerinin (splice junction) herhangi birinde meydana gelen tek-baz degisikleri
normal >’RNA splicing’” olayim tamamen ortadan kaldinr ve olay B° fenotipi ile

sonuclamr(6l) .

2.2.1.4.1 Splice Kavsagindaki M utasyonlar

Bu sekanstaki mutasyonlar splicingi farkli oranlarda etkiler ve kriptik bolge cevresinde
alternatif bir splicing olusturur.

Splice Junction (kavsak) bolgelerinde degismeyen-sabit dintkleotidleri cevreleyen
yuksek derecede korunmus (konsensus) diziler mevcut olup; bunlar da mRNA processing
islevinde gérev airlar. Bu konsensus dizileri, donér bélgede: Intronun ilk 6 nikleotidi ve

eksonun son 3 nikleotidi iken; akseptor bolgede: Eksonun ilk nikleotidi ile intronun son 10
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nilkleotidinden olusur. Bu bolgelerdeki mutasyonlar, B* fenotipinde talasemiler ile sonuclanr
(62).

IVS-l donor bolgesinin dizilimi icerisinde tek baz degisimi ile ilgili cesitli B-
talasemiler biliniyor. Bu mutasyonlar, iliskili olduklar: fenotiplerdeki cesitlilikten dolayi, 6zel
bir ilgi alam olustururlar. Ornegin: IVS-l ‘in 5. pozisyonundaki G’nin C veya T ile degisimi
siddetli p* talasemi formu ile sonuclamir. Diger taraftan IVS| 6. pozisyonda T—C
yerdegistirmesi Akdeniz bolgelerinde sik rastlanan ve ¢ok hafif bir p* talasemi formu ile
sonuclanir (16).

RNA processing olayi, ayrica, intronlar veya eksonlar igerisinde yeni splice
(baglanma) bolgeleri olusturan mutasyonlardan da etkilenir. B-globin geni icerisinde splice
kavsagi disinda da GT ve AG dinukleotidleri iceren baska bolgeler de bulunur. *’Kriptik
bolge”’(Cryptic Site) olarak adlandirilan bu bdlgeler normal splicing isleminde donér ve
akseptor olarak kullamilmazlar. Ancak, yeni mutasyonlarla aktif hale gegen bu bdlgeler yeni
splice bolgeleri olustururlar. Bu olaya kriptik bélgenin aktivasyonu adh verilir. Bu lezyonlar,
normal splice bolges ile karsilastirildiginda yeni bdlgenin ne denli islevsel olup olmadigina
gore fenotipik etkileri agisindan oldukca belirgin cesitlilikler gosterirler. Ornegin, 1IVS-1’in
110. pozisyonunda G—A yerdegistirmesi, Akdeniz bélgesinde ve Ulkemizde en sik rastlanan
B-talasemi mutasyon formlarindan biridir. Mutasyon nedeniyle kriptik bdlgenin aktivasyonu
sonucu olusan yeni bdlge, normalde bulunan akseptdr bolge ile yarismaya girer ve yeni
akseptdr bolge, dondr bolge tarafindan daha fazla tercih edildiginden normalde splicing
sonucu atilmast gereken 18 nikleotidlik bir parca B mRNA icerisinde kalarak kararsiz bir
globin zinciri olusumuna neden olur. Bu yeni bolge yarisma sonucu normal bolgede sadece
%10 kadar splicing biraktigi icin de; fenotipik olarak siddetli B* talasemi formu ortaya cikar.
Benzer sekilde, 1VS-1I’de 116. pozisyonda T—G degisimi sonucu yeni bir akseptdr bolge
olusturan bir mutasyon, ¢ok az veya hi¢ bulunmayan B-globin mRNA Uretimi ile
sonuglandigindan B° talasemi fenotipi  ortaya cikar. Beta-globin geninin IVS-2 intronu
icerisinde yeni donor bolgeleri olusumuna neden olan ¢esitli mutasyonlar da tesbit edilmistir
(16,21,56,62,63).

Anormal splicing icin diger bir ilging mekanizma eksonlar igerisindeki kriptik donor
bolgel erinin aktivasyonudur.
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2.2.1.4.2 Kodlanan Bdlgedeki Mutasyonlar

B globin geninin ekson 1’deki kodon 24-27 IVS 1 dondr bdlgesinde gizli mutasyon
bolges vardir. Bu bdlge bir GT dinukleotidi icerir; buna komsu bolgelerde meydana gelen
degisimler bunu degistirerek konsensus dondr splice bdlgesine daha fazla benzemesini ve
sonug olarak aktivasyonunu saglar ve bu olay normal splicing bolgesinin aktif olmasi halinde
bile meydana gelebilir. Bu bdlgedeki cesitli mutasyonlar bu bolgeyi aktiflestirip RNA
processing islemi esnasinda kullamma girmesini saglar ki; bunun sonucu anormal mRNA
dretimidir. Bu mutasyonlardan en iyi bilinen U¢ tanesi: 19. , 26. ve 27. kodonlardaki baz
degisimleri ileiligkilidir.

19. kodonda A—G ( HbMalay)

26. kodonda G—A (HbE)

27. kodonda G—T  (HbKnossos)

Bu baz degisikliklerinin sonucunda bir taraftan g-globin mRNAsimin azalmasi Gte taraftan bir
aminoasit yerine baska bir aminoasidin sentezi s6z konusudur ¢unki anormal olarak splice
edilen MRNA da proteine cevrilir. Olusan anormal hemablobinlerin, izah edilen kodonlardaki
baz degisikliklerine izafeten karsiliklari yukarida verilmistir. Bu Hb varyantlarimin hepsi
muhtemelen normal mRNA’nin toplam Uretimindeki azliga bagli, genelde orta siddette, bir
B'talasemi fenotipi ile iliskilidirler. Eksonlar igerisindeki diger bazi splice mutasyonlar da
tammlanmuglardir ( 16,62).

Diger bir processing mutasyon sinifi; f-globin mRNAsinin translasyona ugramayan
poliadenilasyon sinyal bolgesi olan 3’ ucundaki AAUAAA dizis ile iliskili olanlardir. 3’
UTR bdlgesinde bulunan (-AATAAAA-) konsensus dizisi bir sinyal gibi davranarak
buylyen mRNA’mn enzimatik bir yolla uygun noktasindan kesilerek (RNA cleavage) genden
ayrilmasinm saglar. Bu bolgede meydan gelen bir mutasyon sonucu poliadenilasyon sinyalinin
yapist bozularak mRNA’nin ayrilmast 900 nikleotid sonra gelen bir baska sinyale kadar
ertelenir. Boylece olusan premRNA yaklasik iki kat daha uzun olup; hemoglobinin kararli
yapisimin - bozulmasina neden olacak sekildedir. Ornegin, bu bolgedeki bir T—C
yerdegistirmesi, B-globin mRNA’simin normalde sentez edilmesi gerekenin sadece onda
birinin transkript edilmesi dolayisiyla siddetli p* talasemi  fenotipi ile sonuglanacaktir
(16,53,62).
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2.2.1.5 RNA Translasyon Mutasyonlari

B-talasemi aleerinin yaklasik yarisi RNA translasyonun degisik evrelerini etkiler ve
bittin bu olgularda, B globinin tretilmedigi p° talasemi ile sonuclanirlar. Bu defektlerin cogu,
frameshift veya nonsense mutasyonlara bagli premature terminasyon kodonlarinin meydana
gelmesinden dolay1 olup; hemen hepsi exonl ve 2 igerisinde sonlanirlar (59,60).

2.2.1.5.1 Anlamsiz Mutasyonlar
Bir aminoasit kodonunu, sonlandirma kodonuna (Stop codon: UAA, UAG veya UGA)
geviren tek baz yer degistirmeleri, yani *’nonsense’” mutasyonlar, mRNA’nin translasyonunu
durdurur ve B°talasemi ile sonucglanirlar. Bu sekilde etkide bulunan bircok baz
yerdegistirmesi tipi saptanmistir. Ornegin; kodon 17 mutasyonu Giineydogu Asya’da, kodon
39 C—T (CAG—TAG) mutasyonu ise Akdeniz bolgesinde yuksek bir siklikta gorilen bu tip
mutasyonlardirlar. B-globin zincir sentezinin bu tir mutasyonlarda oldugu gibi premature bir

sekilde durdurulmasi, B°talasemilerin en sik nedenleri arasindayer alir (32,64,65).

2.2.1.5.2 Cerceve Kaymas (Frameshift) Mutasyonlar

Bir veya birden fazla nikleotidin delesyonu veya insersiyonu sonucu one veya arkaya
dogru (5’—3’ veya 3’—5 yonunde) olusan nikleotid kaymas: ile mutasyon bdlgesinden
sonraki kodonlarin sifreleri degiserek ortaya cikar.Bu mRNA p° fenotipine neden olur (66).

Farkli aminoasit dizilimli ve normalden kisa olarak olusan mRNA’lar normal globin
zinciri olusturamazlar ve B®talasemi fenotipinde olgulara sebep olurlar. Bu sekilde cesitli
>’frameshift’’(cerceve kaymasi) mutasyonlar: tammlanmistir.Hintlilerde yaygin olan 8. ve 9.
kodonlar arasina bir nikleotidin girmesi sonucu meydana gelen frameshift mutasyon (Codon
8/9 (+G)) ileyine Hintliler ve GUneydogu Asyallarda yaygin olan 41. ve 42. kodonlarda dort
nukleotidin delesyona ugramasi sonucu goérulen (CDs 41/42 -TTCT) frameshift mutasyonlar
bunlardan ikisidir (59,67).

22153 Bashk Bolges (Cap Site) Mutasyonlar:
Baslik bolgesindeki +1 nukleotid transkripsiyonun baslangi¢ bolgesidir.Bu pozisyonda
A—C nukleotid yer degistirmes sonucunda *’capping’’ yavaslamasi ve mRNA kararliliginin

bozulmasi sonucu transkripsiyon azalir. Homozigot olgularda bile heterozigot gibi bulgu
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veren bir fenotip sbz konusudur.Heterozigot bireyler ise normal sayilabilecek MCV ve sinirda

HbA diizeylerine sahip sessiz tasiyicilardirlar ( 59,67,68).

