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ONsOz

Beta talasemi dunyada sikga gézlenen genetik hastaliklardan biridir. Dinya
talasemi kusagr Uzerinde bulunan Tuarkiye'de beta talasemi énemli bir saghk
sorunudur. Ulkenin glneyinde yer alan Cukurova bélgesinde % 3.9 olarak
bulunmustur. Tarkiye'de yapilan ¢aligmalarda bizim bulundugumuz bélgede bu konu
ile ilgili higbir calismanin yapilmamig olmasi, bizi bu bélgede bulunan mutasyonlari
tespit etmeye sevk etmistir.

Yaptigimiz bu galigsmayla tespit ettigimiz mutasyonlarin Turkiye ve Dinya Beta
talasemi haritasinin tamamlanmasinda 6nemli bir yer tutacagina inanmaktayiz.
Yapilan mutasyon tespitlerinden sonra bdlgemizde prenatal taninin daha rahat
yapilabilecegine ve dolayisiyla sagliklh bireylerin dinyaya getirilebilecegine
inaniyoruz.

Bu g¢alismami buyUk bir sabir ve titizlikle yéneten ve yénlendiren sayin hocam
Prof.Dr.Ekrem MUFTUOGLU’ na , calismalarimda hocamla beraber tum desteklerini
saglayan hocalarim sayin Dog.Dr.Sabri BA'fUN ve Do¢.Dr.Orhan AYYILDIZ' a, kan
érneklerini toplamamda yardimlarini esirgemeyen Ars.Gér.Dr.Mehmet Nuri OZBEK
ve Ars.Goér.Dr.Hakan ONUR’a ve galismamin tamamlanmasinda blyUk bir destek
veren sayin hocam Yrd.Dog.Dr. M. Akif CURUK’ e sonsuz saygl ve tesekkirlerimi
sunarim.

Tezimin hazirlanmasinda ve laboratuar ¢alismalarimda destegini esirgemeyen
hematoloji laboratuar ¢aliganlarina ve ¢alismalarimda destegini esirgemeyen esime

ayrica tesekkur ederim.

Ars.Gér.H.Hakan INCE
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GiRIS VE AMAG

Talasemi , hemoglobin (Hb) molekUlinin yapisinda yer alan globin zincirlerin
den birisinin veya birden fazlasinin sentezindeki azalma yada yoklugu ile karakterize
olan genetik bir hastaliktir. Yunanca (thallas) anlamina gelen bu isim ilk kez Akdeniz
Ulkelerinde yasayan insanlarda gérilmesinden dolayi verilmigtir. Akdeniz, Ortadogu
ve Glneydodu Asya Ulkeleriyle Pasifik adalari ve Afrika’da talasemi insidansi
yUksektir. (18, 21,31 ).

11 nolu kromozomun kisa kolu Gzerinde bulunan bu gen Beta globin zincir
sentezini kontrol eder. Beta geninin DNA dizisi Gzerindeki degisikliklerle meydana
gelen beta talasemi sendromlari, otozomal resessif olarak gegis gOstererek
hipokromik mikrositer anemiye neden olmaktadir (18).

Yiksek oranda talasemi geni tasiyan toplumlar, Akdeniz’den baglayip
Ortadogu tzerinden Guneydogu Asya uUlkelerine uzanan bélgede yer almaktadir.

DUnya nufusunun yaklagik % 3'G beta talasemi geni tagimaktadir. Ayrica
tlkemizde de Beta-talasemi olduk¢a yaygindir. Hastaligin Glkemizde fazla olarak
bulunmasindan dolayr bu konu ile ilgili galismalara agirlik verilmesine neden
olmustur. Hastalarin klinik tablolari ve hematolojik verilerinin incelenmesi ile hastalik
kolaylikla tespit edilmektedir. Ancak tasiyici hastalarin tam tespiti moleklier
dluzeydeki caligmalarla yapilabilmektedir.

En c¢ok italyan ve Yunanh toplumlarda kendini gdsteren Beta talasemi
Sardinya ( %11-30), Sicilya ( % 10 ) ve Kibris'ta ( % 14 ) yiksek oranlar da
gorilmeye baslamigtir. Turkiye'de ise yaklasik % 2 olarak tespit edilen talasemi

Ulkenin guneyinde % 3.9 olarak rapor edilmistir.( 11,18)



Genel olarak Ulkemizin guneyinde yarlesen bu hastalik énemli bir toplumsal
sorun haline gelmistir. Hastaligin tanisinda buyuk ilerlemeler kaydedilmis ve
Ulkemizde de bu konudaki g¢alismalara agirlik verilmistir. Etrafimizdaki komsu
Ulkelerde ise ylksek oranlarda bulunmug olmasi bizim bdlgemiz inde ne derece
etkilendiginin belirlenmesi ihtiyacini dogurmustur.