2.2.1.6 Dominant Gegen p talasemi ve stabil olmayan g globin varyantlar:

Son 20 yilda agir B talasemiden ayrilamayan sporadik vakalar tammlanmustir.Bu tip
vakalarda eritrosit prekursorlerinde inkltzyon cisimcikleri cokca gozlenmektedir.Dizi
analizleri molekiler diizeyde heterojenite gostermektedir.Fakat cogu B globin geninde ekson
3’ de mutasyon icermektedir.Cerceve kaymasi veya prematUr zincir sonlanmasi gozlenir.Bu
duizensizlik uzamus stabil f globin gen Gridnlerini olusturur.En sik gérilen mutasyon ise kodon
121°de GAA—TAA degisikligidir (69,70).

2217 Diger Mutasyonlar

Trandlasyonu yapilmayan 3° UTR bolgesindeki +1565’den +1577°ye kadarki
nikkleotid dizilerini iceren bolgenin delesyonu B* fenotipinde talasemiye neden olur.
Baslangic kodonu olan birinci eksonun ilk kodonu ATG dizisindeki nikleotidlerin
mutasyonlar sonucu transkripsiyonun baslatilamamas: ise B° talasemi fenotipinde olgularin
ortaya gitkmasina neden olur.Bu kodondaki her bir nikleotidi etkileyen farkli mutasyonlar
bulunmustur.Bunlarin hepsi de siddletli klinik gosteren mutasyonlardirlar (32,62,67).

2.2.2 B-Talasemilerde Fizyopatogenez Ve Molekiler Patogenez

Talasemilerin patofizyolojik 6zelliklerinin hemen hepsinin kdkeninde yatan olgu;

globin zincirinin dengesiz Uretimi ve bunun sonucunda ortaya ¢ikan anemidir.
Beta talasemilerdeki aneminin ¢ komponenti vardir. ilk ve en 6nemlisi; eritrosit onctll
hicrelerin kemik iliginde degisik oranlarda yikilmasi ile birlikte inefektif eritropoez’dir.
Ikincisi, a-zincir inklizyonlarinm iceren olgun kirmizi hiicre elemanlarimin yikimina baglh
olusan hemoliz. Uclinciisii ise; hemoglobin sentezindeki azalmaya bagli hipokromi ve
mikrositoz’dur (16,78).

Homozigot B-talasemili olgularda, B-globin sentezi, yoktur (B°) veya farkedilebilir
olglide azalmistir (B%). Bunun sonucunda fazladan a-globin zincirlerin Uretimi stz konusudur.
Alfa-globin zincirleri tek bagslarina fonksiyon goérebilecek hemoglobin tetramerleri olusturma
yeteneginde olmadiklarindan ve ayrica ¢ozinir olmadiklarindan, kirmizi hiicre prekirsorleri

icerisinde cokerler. Meydana gelen inkllzyon cisimcikleri elektron mikroskobu veya i1sik
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mikroskobunda gosterilebilir. Bu inklGzyonlar hiicre membranim zedeler, esnekligini azaltir
ve eritrositlerin monontikleer fagositik sistem hiicreleri tarafindan fagosiztozuna yol acarlar.
Boylece, olgun eritrositler erken parcalanmaya ugrarken; eritroblastlar da iclerindeki
inkltzyonlar nedeniyle kemik iligi icindeyken parcalamirlar ve etkisiz eritrosit yapimina
neden olurlar (inefektif eritropoezis) ( 16,78,79).

2221 p-Talasemilerde Fenctipler ve Klinik formlar

B-talasemilerin klinik siddeti zincir dengesizliginin derecesi ile orantili olup;bu
bakimdan iki simfa ayrilabilir; hic B-globinin Uretilmedigi p° talasemiler ve bir miktar B
globinin Gretilebildigi ama normalden az iretildigi p* talasemi.Daha az ciddi formlar bazen

B*" olarak gosterilirler ve B zincir Uretiminde minimal yetersizligi anlatirlar (80,81,82).

2.2.2.2 Heterozigot p-Talasemi Fenotipi ( p-talasemi tasiyicilign)

B-talasemi tasiyicilari, sadece bir tek etkilenmis globin lokusu olan ve hayat boyu
saglikli kalan; ancak hastaligi kendi nesillerine aktarabilme riskini tasiyan bireylerdirler.
Bunlar, o bozukluk icin homozigot ve ¢ift heterozigot olgulardan ayirt edilmelidirler (83).

Talasemi formlarimin ortak o©zellikleri, heterozigotlarda, Hemoglobin A, (HbA))
dzUeylerinin artmis olmasidir. Ancak, bazi B-talasemili olgularda HbA, dizeyleri normaldir.
Bu olgular,iki kisimda incelenebilirler:Tipl-’de anormal  hematolojik  bulgular
bulunmadigindan bunlara ’’sessiz’’ heterozigotlar denir.Tip-2’de ise hematolojik
degisiklikler, yiksek HbA, degerleri bulunan p-talasemi tasiyicilarindan ayirt edilemeyecek
durumdadir. Sessiz B-talasemiler hematolojik veriler normal oldugundan tarama yontemleri
ile saptanamazlar. Ancak hafif derecede bir globin zincir dengesizligi (o/f globin zincir oram
birden buyik) sbz konusudur. Sessiz talasemi’ye neden olan mutasyonlardan biri olan (-101
C—T) mutasyonunun, transkripsiyonu negatif kontrol eden proteinlerden birini normale gére
dokuz kat daha guclt baglayarak, B-globin gen Grinini azalttigi gosterilmistir ( 16,60,84,85).

B-talasemi tasiyicilarindaki hematolojik parametreler su sekildedir: Eritrosit sayisi
(RBC) artmis, MCV (ortalama eritrosit volimu) 60-75 fl kadar dismus.HbA , konsantrasyonu
%3.5-%7 kadar artmus, HbF dizeyinde ise sinirli bir artis (%1.5-%8) vardir. Periferik kan
yaymalarinda hipokrom mikrositer eritrositler saptanir. Bu bireylerin globinlerinin o/p sentez
oranlart 1.5-2.0 oranindadir. Bir B-talasemi ailesine sahip bu bireylerde yasam stireleri normal

olup; saglikl1 bireylerdirler ( 32,86,87).
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2.2.2.3 B-Talasemi Major

Iki adet aym gesit mutasyona sahip mutant B-talasemi geni tasiyan >’homozigot’” veya
birbirinden farkli iki adet mutasyona sahip mutant B-talasemi genini bir arada tasiyan cifte
heterozigot (veya birlesik heterozigot) olgular olup; siddetli talasemi klinigine sahip
bireylerdirler. Dogumu takip eden aylarda baslayan sarilik  ve hepato-splenomegali
mevcuttur. HbF ve HbA, dizeyleri altta yatan molekiler patolojiye gore oldukca degiskenlik
gosterir. HbF artmistir (%30-99), HbA , diizeyi %1-9 arasinda degisir. HbF diizeyi ¢ok yiksek
olan olgularda eger HbA yoksa B° dustnullr. p°-talasemide HbA, dizeyi cok yiksek olan
olgularda B-gen promoter bdlgesini de icine alan blylk gen delesyonlari dustnilmelidir
(88,89,90).

2.2.2.4 B-Talasemi intermedia

Asemptomatik p-talasemi heterozigot olgular ile agir beta talasemi homozigot (major)
arasinda bir klinik siddet sergiler. Hastalarin cogu transfizyon amadan norma Hb
degerlerine sahiptir. Talasemi intermedia’ya neden olan IVS-1-6 (T—C) homozigot
mutasyonu daha ¢cok Akdeniz Ulkelerinde gorulir. Talasemi Intermedia’da, genelde , her iki
B-geni de talasemiktir. Bu durumda:
i-Mutasyonlarin her ikisi de hafiftir (homozigot veya birlesik heterozigot)
ii-Mutasyonlardan biri agir; digeri hafiftir ( birlesik heterozigot)
iii-peta-talasemi heterozigotlugu ve afagen triplikasyonu (ao/aoce) vardir.
Periferik yayma Ozellikleri pB-talasemi major’e benzer. Bir yasindan sonra talasemi tamsi
konulan ve kan transflizyonuna bir yasindan sonra baslanan olgularda talasemi intermedia
olasilig1 akla gelmelidir. Tam genellikle 2-5 yaglar arasinda konulur veya tam yasi 2. dekada
kadar uzamig da olabilir. Hemoglobin degerleri daha yiUksek olup orta diizeyde kemik
degisiklikleri olur. Aneminin daha az siddetli gorilmesinin nedeni serbest o-zincirlerinin
genetik faktorler tarafindan azatilmasi ve a/non-a globin zincir imbalansinin daha az
olmasidir. Bu imbalansi distiren faktorler; orta diizeyde p-talasemi aelleri, birlikte bulunan a-
talasemi ve birlikte bulunan 6p veya HPFH sendromudur (32,60,90,91).

2.2.2.5 Inkliizyon Cisimcikli Beta Talasemi

Asint dayaniksiz globin zincirleri nedeniyle meydana gelen talasemilerdirler. Talasemi

intermedia gibi fenotipik 6zellik gosterirler ve siddetli heterozigot beta talasemi seklinde
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dirler. Belirgin hemoliz ve eritrositlerde inkltzyon cisimcikleri ile karakterize edilirler. Bu tip
talasemilere neden olan mutasyonlar: italyanlarda Codon 94(+GT), Litvanyalilarda  Codon
123 (-A), Japonlarda Codon 128/129 (GCTG) seklinde gorulUr. Bunlar seyrek goérulen B-
talasemi aelleri olup malaryaya karsi secici bir 6zellik gostermezler ve dagilimlart da f-
talaseminin nadir goruldigt toplumlardadir ( Kuzey Amerika, Japonya vs.). Inkllizyon
cisimcikli talasemilerin cogu exon 3‘deki mutasyonlarda gozlenirler. Normal globin
zincirindeki H heliksinin yoklugu globinin dayanaksiz olmasim saglar. Proteolitk sindirim
sonucu globin zinciri hticre icinde gabucak ¢okelir ve ¢okelen alfa zincirleri de hiicre zarina

zarar verir (60,92).