Hastalarin klinik tablosunun ve hematolojik verilerinin incelenmesi ile hastalar
kolayca tanimlanabilmektedir. Ancak tasiyict hastalarin tam tespiti molekuler
dizeydeki ¢aligsmalarla yapilabilmektedir.

Diyarbakir bélgesinde ise buglne kadar Beta talasemi hastalarinin
mutasyonlarinin molekuler duzeyde incelenmemis olmasi ve bu konu hakkinda
herhangi bir bilginin olmamasi bizim bu hastaligin bélgemizdeki dagilimini
belirlemeye yénlendirmistir. Toplumsal bir etkiye sahip olan beta talaseminin
mutasyonlarinin belirlenmesi amaciyla yaptigimiz bu g¢alismanin, bdélgemizdeki
mutasyonlarin tespiti ile mutasyon haritasinin ¢ikarilmasina, dunya talasemi
mutasyon haritasinin tamamlanmasina ve bununla beraber yoéredeki prenatal tani
calismalarini kolaylastiracadi ve sonug olarak saglikli bireylerin diinyaya getirilmesi
icin yapilacak calismalara 1sik tutacagina inanmaktayiz.

Bu amagtan hareket ederek Talasemi hastalarinin mutasyon tipleri molekuler
yontemlerden ARMS ( Amplification Refractory Mutation System ) teknigi ile
saptanmaya cahisiimigtir ARMS ydntemini kullaniima amaci; Amplifikasyon sonrasi
diger deneylere ve radyoaktif madde kullanimina ihtiyag olunmamasidir. Talasemi
mutasyon tiplerinin saptanmasinda kullanilan diger yéntemlerde (Dot-blot
hibridizasyon) radyoaktif madde kullaniimasi, ARMS ydnteminde ise radyoaktif
maddenin kullaniimamasi hem zaman hem de maliyet agisindan énemli avantajlar

saglamaktadir.( 28,35)



GENEL BILGILER

B-Talasemi Hb molekulinin yapisinda bulunan beta globin zincirlerinin
sentezindeki bozukluga bagli olarak meydana gelen hipokromik, mikrositer ve
hemolitik anemi ile karakterize otozomal resessif bir hastaliktir. Bozuklugun turiine
bagli olarak globin sentezi azalir veya tamamen engellenir. Buna bagl olarak eritrosit
icindeki hemoglobin miktarinin azalmasiyla hipokromi géralir. Normal olarak
sentezlenen zincirin fazlasi ise hiucre iginde eglesmeden birikir. Bu kisim proteolize
olurken eritrosit icinde ¢okelen atiklar hicre zarini etkileyerek kemik iliginde ve
periferal dolagimda hucrenin erken yikimina neden olur (11, 21,31).

B-Talasemili hastalar kan transfuzyonuna bagdimli kalarak yagamlarini
sturdirmek zorundadirlar. p-Talasemi de, demir depolarini azaltmak igin yapilan
selasyon terapisi bile yasam surelerini en fazla 25-30 yil uzatabilmektedir. Malarya
enfeksiyonuna karsi normal bireylere nazaran daha dayaniklidirlar. (11, 12)

Beta globin sentezindeki azalma veya yoklugundan meydana gelen B-
Talasemi sendromlarinin gogu , beta geni Gzerindeki nukleotid degisimi, ilavesi veya
cikmasi ile olusur. Delesyon sonucu ortaya ¢ikan sendromlar alfa talasemi ile
kiyaslandiginda sayisal olarak daha az oldugu tespit edilmigtir ( 2,21,31)

Hastaligin yaygin oldudu toplumlari Akdenizliler, Kuzey Afrikallar, Orta
Dogulular, Asya Hintlileri, Cinliler, Guneydogu Asyalilar ve Siyah Afrikallar olarak
siralayabiliriz. Dlnya populasyonunun yaklasik % 3’4 B-talasemi hastaligina maruz
kalmigtir. B-Talasemi geni taglyanlar normal gérinimde olup MCV ve MCH degerleri
dasuk ve genelde HbA, dederleri ile HbF degerleri normalden ylksektir. Giniimizde

B-Talasemi mutasyonlarinin % 99'u bilinmektedir. (13,16,17).



1- TARIHGE

Homozigot B-Talasemi vakasi ilk kez 1925 yilinda Thomas B.Cooley tarif
edilmistir. 1932 yilinda Hiple ve Bradford tarafindan Talasemi ismi kullaniimigtir.
1940-1950 yillar arasinda degisik formlarinin oldugu ortaya g¢ikariimigtir. 1944-1948
yillart arasinda Valentine ve Neel talasemi majori belirlemislerdir. 1949 yilinda Neel
ve Beet'in ve 1950’ de ise Pauling’ in ¢alismalar insan hemoglobinlerinin bir ¢ift gen
tarafindan kontrol edildigini ortaya koymustur. Insan Hemoglobini Gzerindeki
calismalar sonunda bu peptidler oo ve olarak  Rehineshmith  (1957) ve
Braunitizer (1958) tarafindan isimlendirilmigtir. ( 11,42).'

1960 I yillarda teknigin ilerlemesi ile o, B ve y zincirlerinin protein analizi
yapiimis ve HbA; kesfedilerek delta zincirinin yapisi incelenmigtir.1963 yillarinda
Fessas, pB-Talasemili hastalarin kirmizi hacrelerinde inklizyon cisimciklerini
gostererek bunlarin ¢okelen alfa zincirlerinin oldugunu ve bunlarin eritrositlerin
olgunlagmasini engelledigini ortaya atmistir.1970’li yillarda mRNA ’dan cDNA'nin
sentezi reverse transkriptaz enziminin kesfiyle gerceklestiriimistir. hibridizasyonuna
ise Restriksiyon enzimlerinin kesfi ile genomik DNA'nin kesilmesi, kesilen pargalarin
jel elektroforezi ile ayrigtirilarak baglanmistir.(42)

Gunumizde Taq polimeraz ve nikleotid trifosfatlar kullanilarak genomik
DNA'nin istenilen kismi Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) ile cogaltiimaya
baglanmistir. (Saiki 1987 ) ( 28,44, )

Bugtine kadar B-Talasemi ye neden olan 150 mutasyon bu yolla belirlenmisgtir.
Molekuler yapinin belirlenmesi talasemi sendromlarindaki klinik farkhlig agiklanmisg

ve prenatal taninin da kolayca yapilabilir hale gelmesini saglamistir.(11,21,27,49,50)



2- BETA TALASEMININ DUNYADAKI DAGILIMI

Béta talasemi Atlas Okyanusundan, Cebelitarik bogazina, oradan Akdeniz
Ulkeleri, Ortadogu, Hindistan ile Gineydogu Asya Ulkeleri ve Pasifik adalarini igine
alan genis bir alana yayiimigtir. (11,21)

Dunyadaki dagilimi buayuk farkhiliklar gésteren Beta Talasemi, en sik olarak
Akdeniz Ulkelerinde( % 0.5 — 14) Afrika ve Amerikali siyahlarda ( % 1.5 ) Guneydogu
Asya ulkelerinde ( % 5) gérilmektedir. Akdeniz Ulkelerinde de dagilimi oldukga
farklihk gosteren Beta talasemi insidans: Kibris'ta %14.7, Yunanistan'da % 8
Arnavutluk’ta %7.1, italya'da %3.7, Sardinya’da %12.6, Sicilya'da %5.9, Libya'da
%4.6 ve Tunus'ta %4.4 olarak gésretilmistir. Tarkiye, Lubnan, israil, Malta, Cezayir,
Fas ve Korsika'da ise % 2-3 arasinda saptanmistir. ( 9,11,21,23,31)

Dinya Talasemi kugadi Uzerinde bulunan Turkiye'de beta talasemi
mutasyonlarini belirlemek amaciyla tarama galigmalari yapiimis ve degisik yérelerde

yapilan aragtirmalar tasiyici sikhdinin % 2-4 arasinda oldugunu géstermigtir.( 2,4,31)



3- HEMOGLOBININ YAPISI

Hemoglobin; Kirmizi kan hucreleri ig¢inde bulunan ve dokulara oksijen tasiyan
tetramer yapida bir metaloproteindir. Iki alfa ve ikide beta zinciri igerir. Yetigkinlerde

% 95-98 arasinda bulunur. Hb’ nin molekil agirh§ 64.500 dalton, capi ise 64 ° A'dur.