2.2.3 pB- Talasemilerde Epidemiyoloji

B-Talasemi en yaygin tek hastaliklarindan biridir.Dinya populasyonunun yaklasik
%4.5’i globin zincirinde bir mutasyon tasiyicisidir (5,47,71).
B- Talasemi Akdeniz Ulkeleri,Kuzey ve Bati Afrika’dan Orta dogu ve Giineydogu Asya
Ulkelerini icine alan bir kusakta yayilma gosterir.(sekil 6) (3,72,73,74) Bugunlerde
populasyonun hizli yayilisi yuzinden Avrupa Kitasi,, Kuzey ve Glney Amerika’ya da
yayilmaya baslamistir(47). p—talasemi tasiyiciligi oram Tirkiye genelinde %2 olmakla
birlikte bu say1 Turkiye’nin baz1 yorelerinde %10’a kadar cikmaktadir.Akraba evliliklerinin
siklig1 ve dogum hizimn yiksekligi, TUrkiye’de beklenenin de tGzerinde p-talasemili ¢ocuk
dogmasinin nedenidir.Hastalik,hafif klinikli p— talasemi intermedia ile transfiizyona bagimli
B—-talasemi major arasinda seyreden cok genis bir yelpazede gorilmekle birlikte Turkiye’de
B-talasemi major olgulari agir basmaktadir(76). Halen Turkiye toplumunda 30’u askin
mutasyon saptanmustir(77). Bu genis molekiler gesitlilik, hastaliga 6nlem alma stratejilerini
ve programlarini 6nemli 6lclide zorl astirmaktadir.

Ulkemizde CukuovaAkdeniz Kiy:1 seridi,Ege ve Marmara Bolgelerinde talasemi
tastyicihign cok siktir.ic Anadolu,Dogu ve Giineydogu Anadolu’da yeterince arastirma
merkezi olmadigindan bu yorelerde kesin bir rakam bilinmemektedir.TUrkiye populasyonunda

B-talasemi tastyiciligr sikligr %2.1°dir (77).
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CODONE - 1bp N51-5G+C
WS 1-1G-+A WS 1-1G T

V5 2-1G-+A CODONS 41 - 42.4bp DEL.
VS 2-745 C (3 CODONS 26 GAG +AAG(HDE)
CODON 39 CAG +TAG

VS 1-6TC

W5 1-110G *A

LR

IVS1-110G A
WS 1-5G+C IVS 2 - 654 C+T
WS 1-6TC i CODOMS 41 - 42.4bp DEL.

GOOON 30 CAG-+TAG A CODOM 17 AAG +TAG

COPONBZmDEL 3 W CODON 26 GAG -+AAG(HBE)
@ 9 28 A G
i E o 2OA e
L=
= WS1-5G+C

20 oG VS 1-5G+C
.88 C—T 619 bp DELETION b
CODON 24 T A CODOM &9 + G
POLY-AT-C WS1-1GT

CODOMNS 41 - 42.4bp DEL.

Sekil 6. Beta talasemi mutasyonlarinin dinyadaki yayilisi (1)

2.2.4. Turkiye’dep -Talasemi

Talasemilerin Turkiye’de en sik gorulen tipi B-talasemidir.Akraba evliliklerinin siklig:
ve dogum hizimin yuksekligi, Turkiye’de beklenenin de Uzerinde B-talasemili cocuk
dogmasina neden olmaktadir.

B-talasemi tasiyiciligi oram Tlrkiye genelinde %2 olmakla birlikte, bu sayi
Turkiye’nin bazi yorelerinde (Antalya ve Trakya gibi) %10’a kadar ¢cikmaktadir. En disuk -
talasemi sikliklart  Tadrkiye’'nin kuzey ve dogu  bdlgelerinde gbzlenmistir. Akraba
evliliklerinin sikligr ve dogum hizinin yUksekligi, Turkiye’de beklenenin de Uzerinde B-
talasemili cocuk dogmasimin nedenidir. Hastalik, hafif klinikli p-talasemi intermedia ile,
tranflizyona bagimli B-talasemi major arasinda seyreden cok genis bir yelpazede gérilmekle

birlikte, Turkiye’de 3 -talasemi major olgular agir basmaktadir. Halen Tirk toplumunda 30°u
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askin mutasyon tanimlanmstir; bu genis molekller cesitlilik, hastaliga 6nlem ama

stratejilerini ve programlarim 6nemli 6lciide guclestirmektedir (93,94,95).

IVS-1-110 Tarkiye’de en siklikla rastlanan p-talasemi mutasyonudur (% 40); bunu sirasiyla:

IVS-1-6,
FSC-8,
IVSI-1,
IVS-11-745,
IVSII-1,
Cd39,

-30

FSC- 5 ( Frameshift codon-5) mutasyonlan takip etmektedir (Tablo 1). IVS-
110’un Turkiye genelinde %40 olan siklig1, Orta Anadolu’da %50’yi asmakta, buna karsilik
Dogu ve Guney Dogu Anadolu’da %25’lere dismektedir. Turkiye’nin cografi bolgeleri,

mutasyon siklig1 ve ¢esitliligi agisindan kiyaslandiginda, Ulke nifusunun %50’sini barindiran

Bati Anadolu ve Akdeniz bolgelerinin, Turkiye genelindeki dagilimla uyumlu oldugu, ve

Kuzey, Guney ve Dogu Anadolu bolgelerinin daha heterojen oldugu, ve kendilerine 6zgu
mutasyonlar icerdigi gorilmektedir (-30, -87, FSC8/9, IVS-11-745 gibi) (10,96).

Tablo 1. Turkiye’de en sik gérilen p-talasemi mutasyon gesitlerinin genel dagihmlar: ve
sikhiklarina goreilk on sirada yer alan mutasyonlar.

MUTASYON Tipi Turkiye’deki Genel Dagilimi (%)
IVS1-110 (G—A) B+ 30.3
IVS1-6 (T—C) B+ 10.1
Bilinmeyen Mutasyonlar 9.1
FSC-8 (-AA) Bo 5.5
IVS1-1  (G—A) Bo 5.0
IVS-11-745 (C—G) B+ 5.0
IVS1I-1  (G—A) Bo 4.7
Cd39 (C—T) o 338
-30 (T—A) B+ 31
FSC-5 (-CT) Bo 2.2
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2.25 Diyarbakir Bolgesinde g-Talasemi

Diyarbakir bdlgesinde daha o6nce molekiler dizeyde  B-talasemi mutasyon
tiplendirmesi Uzerine, sadece, bir caisma yapilmistir(Bu tezin de dahil oldugu
Diyarbakir’daki tarama hari¢). Bu calisma daha 6nce p-talasemi maor tamsi konmus 36
drnegin mutasyon tiplerinin belirlenmes adi altinda yapilmistir (60).
SOz konusu calismada Cukurova bolgesinde yaygin olarak gorilen 8 adet mutasyonun
Diyarbakir bolgesindeki sikliklar: incelenmistir. Elde edilen sonuclara gore 36 hastadan 10
hastanin arastirilan 8 mutasyondan hicgbirisini tasimadig:; diger 26 hastanin ise Cukurova
bolgesinde sik goérilen 8 mutasyondan herhangi birini tasichgi tesbit edilmistir. Bu
arastirmanin sonuclarina gore Diyarbakir bolgesinde teshit edilen mutasyon tiplendirmesinin
Tarkiye’deki mutasyon tiplendirmesi ile karsilastirmali  gosteren (Tablo 2) incelenebilir
(60).

Tablo 2. Daha 6nce yapilmas bir ¢calismaya gore Diyar bakir’da ve Turkiye’de en sik
gordlen p-talasemi mutasyon cesitlerinin sikliklarimin karsilastirilmasi

MUTASYON Tipi Diyar bakir Turkiye’deki

Bolgesindeki Sikhig Genel Dagilim
(%) (%)
IVS1-110 (G—A) B+ 27.8 39.3
IVSI-6 (T—C) B+ 11.1 10.1
Bilinmeyen M utasyonlar 27.8 9.1
FSC-8  (-AA) Bo 11.1 55
IVSI-1  (G—A) po 2.8 5.0
IVS1-745 (C—G) p+ 55 5.0
IVSII-1  (G—A) Bo 8.3 4.7
Cd 39 (C->T) po 2.8 3.8
-30 (T—-A) B+ 2.8 31
FSC-5 (-CT) po Bakilmamis 2.2
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2.26 DNA Dizi Analiz Yontemleri ile B-Talasemi Tamsi

Son yillarda molekiler genetik alaminda kaydedilen gelismeler bircok kalitsal
hastaligin gen dizeyinde tammlanmasini saglamis,bunun sonucunda da bu hastaliklarin tamsi
DNA diizeyinde yapilabilir hale gelmistir.En 6nemli ve hizli gelisme talasemi ve anormal
hemoglobinlerde ve bu gruptaki hastaliklarin,molekiler mekanizmalarimn ve mutasyonlarinin
anlasiimasinda olmus,kazanilan bilgi birikimi ile yeni DNA analiz ve tam yontemleri
gelistirilmis ve bunlar sadece gocuk ve eriskine degil,fetal DNA’ya da uygulanabilecek hale
gelmistirDNA analiz ve tamsinda gittikce daha basit,kolay tekrarlanabilen,tek
asamal1,radyoaktivite gerektirmeyen,ekonomik ve tam laboratuar ortaminda da uygulanabilen
yontemler tercih edilmelidirDNA analiz ve tamst klinik biyokimyasal yaklasimlari
tamamlayici niteliktedir,cok hassastir ve %100’e yakin kesinlikte sonug vermektedir (21).

2.2.6.1 DNA Dizi Analizi Ve Kullamlan Y ontemler

DNA dizi analizi, gen yapisi ve genetik kontrol mekanizmalari hakkinda bir cok bilgi
edinmemizi saglamistir. Herhangi bir organizmadan ¢ok miktarda saf DNA elde edilmesini
saglayan rekombinant DNA tekniklerinin gelismesine paralel olarak DNA dizi andizi
yontemleri de gelisme gostermistir. 1960’11 yillarda baslayan DNA dizi andizi ile ilgili
arastirmalar baglica su sekilde gelismistir (97).
1965 yilinda Robert HOLLEY tarafindan 74 nikleotidlik bir tRNA molekilintin dizi andlizi
yapilmistir. 1977 yihinda Allan MAXAM- Walter GILBERT ve Frederick SANGER
tarafindan iki farkli DNA dizi anaizi yontemi bulunmustur. 1982 yilinda Akiyoshi WADA
DNA dizi andlizinin otomatik olarak yapilmasini 6nermistir ve robotlar gelistirilmeye
baglanmugtir. 1986 yilinda California Teknoloji Enstitisinden (Caltech) Leroy HOOD ve
Llyod SMIiTH tarafindan DNA dizi andizinde kullamlacak tam otomatik bir makine
bulunmustur. 1990 yilinda Edward UBERBACHER tarafindan bir gen bulma program olan
GRAIL kullamimaya baslanmistir. 1992 yilinda 21. kromozomun DNA Dizi Analizi
tamamlanmustir. 1995 yilinda Craig VENTER, Claire FRASER ve Hamilton SMIiTH
tarafindan Haemophilus influenzea’ ya ait ilk DNA dizis yayinlanmistir. 1996 yilinda ulusal
bir konsorsiyum tarafindan bir ekmek mayasi olan S.cerevisiae’nin DNAdizisi yayinlanmustir.
1998 yilinda Sanger Center ve Washington Universites bilimadamlar: tarafindan
Caenorhabditis elegans’ 1n DNA dizisi agiklanmstir. 1999 yilinda ingiltere, Japonya ve
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ABD’den bilim adamlar: tarafindan insanin 22. kromozomunun DNA dizisi tamamlanmustir.
2000 yilinda Celera ve ishirligi icinde oldugu Universiteler tarafindan Drosophila
melanogaster’ in DNA dizisi agiklanmustir. 2000 yil1 Haziran ayi icinde Insan Genom Projes
katilimcilar: ve Celera’ nin insan gen haritas: tadagim tamamladigi aciklanmistir. Arabidopsis
thaliana 2000 yilinda DNA dizis agiklanan ilk bitki olmustur. 2003 yilinda Whitehead
Enstitisiinde goérevli David PAGE ve arkadaslari Y kromozomunun dizi anaizini

tamamlamuglardir.