Hemoglobinin yapisi:(51)

Hemoglobin

Hemoglobin molekulinin alfa-ve beta zincirleri arasinda iki énemli bag
bulunmaktadir { a1 (02B2) ile a4B2 (o2B1) } . Alfa zincirinin 40. amino asidi lizin ile
betanin 146. amino asidi olan histidin arasindaki (012 ve azp1 ) bagd oksijenasyonia
koparak , beta zincirinin 94. amino asidi olan aspartik asitle alfa zincirinin lizini
arasinda bag kurulmaktadir. Buna karsilik a4 veya af2 dimeri arasinda 15 ° * lik bir

donis ile Hb gergin durumdan (T) gevsemis ( R ) hale gegmektedir. ( 11,51)

8



Alfa ve beta zincirlerinin baglanma yerleri ile amino asit sirasi sekil 1 ve 2 de

gosterilmigtir.(51)
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Sekil 1: Hem baglanmig alfa globin zinciri.
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Sekil 2: Hem baglanmis beta globin zinciri.



HEMOGLOBIN SENTEZI

Hemoglobin molekila; Hem ve globinlerin hicre igerisinde ayn ayri
sentezlenmesi ise bir araya gelen ve olugan bir molekuldur.

Hem , Fe 2 atomu igeren protoporfirin yapisinda bir molekuldur. Sentez
mitokondride siksinil CoA ve glisin ile baslar. Porfobilinojen basamagindan sonra
sitoplazmada devam eder. Koproporfirinojen Ill, mitokondriye geger ve burada hem

sentezi tamamlanir. (Sekil 3) (61)

Siksinil CoA + Glisin

dAla sentetaz

v
8 Amino Levunilik asit

8Ala dehidraz
v
Porfobilinogen
Mitokondri / \
Uroporfirin «  Uroporfirinojen | Uroporfirinogen lll— Uroporfirin il
Uroporfirinogen dekarboksilaz
Koproforfin | < Koproporfirinogen Koproporfirinogen Il —» Koproforfin I

l Koproporfirinogen oksidaz

Protoporfirinogen il

Protofibrinogen oksidaz
v
Protoporfirin lI

+Fett v Ferrogelataz

HEM

Sekil 3: Hem Sentezi




5- PROTEIN SENTEZI

Molekuler biyolojide santral dogma anlamina gelen bu olay Protein sentezi
icin DNA da sifrelenen genetik bilgi mRNA Gzerinden proteine dogru gecis

yapmasidir.

Transkripsiyon Translasyon
DNA > RNA —> Protein

Transkripsiyon: Proteini kodlayan DNA ‘daki bilginin RNA’ ya aktariimasidir.
DNA ‘ nin 5 — 3’ yénunde bir kopyasi olan ve haberci RNA olarak bilinen bu dizi
RNA polimeraz enzimi yardimiyla gergeklestirilir. Cekirdekte birtakim degisikliklere
ugradiktan sonra sitoplazmaya gegen mRNA ribozomlara baglanarak protein
sentezini baglatir. MRNA Gzerinde protein sentezini baglatan kodon ( AUG ) ile bitiren
kodon bulunur. Baglama kodonunu takip eden her tg¢ baz ile bir aminoasidi sifreler ve
protein sentezi gergeklesir. Bitis kodonuna gelindiginde protein sentezi tamamlanir.

Buna da Translasyon denir ( 52 ).



5 ....agccacaccctagggttgdggggzktactcccaggagcagggagggcaggagccagggctggchtaaaal

ek

: gtcagggcagagccatctattgcttACATTTGCTTCTGACACAACTGTGTTCACTAGCAACCTCAAACAGACACCATG

e eI
Exon 1 : } -PLB’J;@&%&ILM -gi-.,omrggereﬁ ‘

Intron 1

Exon?2 FAASS:

ctttccccttcttttctatggttaagttcatgtcataggaaggggagaagtaacagggtacagtttagaatgggaaac
agacgaatgattgcatcagtgtggaagtctcaggategttttagtttettttatttgctgttcataacaattgttttc
ttttgtttaattctigetttetttttttttcttctecgeaatttttactattatacttaatgecttaacattgtgtat
aacaaaaggaaatatctctgagatacattaagtaacttaaaaaaa;actttacacagtctgcctagtacattactatt
intron2 tggaatatatgtgtgcttatttgcatattcataatgtecctactttattttcttttatttttaattgatacataatca
. ttatacatatttatgggttaaagtgtaatgttttaatatgtgtacacatattgaccaaatcagggtaattttgeatt
tgtaattttaaaaaatgctttcttettttaatatacttttttgtttatettatttctaatactttecctaatetettt
ctttcagggcaataatgatacaatgtatcatgectetttgeaccattctaaagaataacagtgataatttctgggtta
aggcaatagcaatatttctgcatataaatatttctgeatataaattgtaactgatgtaagaggttteatattgetaa
tagcagctacaatccagctaccattctgcttttattttatggttgggataaggctggattattctgagtccaagctag

gcccttttgctaatcatgttcatacctcttatcttcctccca:@é 1808 ﬁi .‘d“ l(i't‘ﬁzttl £6
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gtatttaaattatttctgaatattttactaaaaagggaatgtgggaggtcagtgcatttaaaacataaagaaatgatg
igctgttcaaaccttgggaaaatacactatatettaaactecatgaaagaaggtgaggetqcaaccagetaatgeaca

ttggcaacagcccctgatgectatgecttattcatecctcagaaaaggattcttgtagaggettga.... 3’
Sekil 4A: Insan Beta globin baz dizisi ( 52)
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-568 gtatatgtat gtgtgtatat atacacatat atatatatat tttttttott ttcttaccag
-508 arggttitaa tccaaatasg gagasgatat gettagaact gagagtagagt tttcatccat
-448 tetgtectgt asgtattitg catattolgy sgacgcagga sgegatcoat ctacatatee
-388 caasgetgaa ttatggtaga caasgetett ccactittag tgeatcaatt tettatttgt
-328 gtaatasgaa aattdggaaa acgatcttoa atatgettac casgetgtga tteoaaatat
-269 tacgtaaata cactlgcaaa ggaggatatt tttagtageca atttgtacts atgatatgds
-208 gecasgagat atatcttaga gggagedety addgtttgan gtecasctoo tasgeeagts
-148 ccagasgege casgdacads tacggctgtc atcacttaga ccteaccotg tdgagecaca
-88 ccotagggtt ggccaateta cteceeaggag cagddaddde agasgocsgs gotgdddoata
-28 aasgtcagda cegagecate tattgetthe atttgettot gacacaactg tgttcactag
+24 caacctecaaa cagacace
EX—1 ¥ATG-GTG-CAC-CTG-ACT-CCT-GAG-GAG-AAG-TCT-COC-GTT-ACT-GCC-CTG-TGG
1-30 GGC-AAG-GTG-AAC-GTG-GAT-GAA-GIT-GGT-GGT-GAG-GOC-CTIC-GCC-AG
IV5-1 gttgetatea aggttacasg acsggtitaa ggagaccaat sgsaactggy catgtggaga
cagagasgac tettgaggttt ctgataggoa ctgactetet ctgoctatta gtetatttte
121 ccaccettag
31 MMMW—TM—M—M—&G—MM—M—&G—M-M—GGG
GAT-CT-TOC-ACT-CCT-GAT-GCT-GTT-ATG-GGC-AAC-COT-AAG-GTG-AAG-GCT
EX-2 CAT-GGC-ANG-AAA-GTG-CTC-GGT-GOC-TTT-AGT-GAT-GCC-CTG-GCT-CAC-CTG
GAC-AAC-CTC-AAG-GGC-ACC-TIT-GOC-ACA-CTG-AGT-GAG-CTG-CAC-TCT-CAC
85 AAG-CTG-CAC-GTG-GAT-CCT-GAG-AAC-TTC-AGG
1 gtgagtctat geggaceettg atgttttett toceettett ttetatggtt asgttcatgt
61 cataggasgg ggsgasgtaa cagdgtacag tttadaatds gasacagacs aatgatigea
121 ccagtgtgga sgtceteagga tegttttagt ttettttatt tgotgtteat aacaatigtt
181 ttettttgtt taattettge tttotttttt tttettctee geaattttta ctattatact
241 tastgcctta acattgtgta tascasssgd aaatatctot gagatacatt aagtaactta
301 aaaaaaaact ttacacagtc tgoctsgtac attactattt gaaatatatg tgtgettatt
361 tgéatattca taatctcecet actttatttt cttttatttt taasttgatac ataatcatta
IV5-2 tacatattta tggettassg tgtaatgttt taatatgtgt acacatattsg accaaatcag
491 ggtaattttg catttgtaat tttaasaaat getttcttet tttaatatac titttigtee
541 atcttattte taatactttc cctaatctet ttettteagg geaataatga tacaatgtat
601 catgectett tgeaccatte taasgaataa cagtgataat ttotgegtta agdcaatage
661 aatatttctg catataaata tttetgeata tasattgtaa ctgatgtasg sggttteata
721 ttgctaatag cagctacaat ccagetacca ttotgetttt attitatggt tagggatasgy
781 ctggattatt ctgagtccaa getaggeccot tttgetaate atgttcatac ctettatett
841 ccceccacag
105 CTC-CTG-GGC-AAC-GTG~CTG-GTC-TGT-GTG-CTG-GOC-CAT-CAC-TTT-GCC-AAA
EX-3 GAA-TTC-ACC-OCA-OCA-GTG-CAG-GCT-GOC-TAT-CAG-AAA-GTC-GTC-CCT-GGT
137 GTG-GCT-AAT-GOC-CTG-GOC-CAC-AAG-TAT-CAC-TAA*
getegettte ttgetgteoa atttotatta asgdttectt tgttecctaa gteocaactac
taaactgggd gatattatga agagecttga geatetggat tetgoctAAT AAAAamcatt
tattttecatt geaatgatgt atttaaatta tttctgaata ttttactaaa asggdastgt
gggaggtcag tgeatttaaa acataasgaa atgasgaget sgttcaasce ttgggaasat