DNA Dizi Analizinde ginimuzde birbirinden farkl: iki yontem kullamlmaktadir. Bu iki
yontem,

1- Maxam ve Gilbert’in kimyasal kirilma yontemi (98).

2- Sanger-Coulson’un zincir sonlanma yontemi (99).

Bu iki yontemden, Sanger — Coulson’un yontemi guntimizde daha yaygin olarak
kullamiimaktadir. Allan MAXAM ve Walter GILBERT ‘in gelistirdikleri yontemin prensibi
hidrazin, dimetil sllfat ya da formik asit’in, DNA’da bulunan bazlari 0Ozgul olarak
degistirmesine ve daha sonra eklenen piperidinin degisiklige ugramis nukleotitlerin
bulundugu noktalardan zinciri kirmasina dayanir (100). Bu yontemdenikleotit dizisi
saptanacak olan DNA 6nce 5’- ucundan 32P ile ya da floresan bir boya ile isaretlenir. DNA’
nin iki iplikcigi birbirinden ayrilarak ya da DNA uygun bir restriksiyon enzimi ile kesilerek
DNA’ nin yalmzca bir ucundan isaretlenmesi saglanir. ikinci adimda iss DNA molekuillexi
dort tipe ayrilarak A, C, G ya da T nukleotitlerini degistirmek vekirmak icin gerekli
tepkimeler gerceklestirilir. Reaksiyon icin kisith bir sire verilerek her tipde farkh
pozisyonlardaki hedef nikleotidlerden kirilmis DNA parcalar: elde edilir.Sonugta kirilmanin
oldugu pozisyona gore heps 5’- pozisyonlarindan isaretli ancak boylari birbirinden farkli bir
dizi DNA fragmenti elde edilmis olur. Elde edilen boylar gittikce kisalan DNA dizileri, jel
elektroforezi ile birbirlerinden bilydkliklerine gore ayrilir ve otoradyografi uygulanarak

bantlar gortnttlenir (101).
Maxam ve Gilbert Yonteminde Kullamlan Kimyasallar

Maxam ve Gilbert yonteminde 6zgul bazlar ile zincirlerin kirllmasinda kullanilan kimyasallar

asagida verilmistir (100).
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Kimyasal kirilmaydnteminde kullamlan kimyasallar:

Ozgiil Baza 6zgul Baz ayirmada kullanilan Zincir kirmada Kullanilan Kimyasal
Baz kimyasal kimyasal

G Dimetil sllfat Piperidin Piperidin

A+G Asit Asit Piperidin

C+T Hidrazin Piperidin Piperidin

C Hidrazin+Baz Piperidin Piperidin

A>C Baz Piperidin Piperidin

Pirinlerin kinnlmasinda dimetil stlfat kullanilir. Dimetil stlfat ile N7 no’ lu

pozisyonundan metillenen DNA’ ya bazik ortamda piperidin uygulamrsa DNA guanin
bazindan kirilir.Bazik ortam yerine asidik ortam tercih edilirse bu sefer DNA guanin yerine
adenin bazindan karilir. Pirimidin bazlarimin kirilmasi ise hidrazin ile yapilir. Hidrazin DNA’
yihem sitozin hem de timin bazindan kirar. Bu iki reaksiyonu ayirmak icin ise ytksek tuz
derisimi (2M NaCl) ve bazik ortam kullanlir. YUksek tuz derisimi ile bazik ortamda DNA
sitozin bazindan kirilir. Dort farkli bazi ayirmada kullamlan reaksiyonlardan elde edilen
parcaciklara elektroforez uygulanarak jel Uzerinde yan yana yuritilmeleri saglamr.Uygulanan
elektiriksel alanin etkisi ile DNA parcaciklari en kisasi en 6nde olmak Uzereyol alrlar.
Isaretleme yontemine gore jel Uzerinde saptanan pargaciklar kirilma pozisyonlarina gore
okunurlar (101).

Sanger-Coulson Zincir Sonlanma Y 6ntemi

DNA dizi analizinde kullamlan diger bir yontem de Fred SANGER ve arkadaslarinin
gelistirdigi yontem olan zincir sonlanma yontemidir. Bu yontem enzimatik DNA sentezine
dayanir ve ginimuizin en yaygin kullanilan DNA dizi analizi teknigidir. Bu yontemde dizisi
saptanacak olan DNA ipligi yeni sentezlenecek iplik icin kalip olarak kullamlir. DNA
sentezini saglamak icin Klenov, Tag DNA polimeraz, terstranskriptaz ya da sekuenaz
enzimlerinden biris  kullamilabilir. Yontemin temeli DNA polimerazin dNTP lerin
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(deoksiribonukleozit trifosfat) yamsira deoksiribozun 3’ pozisyonunda OH grubu tasimayan
ddNTP’ leri de (dideoksiribonikleozit trifosfat) substrat olarak kullanabilmesine dayanir.
Sentezlenen DNA’ ya bir ddNTP’ nin katilmasi 3’ pozisyonunda OH grubu olmadig: icin
sentezi durdurur. Dizi andlizi yapilirken dort ayri reaksiyon karisimi hazirlanir. Her bir
karisim kalip DNA zinciri, bir primer, dNTP” lerin dordi ve az miktarda ddNTP’ lerden birini
icerir. Ozgll zincir sonlanmasi icin her bir reaksiyonda farkli bir ddNTP bulunur.
Reaksiyonlarin her birinde ¢cok az miktarda modifiye nikleotit kullamldig: i¢in yeni zincir
sentezi rastgele sonlanarak bir dizi DNA fragmenti meydana gelir (101).

Reaksiyonlar sonucu elde edilen DNA parcalarina elektroforez uygulanarak jel Uzerinde
yanyana yuritdlor. Uygulanan elektiriksel alanin etkisi ile DNA parcaciklart en kisasi en
onde olmak lzere jel izerinde bir merdiven goriintiisii olusturur. Isaretleme yontemine gore
jel Gzerinde, tespit edilen parcaciklar reaksiyon karigimina konulan ddNTP’ nin tipine gbre
okunur (101).

Sanger-Coulson Zincir Sonlanma Y dnteminde Kullamlan Kimyasallar

Primerler

Sanger-Coulson zincir sonlanma yonteminde istenilen DNA kalibimin gogatiimas:  ve dizi
analizinin yapilabilmesi igin 6zgul oligonuklectitlere yani primerlere ihtiyag vardir.  Primer
ciftleri kullanilacak kalip DNA’mn genomik DNA’dan eldesinde, cogatiilmasinda kullanlir.
Ayrica primerler yontemin son asamasi olan sonlanma reaksiyonunda polimeraz enzimi icin
uygun 3’ ucu saglar. Her iki reaksiyondaki primer cifti ayn: olabilecegi gibi farkli primerler
de kullanilabilir. Gen bélgesinin elde edilmesinde kullamlan primer cifti dizi analizi yapilacak
bolgenin daha disindan secilip dizi analizi reaksiyonunda kullanilan primer ise bu primerlerin
arasinda ve dizinin analizi yapilacak bolgesine daha yakin olmalidir. Sekanslama
reaksiyonundatek bir primer kullanilir ve boylece reaksiyon yoni tayin edilmis olur (100).
Kalhip DNA

Sanger-Coulson zincir sonlanma yonteminde hem ¢ift, hem de tek zincirli DNA kullanilabilir.
Y 6ntemin birinci asamasinda polimeraz zincir reaksiyonu (Polymerase Chain Reaction, PCR)
teknigi ile elde edilen ve gogaltilan DNA parcas: kalip DNA olarak adlandirilir. PCR Gruni
kalip DNA, once reaksiyon artiklarindan arindiriimalidir. Bu ¢ok 6zen gosterilmesi gereken
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bir asamadir. Eger kalip DNA yeterince temizlenemezse bir sonraki sonlanma reaksiyonuna
aktarilacak olan kimyasallar ile primer artiklar reaksiyonun hassasiyetini bozacaktir (101).
Enzimler

Sanger-Coulson zincir sonlanma yonteminde bir ¢cok tipde DNA polimeraz enzimi
kullanmlabilmektedir. Bu enzimlerin ortak Ozellikleri 6zgil ve hassas olmalaridir. Asagida
kullanlan enzimlere drnekler verilmistir (100).

E.coli Klenow Fragmenti DNA Polimeraz |

IIk gelistirilen yéntemde kullamlan bu enzimin iki bilyik dezavantaji varchr. Birincisi enzimin
kontrolsiiz olarak cogaltma reaksiyonlarimi yarida kesmesidir. Ozellikle uzun okumalarda bu
problem iyice belirginlesmektedir. ikincisi enzimin homopolimerik bolgeler ile ikincil yapisi
kuvvetli olan bolgelerde istenilen verimde ¢alismamasidir (100).

TersTranskriptaz

Terstranskriptaz (Reverse transcriptase) enziminin her ne kadar ¢ok yaygin bir kullamm

alan olmasa da 6zellikle homopolimerik bolgelerde etkin ¢ozim verir. Enzim 6zellikle bu

tip bolgelerde Klenow fragmentinden daha etkin ve kullanislidir (100).