Sekil 4B: insan Beta Gen Haritasi ( 52)
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Transkripsiyon Unitest
Promotor béige ¢ . \

ONA

mRNA Gncusi

Poly A kuyruklanmas:
Inlronlardan lemizlenme
Exonlarin yapismasi

5 basliklanmasi

Olgun mRNA
Sitoplazma
Baslatici tRNA .
k3 .
Baglama
e |
unitelert aa, ’.
~ k)
¥ An Uzama
- /" Tamamlanmis
protein zincici

P
& _\MAn‘ySomanma
™\

o)

Sekil 5 Transkripsiyon ve translasyon gematik olarak gortiimektedir. { 53)
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Gen Yapisi ve organizasyonu:

Gen; Fonksiyonel bir riiniin yapimindan sorumlu olan DNA pargasi olarak
ifade edilen bir polipeptid yada fonksiyonel bir RNA' dir. Genlerde kodlanabilen ve
kodlanamayan olarak bilinen iki bélge bulunmaktadir. Intron veya intervening
squence olarak isimlendirilen bdlge kodlanamayan bélgedir. intronlar mRNA’nin
transkripsiyonunun baslangicinda bulunmalarina ragmen sitoplazmadaki olgun
mRNA'da bulunmazlar bu nedenle protein Urinini sifreleyemezler. intronlar
exonlarla ardarda dizilirler. Exonlar ise aminoasit dizilerinin kodlarini igerirler (Sekil
6). insan genomunda intron igermeyen birkag gen olmasina ragmen gogu gen en az
bir intron icermektedir( 54 ).

Bir gen yalnizca kodlanan bélgeleri icermez, ¢lnku genlerin ekspresyonunun

_dizenlenmesinde komsu nikleotid dizilerine de gereksinim vardir. Bu komsu diziler
transkribe olmus mRNA’ nin sentezi igin baglama ve bitis sinyallerini tagimaktadirlar.
Genin 5 wucunda bulunan promotor bélgesi transkripsiyonun baglamasinin

hazirlanmasindan sorumlu baz dizilerini icermektedir (Sekil 6).

*Upstream*® “Downstream”
Trgr;;:(ﬁpsiyonun Eksonlar {(kodlayan bdlgeleg)\ Stop kod
ama yer op kodonu
i oy
]
Promotor A Baglabci ~N 7 _
boige kodon Intronlar Palyadenilasyon
5’ translete ediimeyen sinyal
bélge 3 translate edimeyen
béige

Transkripsiyonun y8ni

Sekil 6 : Normal bir gen yapisi ( 54 )

Genin 3’ ucunda ise, downstream flanking olarak adlandirilan bélge, mRNA
nin ucuna poliadenozin residustniin eklenmesi igin sinyal fonksiyonunu Gstlenmigtir.

Bu bdlge translasyona ugramaz.

1



Genin 5 ucunda bir promotor bélgesi vardir , 3 ucunda ise bir
poliadenilasyon bélgesi bulunmaktadir. Her iki ugtada translasyona ugramayan
bélgeler bulunur. Beta geni iki adet intron ve (¢ adet exon igermektedir.
intron 1’in (IVS-1) baz uzunlugu 130 bp, Intron 2’nin  (IVS-l) baz uzunlugu ise 850
bp dir. Exon 1; 30 Kodon, Exon 2; 74 Kodon, ve Exon 3; 42 kodon igermektedir
(Sekil 7)(54).

Beta Globin Exon  Exon Exon
1 w2 wone 3
30 Kodon 74 Kodon 42 Kodon
-c,.\r 0 VsS4 0.5 wsq 1.0 15 20kb

L | { 1 |
"TATA" .

Sekil 7 . Beta gen yapisi ( 54 )

Gen Kiimeleri

Genlerin birgogu, birbirleriyle siki iliskide bulunan DNA dizilerini igerirler.
Polipeptid sifrelerinin aminoasit dizilerindeki benzerlikten dolayi bu tip genler kime
veya aile olarak adlandiriliriar. Ornegin o Globin ve B Globin gen kimesi gibi. B gen
kiimesi B benzer genler 11. kromozomun kisa kolu {izerinde yaklagik olarak 60 kb'lik
yer tutarlar. Bukiime ¢,y, 6 ve B genlerini igerir. ¢ geni embriyonik hemoglobin
lerden Hb Gower | ve Gower II' yi , ¥ geni Hb Portland | ve Hb F’in kodlanmasindan
sorumludur. & ve B geni ise yetiskin hemoglobinlerden Hb A ile, Hb Az'yi kodlarlar.

Genlerin protein kodlayan bélgeleri ( Exon ) iki intron tarafindan birbirlerinden

ayriimiglardir (Sekil 8-9) (54 ).

14



B-Genkames) §' e {3 Kromazom 11

Sekil 8 : Beta gen kiimesi (54)

Beta geni 11 nci kromozomun kisa kolunda yaklasik olarak 2.0 kilobaz'lik bir
alani tutmaktadir. Sekil 4B’ de insan beta globin geninin yapisal kisimiari
gortlmektedir. Bunlar promotor dizisi, intron ve exon sinirlari, RNA splice bdlgeleri,

poliadenilasyon sinyali, baglatici ve sonlandirici kodon!ardir ( 54 )

insan
globinteri

Sekil 9 : Alfa, beta, delta, G gama, A gama ve epsilon genleri (54)

15
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6- BETA TALASEMIDE BELIRLENEN MOLEKULER BOZUKLUKLAR

B'eté talasemi ye neden olan mutasyonlarin karekterizasyonuna, klonlama ve
dizi analiziyle baglaniimigtir (29). Son yillarda PCR ( Polimeraz Chain Reaction )
ybntemiyle mutasyonlarin tanimlanmasi daha kolaylagmistir.Bu yolla ilk mutasyonun
belirlenmesinden sonra her gegen gin sayr artmis ve 1992 de 138‘e
ulasmistir.(21,31)

Alfa talasemilerde ve komplexs beta talasemilerde (6B-thal ve ey5-thal ) gen
delesyonu gérullirken, beta talasemik genin etrafindaki veya igindeki n(kleotid
degisikligi ile belirlenen nokta mutasyonlarinin sayist daha fazladir (21,31).

Beta talasemi mutasyon tipleri ve gen Gzerindeki yerleri tablo 1 ve gekil 4B de
gosterilmistir.(31,52)

Tablo 3: Beta talasemiye neden olan mutasyon tarleri. (31)

B* mutasyonlar n
Transkripsiyonel mutasyonlar 15
Consensus squence degisiklikleri 11
Cryptic splice site aktivasyonlari 4
Poliadenilasyon mutasyonlari 5
Hyperunstable globinler 10
Cap site mutasyonlari 1
IVS’ deki degigiklikler 4

B mutasyonlari

Frameshift mutasyonlar 27
Nonsense mutasyonlar 11
Splice junction 12
VS’ deki degisiklikler 2
Baslatma kodonu mutasyonlari 2

Delesyonlar : 8

16
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e Lo e S

= = Mt 7 it
m ﬁ ? Beta globin genl =y

T Transkripsiyon T Gergave kaymast

R T

? cap [ Dayaniksiz globin

‘L RNA yanimasi {3 Kdgik delisyon

T Bagaltma kodonu

L

Sekil10: Beta globin geni Uzerindeki nokta mutasyonlari (29)