Sekuenaz Enzimleri

Sekuenaz (SequenasesTM) enzimleri T7 bakteriofgjin’dan elde edilirler. Enzimin 3’-5’
ekzoniikleaz aktivites inhibe edilmistir. Inhibe edilen bu 6zelligi sayesinde enzim tek yonlii
ve hizli c¢alisir. Kalip DNA’ nmin uzun oldugu deneylerde yiksek ¢zgul aktivites ve
dayaniklilig1 ile tercih edilir (100).

Tag DNA Polimeraz

Ozdlilikle tek zincirli DNA dizisinin saptanmasinda tercih edilir. Sicaga dayanikli oldugu icin
yaygin kullanilan enzim tirudir. Ozellikle 95 C @ da aktif olmasi nedeni ile homopolimerik
bolgelerde bile ¢ok etkindir (100).

Elektroforez

DNA molekllleri fosfat grubu tasidiklar: icin eksi (-) yUkludir ve anoda dogru (+ kutba)
hareket eder. Bu hareket DNA’ min yapisina ve uzunluguna baglidir. Jel boyunca kisa DNA
fragmentleri daha hizli yol alirken uzunluk arttikga DNA’ min hizi azalir. Her iki dizi analizi
yontemi ile elde edilen farkli uzunluklardaki fragmentlerin birbirlerinden ayrilmas: ve
tammlanmasinda DNA’nin bu 6zelligi kullamlir. Birbirlerinden farkli sonlanmalara sahip
reaksiyon drlnleri dort ayr1 kulvarda soz konusu jel matrikse yiklenir. DNA fragmentleri

olusturulacak elektriksel alanda uzunluklarina gore siralanirlar ve DNA dizisi jelden okunur.
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Poliakrilamid jeller her iki teknik icin de kullanlir ve yiksek ayirim gictine sahiptir.
Poliakrilamid jeller uygun siire ve uygun voltajdatek bir niikleotit farkim bile ayirabilir. DNA
dizi analizi reaksiyonu sonucu elde edilen fragmentler jel Gzerinde giimis boyama, radyoaktif
veya floresan boyalarla isaretlenerek tespit edilebilir. Otomatik DNA cihazlarinin gelismesi
ile poliakrilamid jellerin yerini polikarbon bilesikleri olan polimerler almstir. Bu polimerler
yogunluklarina gore farkli ayrim giictine sahiptirler. Kullamlan polimer otomatik cihazlarda
caplart milimetreden kicuk olan cam kapilerler icine yuklenirler. Boylece poliakrilamid
jellerde meydana gelen problemler en azaindirilmis olur (100).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. ORNEKLERIN TOPLANMASI

Diyarbakir kent merkezi ve Diyarbakir’a bagli 13 (ontg) ilgede (Cinar, Bismil, Hazro,
Silvan, Kulp, Ergani, Egil, Hani, Lice, Dicle, Cungus, Cermik ve Kocakoy) ilkogretim
cocuklarinda tarama calismast yapildi. Bu calismada ilkdgretim okullarimin 3. simflarindan
(ortalama 9 yas) , 8. siniflarina kadarki (ortalama 14 yas) yas gruplarindan 10038 (onbin
otuzsekiz) gocukta Beta-talasemi taramasi gergeklestirildi. Bu cocuklardan alinan drneklerin
rutin  Tam Kan Sayimi sonucunda MCV degerlerinin 79 fL’nin atinda oldugu belirlenen
orneklere  HPLC uygulandi. HPLC ile HbA, degerleri yiksek (>%3.5) bulunan érnekler
Beta-talasemi tasiyicisi olma ihtimali gdzonine ainarak; DNA mutasyonu agisindan
incelendiler. Daha sonra bilinmeyen mutasyonlar olarak adlandirilan 33 6rnek DNA dizi
analizi yontemiyle aragtirild.

Bununicin her cocuktan iki adet EDTA’l1 tam kan tuplerine; her birine 2 cc olacak
sekilde kan ornekleri alindh. Bu kanlar soguk zincir kuralina uyularak Dicle Universitesi Tip
Fakiiltes (DUTF) Biyokimya Anabilimdal1 Laboratuvarina ulastirildi. Orneklerin kayitlar:
ve numaralanmasi isleminin ardindan tam kan ttplerinden biri hematolojik parametrelerin
calisildig1 Dicle Universitesi Tip Fakiiltesi Acil laboratuvarina gonderildi. Diger tam kan
tUpu ise muhtemel mutasyon calisilmak tizere (<80 °C’de ) soguk zincir kurallarina uygun
bir sekilde saklandi. Orneklerin alincigi ginin aksami calisilan tam kan érneklerine ait
kanlardan MCV degerlerinin 79 fI’nin altinda olanlar1 secilip HPLC’de HbA, calisilmak
uzere DUTF Biyokimya ABD Molekiler Tam laboratuvarina teslim edildi. Biitin
orneklerin bu sekilde islemden gecirilmesinden sonra derlenen veriler 1s1ginda Talasemi
tasiyicist oldugu muhtemel olan sahislarin ( MCV < 79 fl ve HbA, > %3.5) daha 6nce B-
talasemi mutasyon analizi icin (-80 °C’de) saklanmus ornekleri, soguk zincir kurallar:
gozetilerek DUTF Hematoloji Laboratuvarinda DNA izolasyonlar: yapilch ve érnekler (- 20
°C’de) saklandi. Izolasyon islemlerinden sonra aym: Hematoloji laboratuvarinda DNA’lar
izole edilmis bitin oOrneklerin PCR yardimn ile DNA Urdnleri ¢ogaltildh ve ardindan
cogatilmis DNA urunleri, ’’B-globulin Strip Testi’’ ile B-talasemi mutasyonlar1 agisindan
incelendi. Elde edilen sonucglara gore, 133 trnekten *’B-globin StripAssay’’ kiti ile ¢alisilan
22 cesit B-globulin mutasyonundan herhangi birini gostermeyen orneklerin sayisi 33 olarak
bulundu. *’Bilinmeyen Mutasyonlar’’ adi altinda kategorize edilen bu ornekler; B-talasemi
acisindan herhangi bir mutasyon tasimayip normal olabilecekleri gibi, B-globin strip assay
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kitinin arastirchigi 22 p-talasemi mutasyonu disinda bilinen 200 kadar p-talasemi
mutasyonundan herhangi birini veya su ana kadar tesbit edilememis yeni bir mutasyonu da
tasiyabilme ihtimalleri nedeniyle bunlart DNA dizi analizi yontemiyle arastirdik.

3.2 ABI Prism 310 Genetik Analizator U

Kendinden o©nceki sistemlerden farkli olarak ABI Prism 310 Genetik Analizatori
poliakrilamid jelmatriks sistemi yerine kapiler sistem icine doldurulan polimer jelmatriks
sistemi igerir. Bu polimer jelmatriks ¢apir nanometre olcltlerinde olan cam borular icerisine
doldurulur. Cihaz iki ana parcadan olusur. Birinci kisim veri Unitesidir. Veri Unites bir
bilgisayar sisteminden ibarettir. Bu bilgisayarda, ikinci kisim ile baglantiyr kuran ve ikinci
kismi kontrol eden programlar yikludur. ikinci kisim analizin yapilcig: elektroforez kismdr
(102).

Sekil 7:  ABI Prism 310 Genetik Analizatorl
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ABI 310, kapiler elektroforeze dayali DNA andlizi cihazidir. Bu cihaz, jel dokme ve drnek
yukleme islemlerini otomatiklestirmektedir. Florasan rengi algilama sistemi ile dizi analizi ve
DNA parcaanalizi islemleri oldukca kolaylasmustir.

61 cm'lik silis (silica) kapiler ile 650 baza kadar DNA dizisi okunabilir ve giinde 10 6érnek
incelenebilir. 45 cm'lik kapiler ile 450-500 baza kadar DNA dizisi okunabilir ve 61 cm'lik
kapilere gore islem stiresi 6rnek basinayaklasik 1 saat kisalmaktadir.

Florasan Boya Isaretleme Stratejisi

DNA dizilemeislemi BigDye Dideoxy Terminators sistemi kullanilarak yapilir.

DNA pargaanalizi (mikrosatelit ve AFLP) igin 5' floresan isaretli primerler kullanimalidir.
Coklu Renk Algilama

ABI 310 Genetik Analiz Cihazi aynt kapilerin icinde 5 farkli florasan rengi aymi anda
algilayabilir. Bu 0zelligi nedeniyle dizi analiz reaksiyonu tek bir reaksiyon tipinde
gereceklestirilir. Genotip belirlemede coklu renk agilama sistemi degisik renklerle
isaretlenmis cesitli buyuklUklerdeki birden fazla PCR Uriinini aym anda inceleme imkam
saglar. Kapilere yiklenen her bir drnegin hazirlanmasi esnasinda igine eklenen florasan
isaretli standard, PCR drUnlerinin uzunluklarint belirleme isleminin sonuclarimn tutarl

olmasim saglamaktadir.

3.21 Kontrol Sistemi

Tipik bir masa Ustt bilgisayar sistemidir. Bu sistemde iki ana program yukludur. Iki
programdan birinin gorevi elektroforez cihazi ile baglantiyr kurmak, elektroforez kosullarim
saglamak ve verileri toplamaktir. Ikinci programin gorevi ise toplanan verilerinin
degerlendirilmesidir. ABI Prism 310 Genetik Analizatorinde “DATA CollectionTM”
programi birinci tip bilgisayar programina Ornektir. “Sequance AnalyseTM” program ise

cihazin ikinci tip programidir

3.2.2 ABI Prism 310 Genetik Analizator i Calisma Program

Ornek hazirlandiktan sonra cihazda bulunan Ornek tepsisine yerlestirilir ve cihaza
baslama komutu verilir. Baslama komutu ile cihazin gerceklestirdigi islemler su sekilde
siralanir (103).
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1-Cihaz baslama komutunu aldiktan sonra kapiler Unitesinin sicakligim elektroforez icin
uygun sicaklik olan 50 C @ ye cikarir.

2-Uygun sicaklik saglandiktan sonra kapilerin platin gubuga bagli serbest ucu 6rnek yukleme
Unitesinde bulunan distile su tupine girer. Cihaz polimer blok sonunda bulunan ve anoda
acilan kapagi kapatir. Polimer siringasi Uzerinde bulunan piston ile sikistirilir. Polimer, anot
taraf1 kapal1 oldugu icin hareket edebilecegi tek yon olan kapiler icine yayillmaya baglar.

3- Kapiler, polimer ile doldurulduktan sonra serbest kapiler ucu 6rnek tepsisi Uzerinde hareket
ederek Ornek icerisine girer.

4-Anot kapag: acilan cihaz Uzerinde elektriksel alan yaratilir. Y aratilan elektriksel alanda tup
icerisinde bulunan DNA parcalari kapiler boru icerisine dogru harekete gecerler. DNA
parcalarinin kapilere tasinmasi i¢in gerekli sirenin dolmasi ile akim kesilir ve serbest kapiler
ucu distile su igerisine doner.

5-Platin gubuk ile kapiler gevresine 6rnekten bulasan kirlilikler temizlenir.

6-Kapiler serbest ucu temizleme sonrasi tekrar hareket ederek drnek tepsisi Uizerinde bulunan
yuritme ¢ozeltisi icerisine girer. Burasi kapiler serbest ucu icin son noktadhr.

7-Anot kapag1 acildiktan sonra cihaz Uzerine tekrar akim verilir. Ornek tepsisi (izerinde
bulunan yuriutme ¢ozeltisi ile polimer blok sonunda bulunan yuritme ¢ozeltisi arasinda 14000
V’ ye varan bir gerilim olusur. DNA parcalar kapiler serbest ucundan kapiler boyunca,
polimer bloga dogru harekete gecgerler. Bu yuritme sirasinda lazer tnitesi igerisinden gegerler
ve yaydiklari floresan 1sik ile tespit edilirler. Elektroforez sonlandiginda cihaz yeni deney icin
islemleri tekrar eder.

3.2.3. ABI Prism Big Dyerm Terminator Reaksiyon Kiti

“ABI Prism Big DyeTM* terminattr reaksiyon kiti icerisinde AmpliTag DNA polimeraz
iceren bir PCR kitidir. Kullamlan polimeraz enzimi Thermus aquaticus® dan elde edilir. Bu
enzimin 5’-3’ nilkleaz aktivites ile fosfataz aktivites inhibe edilmistir. Kiti diger kitlerden
ayiran ozellikler asagida siralanmugtir (103).

1-PCR asamasinda pipetlenecek tek bir karisim vardir. Bu karisima primer ve DNA eklenir.
Dolayisi ile kisisel hatalar en az seviyededir.

2-Cift zincirli DNA’ min denaturasyonu i¢in bazik ortama gerek yoktur.

3-Tek zincirli ve ¢ift zincirli DNA icin aym protokol uygulanir.

4-Az miktarda kalip DNA’ yaihtiyag vardir.
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5-Daha cok tekrarlanabilir sonug verir.

“ABI Prism Big DyeTM” terminat6r reaksiyon kiti icerisinde bulunan karisim icerisinde PCR
icin gerekli tim kimyasallar yamnda her bir bazin esit miktarda ddNTP’ leri de

bulunur. Bu ddNTP’lerin her biri farkl: bir floresan boya ile isaretlenmistir (Cizelge.2.2). Bu
sayede tek bir reaksiyonla dizi analizi yapilabilir. Kit —15 ile —25 0C arasinda saklanir. Kit
tim kalip DNA’ lar icin ortak bir PCR protokoll icerir ve PCR siiresi ortalama 2,5 saattir
(104).

“ABI Prism Big DyeTM terminatdr reaksiyon kitinde ddNTP’ lerin isaretlendikleri floresan

boyaisimleri ile bunlarakarsilik gelen renkler.

ddNTP Florasan Boya Renk
A dR6G Yesil
T Drox Kirmizi
C dR110 Mavi
G DTAMRA Siyah

3.2.4. Beta Talasemi Sekans Calisma Protokoli

3.2.4.1. DNA izolasyonu

Gelen hasta numunelerinin DNA izolasyonu yapilarak kullanilacak DNA 6rnekleri hazirlanir.
EDTA’lh tam kan tiplerinde (-80 °C’de ) saklanmus ornekler oda 1sisinda ¢oziinmeye
birakilir. Bu arada 1.5 ml’lik kapakli ependorff tupleri iclerine birakilacak oOrneklerin
numaralari ile isaretlenir. Tam kan tupleri icerisindeki 6rnekler, kendilerine ait ependorff
tuplerine alinmadan dnce bircok defatersytiz edilerek karistirilir.

’Lysis solution’” (Lysis sollisyonu) ve >>’GEN*TRACT Resin’’ siseleri tam kan tupleri ile
es zamanl olarak odasisina gelmek Uizere sogutucudan ¢ikarilirlar.

o 100ul kan 6rnegi 1.5 ml’lik kapakl1 ependorff tlpline bir pipet aracilig ile aktarilir.
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o 1 ml Lysis solusyonu eklenir veiyi bir karisim icin vortekslenir.

o Ependorff’lar 15 dakika oda 1sisinda bekletilir.

o Mikrosantrifij’de 3000 rpm devirde 5 dakika cevrilir.

o Bir pipet yardimiyla tipin dst kismundaki 1 ml’lik supernatan alimp atilir.

o 1ml Lysis soliisyonu eklenir ve tekrar vortekslenir

o Mikrosantrifij’de 12,000 rpm devirde 5 dakika cevrilir.

o Taplerin at kisminda birikmis yaklasik 50 pl’lik yumusak c¢okeltiye dokunmadan
ustteki sivi (supernatan) bir pipet yardimiyla alinip atilir.

o ”GEN*TRACT Resin”’ sisesi kuvvetli bir sekilde calkalamp igeriginin karismasi
saglanmr

o 200 pl >’GEN*TRACT Resin’’ ependorff tiplinde kalmis ¢cokeltinin tizerine bir pipet
yardimiyla eklenir. Ependorff tupunuin kapag: kapatilir ve 10 saniye vortekslenir.

o 56 °C’de 20 dakika inkiibe edilen drnekler sonra 10 saniye vortekslenir

o 98 °C’de 10 dakika inktibe edilen 6rnekler sonra 10 saniye vortekslenir.

o Ornekler 12,000 rpm devirde 5 dakika mikrosantrifuij’de cevrilir.

o PCR icin kullamlacak olan DNA kaliplari (DNA template) santriflj sonrasinda
ependorff tlpleri icerisindeki supernatan’da bulunur. Bu supernatan, bir pipet yardimiyla
alinip Uzerlerine hastalarin adi-soyadi ve Ornek no’su yazili baska ependorf tuplerinin
icerisine aktarilip PCR ile amplifikasyon yapilana kadar (-20 °C’de ) saklanr.

( Bu islemler yapilirken kullamlan pipet uclarimn ve ependorff tiplerinin steril olmasina
dikkat edilmelidir. Bunun icin hazir steril pipet uclarimin yamnda kendi laboratuvarimizda
sterilizasyonu yapilan ependorff tipleri kullanildi.)

Elde edilen DNA Urunlerinin verimini hesaplamak icin drneklerden alinan 20 ul’lik
DNA Urdnd 580 ul saf suile 600 ul’ye tamamland: ve sirastyla 260 ve 280 nanometre dalga
boylarinda spektrofotometrik olarak optik dansiteleri belirlendi.
Verim= OD0/ OD2gy formulinden verim hakkinda bilgi sahibi olundu. Bu formle gére
elde edilen degerler (1,4-1,6) arasinda bulundugundan izolasyonun verimli oldugu kabul
edildi.
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3.2.4.2. PCR Protokoli

Beta Talasemi icin forward ve reverse olmak Uzere tim B-globin genini kapsayan 7 cift

primer seti vardir. TUm primer ciftlerinin pcr calisma protokolleri aymdir.

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
TAR : TGTGTACACATATTGACCAAATC

T5F: TTGCATATTCATAATCTCCCTAC
TSR : GGTTGGGATAAGGCTGGATTA

T6F : CGTTAAGGCAATAGCAATATTTCT
T6R : GCTCGCTTTCTTGCTGTCCA

T7F : CACTTTGGCAAAGAATTCACCC
T7/R : GTGGGAGGTCAGTGCATTTAA

10 X Buffer 5ul
MgCI2 (25 mM) 3 ul.
dNTP (2,5 mM) 3l
DMSO 5 pl
Primer F (25 pmol) 2.5 ul
Primer R (25 pmol) 2.5 pl
ddH20 23.5 pl
Taq DNA Polimeraz 0.5 pl
Template 5 uL.
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Her bir 6érnek icin yukaridaki pcr protokollne gore pcr miski hazirlamir ve asagidaki pcr
protokol tine gore amplifikasyon yapilir.

94 C ————> b5dakika

94 C ————— 30saniye

57 C ——> 30saniye 30 dongui
72 C ———> 45saniye

72 C ——> 7 dakika

4C 0

Pcr Urtnleri % 2 lik agaroz jele yuklenir ve amplifikasyon bandi gorilern ornekler pirifiye
edilir.

%2 lik Jel Hazirlanmast

-2 gr agarose,100 cc 1X TBE ile karistirilip iyice kaynatilir.Uzerine 3 uL. Etichum Bromide

eklenir ve sogutulur.
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-5 uL. PCR UrUn0 1uL. Loading Dye ile karistinlarak hazirlanan jele yiklenir.200 w’ta 15

dakika yuritdl or ve transmulatorde bakilir.

Bant gortinen Urtnler ile galismaya devam edilir.Gorinmeyen trinler yeniden PCR yapulir.

Piirifikasyon Islemi

Purifikasyon islemi pcr Grtnlerinin pcr sonunda arta kalan dNTP,enzim,MgCl2,pcr buffer 1
vb. safsizliklardan arindirmak icin yapilir.Invisorb Spin PCRapid  Kiti ile purifikasyon

isleminde;

1- PCR Urdn Gzerine 130 uL Buffer P eklenerek tup igerigi spin filter tpine aktarilir ve oda
sicakliginda 2 dakikainktbe edilir.

2-10.000 rpm.de 30 saniye santrifijj edilir.
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30 saniye
10,000 x g
3- Kolonlar temiz alt tlplere aktarilir.Uzerine 700 uL Wash Buffer eklenir ve 10.000 rpm.de

<

30 saniye
10,000 x g
4- Alt tupler bosatilarak kolanlar alt tUplere yerlestirilir ve 3 dakika maksimum hizda

(12.000-14.000 rpm.) santrifdj edilir.

30 saniye
12,000-14,000 x g

30 saniye santrifuj edilir.

5- En son olarak kolonlar steril 1,5 ml ’lik mikrosantriflyj tdplerine konulur ve Uzerlerine
Elution Buffer soltsyonundan 30 pl eklenir, oda sicakliginda 3 dakika inkube edildikten
sonra 10,000 rpm’ del dakika santrifdj edilir.

@ 1 dakika 10,000 x g

+30 ul EB

Oda sicakhginda 3 dakika
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NOT: Purifiye edilen trtnlerin ayrn: giin icinde Cycle Sequencing’e konulmas: tavsiye
edilir.Urtinler bekletilecek ise en fazla bir hafta -20 C de saklanabilir.

Purifikasyon sonrasi Urtnleri  kontrol etmek amaciyla purifiye edilmis Urinlere %2 lik jel
hazirlanarak gorintt alinir.Bant gorinen Urinler ile calismaya devam edilir.Goriinmeyen

Urdnler yeniden PCR yapilir.

NOT: Bazi durumlarda pcr Grtnlerinde purifikasyon isleminden sonra DNA kaybi
gozlenebilmektedir.DNA nin heps kaybedildiyse ilk basamaktan tekrar pcr yapmak
gerekmektedir.Bir miktar DNA kaybi gbzlenen orneklerde isaretli sekans pcr indan DNA
miktarin arttirarak bu kayip ¢cogu zaman telafi edilebilmektedir

Sekans PCR

Purifikasyon isleminden sonra BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kiti ile floresan
isaretli per yapilir.

BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit icerigi

- Ready Reaction Mix ( floresan isaretli pcr bu miksile yapilir)

- pGEM -3Zf(+) double stranded DNA ( sekans kitinin kontroli icin gerektiginde
kullarlir)

- 21 M13 Control Primer(Forward) ( sekans kitinin kontrol icin gerektiginde kullanilir)




Pirifikasyon islemi sonrasi agaroz jelde amplifikasyon bantlarim gordigumiz purifiye

Urlinler asagidaki pcr protokol tine gére amplifiye edilir.

Ready Reaction Mix ( pembe renk) 8uL

*Primer 0.5uL
***Pirifiye DNA 1-8 uL.
ddH20

Total Volume 20 uL.

9%6C ———=10saniye
50C ———>5saniye 25 dongi
60C ———>4dakika

4C /> ©

* Sekans pcr isleminde dizi analizi yapilacak bolge icin ilk pcr isleminde kullanilan
primerlerden yalnizca 1 tanesi kullanilabilir.Beta talasemi primerlerinden daima forward
primerler kullanilmali,gerektiginde reverse primer ile dizi analizi yapilmalidir. Her iki
primerde kullamlacak ise Forward primeri ile ayri mix,reverse primeri ile ayri mix hazirlanr

ve sekans pcr 1ina konur.

*** Pirifikasyon isleminden sonra agaroz jelde kontrol edilen amplifikasyon bantlarinin
parlakligina gore sekans pcr inda purifiye DNA kullamlir.Eger ki pcr bantlart kuvvetli ise 1-2
ul , orta kuvvette ise 3-4-5 ul ,cok zayif ise 6-7-8 ul purifiye DNA kullamlir. Kullamlan
purifiye DNA mikarina gére toplam pcr hacmi 20 ul olacak sekilde distile su kullamlir.
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Sodyum asetat purifikasyonu

Sekans pcr 1 sonrast Urinl artiklardan temizlemek icin yeniden plrifikasyon islemine tabii

tutulur.Bu asama kit ile degil manual yontemlerden biri olan sodyum asetat purifikasyonu ile

yapilir.

1- PCR Urdind tizerine 2 uL. 3 mM. Ph:4.6 olan NaAc dan eklenir.

2- Uzerine 50 uL. %095 lik ETOH den eklenir.

3- Karisim 1.5 luk ependorf tupune aktarilir,hafifce elle vurularak karistirilir.
Purifikasyonun hicbir asamasinda vortex kullamlimaz.

4- Buz Uzerinde 15 dakika inkUbasyona birakilir.

5- Sire sonunda hi¢ bekletilmeden 13.000 rpm. de 20 dakika santrifdj edilir.

6- Ust sivi gekilir ve tizerine 250 uL. %70 lik ETOH eklenir ve yine elle hafifce
karistirilir.

7- 13.000 rpm. de 5 dakika santrifdj edilir.



8- Ust sivi tamamen atilir ve kurumaya birakilir.Kurutma isleminin tipiin oda 1sisinda

kurutulmas: tavsiye edilir.

9- Liyofilize hale gelen DNA’lar -20 C de 1 hafta siire ile saklanahilir.

10- lyice kuruyan 6rnekler tizerine 20 uL . formamide eklenerek vortexlenir.

11- 95 C de 5 dakika denature edilip hemen buza ainir.1-2 dakika bekletilir ve cihaza

yuklenir.

3.3. KULLANILANALETLER:

1- Mikrosantrifj Beckman GS-15 R model

2- IsiticiBlok (Inkubator) Wealtec Corp. B-1 model

3- Vorteks (Karistirici) Jencons/Julabo Miximatic

4- Derin Dondurucu (- 20 °C) Arcelik 2031 D

5- Termal Dondurtcu Gene Amp PCR system 9700

Perkin Elmer Cetus

6- Su banyosu (Shaker water-bath) Innogenetics Auto LIPA 48

7- Otomatik Pipet Mettler Toledo ( 10-100ul ve 100-1000 ul)
Biohit Proline (0.5-10 pl)

8- Spektofotometre Unicam 8625 UV/VIS
9-ABI Prism 310 Genetik Analizator (seri no;970611452)



34. BULGULAR

’Bilinmeyen Mutasyonlar’” ach altinda kategorize edilen 33 Ornek; Beta —talasemi

sekans calisma

protokoliine gore ABI Prism 310 cihazinda calisildi. DOrt 6rnekte mutasyon

cikarken,diger 6rnekler herhangi bir mutasyon tasimiyordu.

Tespit

ettigimiz mutasyonlar; bir 6rnekte ivs.1.130 ,iki 6rnekte ivsl.110 homozigot

ve bir 6rnekte ivsl.110 heterozigot mutasyonlariyd.

Applled T2:5.ab1 KB 1.2 KBbep

BlOSyStemS TALASEMI KB_3130_POP4_BDTv3.mob
Signal: G:256 A:119 T:198 C:172 AvgSig: 186 C#3 W:B7 Plate Name:12-01-09 TS:41 CRL:331 QV20+:354
e | T et T i MR L IR s Co R E T RO [ Y ey | |PUSST | |TE- PR SR
TC TGCACT GACTCCT GAG GAGA GTCT GCCGTTACTGCCCTGTGGGGC AGGTGAA GAG GATGAAGTGGGAGGTGA
5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70
2500—
2000—
1500 —
1000 —
500 — /
L B I L L I L
50 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800 850 900 950
ELLER] PEEsaiin.. ___ _.fe sddmam. . _un TERRERERERREE LER R H
GGCCCTGGGCAGGTTGGTATCAA GGTTACAAGACAGGTTTAAGGAGACCAATAGAAACT GGGCAT GTGGAGACAGAGAAGACTCT
75 80 85 90 95 100 105 110 115 120 125 130 135 140 145 150 155
2500—
2000—
1500 —
1000 —
500—
LI e e e L B
1050 1100 1150 1200 1250 1300 1350 1400 1450 1500 1550 1600 1650 1700 1750 1800 1850 1900 1950
AN RN R IR R R R R RN RN R R RN RN RN RN R RN RN AR R R RN RN R IR R R RN RIER]]
TGGGTTTCT GATAGGCACTGACTCTCTCTGCCTATTAGTCTATTTTCCCACCCTTAGGCTGCTGGTGGTCTACCCTTGGACCCA
165 170 175 180 185 190 195 200 205 210 215 220 225 230 235 240
2500
2000
1500 —
1000—
500—
LI L I
2050 2100 2150 2200 2250 2300 2350 2400 2450 2500 2550 2600 2650 2700 2750 2800 2850 2900 2950
AR RN R RN RN R RN R RN Rn R RN R RN R nn R n NN n e nEenInE e nnnnn
GAGGTTCTTTGAGTCCTTTGGGGATCTGTCCACTCCTGATGCTGTTATGGGCAACCCTAAGGTGAAGGCTCAT GGCAAGAAAGT
245 250 255 260 265 270 275 280 285 290 295 300 305 310 315 320 325
2500—
2000—
1500 —
1000—
500—
LI L L
3050 3100 3150 3200 3250 3300 3350 3400 3450 3500 3550 3600 3650 3700 3750 3800 3850 3900 3950
Inst Moclel/Name:3130xI/AB31310xl-1398-016 Pure Base QVs _ Printed on: Feb 06,2009 17:00:22 EET
Sequence Scannerv1.0 Mixed Base QVs: 5 Electropherogram Data Page 1 of 2

Sekil 8: 5 no lu 6rnek; ivs 110 homozigot
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3.5. TARTISMA VE SONUC

Saglik sartlarinin dizeldigi, beslenme bozukluklari ve infeksiyonlara bagli ¢ocuk
Olumlerinin azaldigi gelismekte olan Ulkelerde, talasemili yasayan cocuk sayisi artmakta ve
tedavi gereksinimleri fazlalasmaktadir. Sonucta, talasemi her gegen gun daha acil ve blyuk
bir saglik sorunu haline gelmektedir. Diinya Saglik Orgiitiniin yayinlarina gore diinyada en
az 70 milyon talasemi tasiyicisi vardir ve her yil en az 42 bin talasemi major cocuk dinyaya
gelmektedir. Beta talasemi major tamst almis hastalarin tedavisinde karsilasilan guglUkler ve
hastaligin ciddi komplikasyonlar1 bu genetik problemi tamamen eradike etmeye yonelik
calismalarin énemini arttirmustir (88).

Bir p-talasemi alleline sahip olan eriskin ( B-talasemi minor) bireyler morfolojik olarak
anormal eritrositlere sahip olmalarina ragmen klinik olarak sagliklidirlar. iki tane hasarh
kromozoma sahip olan homozigot veya cifte heterozigot talasemik bireylerde ise hemoalitik
bir anemi stz konusudur. Aneminin siddeti ise tasinan mutasyonun tipinin yam sira; gama
zincir sentezinin kompansasyon derecesi gibi faktorlere baglidir. Ornegin, B-talasemi geni
tastyan kromozomda ©y promoterinin -158. pozisyonunda C—T mutasyonunun bulunmast ile
HDbF Uretiminin artmasi klinik siddeti azaltan bir faktordar. Alfa globin genindeki delesyonlar
alfa globin sentezini azaltacagindan yine beta talasemi homozigotlarinda alfa globin
birikimini ve sonucta beta talasemi klinigini hafifletebilir bir etkendir. Artrms alfa globin
arinund varhigr ise beta talasemi tasiyicisi olan bir bireyde klinik olarak asemptomatik
durumu talasemi intermedia’ya gevirebilir .Zira, beta talasemide eritrosit 6nclllerinde serbest
alfa zincirlerinin tetramer olusturamayarak inkltzyon cisimleri olarak birikmesi, eritrosit
oncil htcrelerinde yikima neden olan temel etkendir. Gamma zincir sentezinin reaktive
olmasi ise serbest alfa globin miktarini HbF olusumuna kaydirarak serbest a-globinin zararl:
etkilerini hafifletir. Bunlardan da anlasilacag: gibi p-talasemi mutasyonlar: oldukca heterojen
oldugu gibi klinik gidisi etkileyen faktorler de o denli cesitlidir. Siddetli anemi nedeni ile kan
transfiizyonlarina bagimli Talasemi Major fenotipine sahip bireyler sirekli transfiizyon
programlarina alinmakta, vicutlarinda biriken demir dizeyin azaltici ilaglar kullanmakta,
tedavinin bir parcast olarak dalak buyUkliglnin yarattigi komplikasyonlari azaltmak igin
cerrahi olarak dalaklar alinabilmekte, kemik iligi transplantasyonu veya sitotoksik gjanlarla
(Hidroksitre, Azatidin) gamma gen ekspresyonlarinin artisi ve dolayisiyla HbF diizeylerinde
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artis saglama gibi diger bircok riskli ve pahali tedavi seceneklerine maruz kalmaktadirlar
(88, 32, 59).

Bir halk sagligi problemi olan talasemide, prenatal tam yontemlerindeki gelismeler ve
tasiyicilarin taramalarla ortaya cikarilisi koruyucu tedavi agisindan cok etkili olmus ve
gelismis Avrupa Ulkeleri’ndeki talasemi sorunu biiyiik 6lciide ¢ozulmiistiir (88).

Turkiye, talaseminin yiksek oranda gorildugi Akdeniz Ulkeleri’nden biridir ve farkl
bolgelerde dagilim bakimindan heterojenite gosterir. Turkiye genelinde %2 olarak gosterilen
bu oran bazi bolgelerde %10’lara kadar ¢ikar. Bat1 Trakya, Ege ve Akdeniz Bolgeleri yiksek
riskli yerlerdir. Akraba evliliklerinin sikligi ve dogum hizimin yuiksekligi, Turkiye’de
beklenenin Uzerinde B-talasemili cocuk dogmasimn nedenidir. Hastalik, hafif klinikli -
talasemi intermedia ile, transfiizyona bagimli B-talasemi major arasinda seyreden ¢ok genis
bir yelpazede gortlmekle birlikte, Turkiye’de B-talasemi maor olgulari agir basmaktadir.
Tirkiye’de 30’u askin mutasyon tammlanmustir.Bu genis molekiler ¢esitlilik, hastaliga 6nlem
ama stratgjilerini ve programlarini 6nemli 6l ¢tide giclestirmektedir (88).

Beta talasemi tasiyicilarimin belirlenmesi, hastaliga neden olan  mutasyonlarin
molekller dizeyde saptanmasi, genetik danmismanlik ve bilinglendirme calismalarimin
yapilmasi, riskli ailelere prenatal tam uygulanmasi toplum sagligi agisindan ¢ok btytk énem
tasimaktadir. Bu sekilde hastaliktan etkilenmis bireylerin dogumlar1 6nlenebilecek; riskli
ailelerin kendi tercihlerine gore tasiyici ya danormal ¢ocuk sahibi olabilmeleri saglanabilecek
ve hasta cocuklarin tedavileri icin harcanan giderlerden de ekonomik anlamda tasarruf
saglanabilecektir (88, 32).

Bugine kadar dunyadaki dagilimlar1 farkli olan beta globin sentezini azaltan ya da
ortadan kaldiran birkag delesyon disinda ¢ogu nokta mutasyonu olan 200’den fazla mutasyon
tammlanmustir. Bu genis molekiler cesitliligi biraz basite indirgeyen bir faktor, tim 200
mutasyonun her toplumda gorilmemes ve mutasyonlarin etnik gruplara 6zgin olmasidir.
Genelde bir toplumda az sayida mutasyon o toplumdaki B-talasemi genlerinin %90-95’ini
tammlamaktadir (16, 88).

Gorulen mutasyonlarin cesitliligi kucik izole etnik gruplarda daha da azalmaktadhr.
Ornegin; Sardunya Adasi’nda sadece iki tip B-talasemi mutasyonu hastalik genlerinin
%99’unu olusturmaktadir (88, 32).

Akdeniz Ulkeleri genelinde bakilacak olursa, yaklasik 35 mutasyon Akdeniz Bolgesine

Ozgu olarak nitelendirilmis olmakla beraber, bu mutasyonlarin dagilimi Ulkeler arasinda
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buyuk farkliliklar gostermektedir. Tarkiye’deki B-talasemi mutasyonlarimin cesitliligi, diger
Akdeniz Ulkelerine oranla daha karmagiktir (10).

Biz bu caismamzda, Diyarbakir bolgesinde yaptigimiz taramada,p-talasemi
tasiyicilarinda molekiler dizeyde belirlenemeyen B-talasemi mutasyonlarinin tiplerini
saptamayr amagladik. Tespit ettigimiz mutasyonlardan IVS-1-110 (G—A) mutasyonu,
yaptigimiz taramada baska bir bir tez calismasi olan ‘B-talasemi mutasyon tiplerinin
molekller dizeyde incelenmesi’ isimli uzmanhik tezindeki bulgulara gore, Diyarbakir
bolgesinde en sik karsilasilan mutasyon olmustur ( % 27.1). Diyarbakir bolgesinde siklik
acisindan birinci sirada tespit ettigimiz bu mutasyon, ayni zamanda Turkiye’nin yam sira
bircok Akdeniz Ulkesinde de en sik gorilen mutasyon tipidir. Bu mutasyonda, intron I’in
110. pozisyonunda G—A degisimi sonucu aternatif bir splice bdlgesi meydana gelir. Dogu
Akdeniz Ulkelerinden L Ubnan’da %62.0, Kuzey ve Glney Kibrista sirasiyla %74.1 ve %79.8,
Ldbnan’da %62, eski Y ugoslavya’da %45.4, Arnavutluk’ta %43.2, Y unanistan’da %42.6 ve
Tarkiye’de %39,3 sikliginda goérulir. Diyarbakir’in da icerisinde yer aldigi Turkiye’nin
Guneydogu Anadolu Bdlgesinde ise bu mutasyonun sikligi daha 6nce %26.4 olarak
bildirilmistir (60). Fenotipik olarak B* tzellikte olan IVS-1-110 mutasyonu igin , taramamiz
esnasinda Diyarbakir bolgesinde tespit ettigimiz bitin vakalar, tasiyict olup Heterozigot
Genotip tasimakta olmalarina ragmen dizi analizi calismammizda Homozigot Genotip
mutasyonunu da tespit ettik.

Calismamizda buldugumuz sonuglara gorebu calismamn Oncesinde yapilan
“’Diyarbakir Bolgesinde B-talasemi mutasyon tiplerinin molekuler diizeyde incelenmesi’’
isimli calismadaki(Dr. Kemal Giines-Uzmanlik tezi) sonuglardan sadece VS 1.110 oram
%29.3 e c¢ikmakta diger mutasyon oranlarn aymi  kalmaktadir.Yaptigimiz tarama
sonucunda,elde ettigimiz veriler 1siginda Diyarbakir bolgesindeki B-talasemi mutasyon
dagilimi tablo 3 te gosterilmektedir.(Talasemi taramasinda bagka bir ¢calisma olan; Dr.Kemal
Gines-Uzmanlik Tezi calismasindaki sonuclarla birlikte)
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Tablo 3. Calismamizda elde edilen Mutasyon tirleri ve Dagilimlary

MUTASYON Mutasyonu Diyarbakir Bolgesindeki
Tasiyan Kisi Siklig1
Say1si (%)
IVS-1-110 (G—A) 39 28.3
IVS-I-1 (G—A) 14 10.5
Codon 44 (-C) 13 9.7
IVS1-6 (T—C) 7 5.2
Codon 8 (-AA) 7 52
Codon 22 ( 7bp del ) 7 52
Codon 5 (-CT) 5 3.7
- 30 (T—A) 2 15
HbS 2 15
IVSI-1(G—A) 1 0.7
IVSI-2(T-A) 1 0.7
Codon 8/9 (+G) 1 0.7
Codon 39 (C—T) 1 0.7
IVS-11-745 (C—G) 1 0.7
ivs1.130
(221.TTAGGC- TTACGC) 1 0.7

Buldugumuz verilere gére Diyarbakir’da cok daha heterojen bir mutasyon dagilim ile

karsilasabilecegimizi disunddriyor.

Bu heterojen dagilim nedeniyle, tarama calismalarinda daha saglikli sonuclara

ulasmak igin; oOncelikle taramamin yapilacag:
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bolgelerde sk gordlen tammlanmis
mutasyonlarin arastirilmasi gerekir. Bu maliyet hesaplari baglaninda avantajli bir durum
yaratacaktir. Ancak bununla yetinmeyip, 6zellikle, bir bélgede mutasyon cesitliliginin fazla
oldugu dusunullyorsa; mutasyon tipleri belirlenemeyen ancak talasemi tasiyicisi olmasi
muhtemel drneklerde, mutasyonu agiga c¢ikarmak icin bir adim daha ileriye gidilmelidir.




Tarkiye‘nin diger bolgelerinde en fazla tespit edilen mutasyon tipi olan 1VS1.110, Diyarbakir
icin de en sk gorilen mutasyon tipi olmustur.Turkiye genelinde gorilen farkliliklara
Diyarbakir icinde de rastlanilmistir.Y aptigimiz taramada toplam 15 farkli mutasyon tipi
gorulmustir.Bélgemizin Akdeniz bolges ile olan yakin iligkilerinden 6tlrl prenatal tam
merkezleri acil olarak olmasa bile kurulmal1 ve bir halk saglig1 sorunu olan bu hastaligin tam
giderleri devlet tarafindan karsilanmalidir. TUrkiye‘de ciddi oranlarin oldugu bdlgeler
dustnulerek B- talasemi haritasimin ¢ikarilmas: ve halk egitimi ile tasiyict olan alelerin

arasindaki evliliklerin kontrolli olmasi ve akraba evliliginin online gegilmes gerekmektedir.
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