7- BETA TALASEMi MUTASYONLARI

A- Transkripsiyon Mutasyonlari:

Beta globin geni Gzerindeki Cap bdélgesinin &' tarafindaki DNA dizisine
promotor bélge denilir ve bu bdlgenin transkripsiyon Gzerinde énemli etkisi oldugu
bilinmektedir. Promotor bélgesinde meydana gelen nukleotid degisikligi
transkripsiyonu azaltarak B* Talasemi ye neden olmaktadir. Cap béigesinden 30
nikleotid uzakhktaki TATA kutusunda , -101 ile +40 arasinda genellikle tek nukleotid

degigimi ile meydana gelen ve hafif klinik belirtileri olan mutasyonlardir.(16, 17,21)

17



Tablo 2. Transkripsiyon Mutasyonlari ( 21)

Mutasyon Tip Etnik Grup

101 (C-T) g Tiarkler, Bulgarlar, italyanlar
-92  (C-T) g* Akdenizliler

-90 (C-T) g* Portekizliler

-88 (C-T) g* Amerikan Zencileri,Asya Hintlileri
-87 (C-G) B* Akdenizliler

-87 (C-T) g Almanlar, italyaniar

-87 (C-A) g Yugoslavlar, Amerikan Zencileri
-86 (C-G) g Labnanhilar

-8 (C-A) B italyanlar

-32  (C-A) B* Tayvanlilar

-31  (A-G) g Japonlar

-30 (T-A) g Turkler, Bulgariar

-30 (T-C) B* Cinliler

-29 (A-G) B* Amerikan Zencileri, Cinliler

.28 (A-G) B Cinliler

+22  (G-A) g Turkler, Bulgarlar, italyanlar
+43-+40 (-AAAC) p* Cinliler

Hafif klinik belirti gésteren bu mutasyonlarin blylk bir kismi proksimal
CACACCC dizisinde meydana gelmektedir. CCAAT kutusundaki —70 nukleotidinde
henliz higbir mutasyona rastlanmamistir. (8,35). Bunlardan —101 C-T deki mutasyonu
énemli bir klinik durum géstermeyip sessiz p-talasemi ye neden olurken, digerleri g*
talasemi ye neden oimaktadir.(16,17,21) (Tablo 2)

B- UTR Bdlgesi Mutasyonlan

Cap bélgesi ile baglatici kodon arasinda iki tir mutasyonla belirlenmistir.
Bunlardan Cap +22 ‘' de G—A ve Cap +40 ‘dan baglayan dért nukleotid (-AAAC)
delesyonu sonucunda olugan mutasyon p* talasemi ye neden olmaktadir. Protein
sentezinde gbrev almayan ancak translasyonu durduran diziler genin 3’ ucunda
bulunuriar. Bu béigedeki 13 bp uzunlugundaki delesyona Turklerde rastlanmistir.
Diger mutasyon ise durdurma kodonundan 6 ntkleotid sonrasi C—G degisimi ile

B* talasemi ye neden olmaktadir (21,25)(Tablo 3).
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Tablo 3: UTR Bdélgesi Mutasyonlari (21)

Mutasyon Tip Etnik Grup

+1 (A—C) B Hintliler

+22 (G—A) B* Turkler, Bulgarlar
+40 /+43 — AAAC g Cinliler

3 UTR+6 C-G B* Yunanlilar

3’ UTR+1565’ den B Turkler

1577’e kadar (-GCATCTGGATTCT)

C-Baglatici Kodon Mutasyonlan.

Bu mutasyonlar Protein sentezini gerceklestiren Beta globin geninin birinci
exonundaki ilk kodonda tespit edilmigtir. Bu kodondaki her nidkleotidin degisime
ugradig: bir mutasyon bulunmustur. Simdiye kadar 3 farkl tur mutasyon tespit edilen
bu mutasyonlar B° talasemi ye neden olmaktadir ve siddetli klinik belirti

gbstermektedirler ( 21 ) (Tablo 4)

Tablo 4: Baglatici kodon mutasyonlari( 21)

Mutasyon Tip Etnik Grup
ATG—oACG p° Yugoslaviar
ATG—ACG p° Cinliler, Japonlar, Koreliler

ATG—GTG p° Japonlar

19




D- RNA Mutasyonlan:

a-;fap|§ma yerlerini tutan mutasyonlar: Transkripsiyondan sonra haterojen
nitkleer RNA (hnRNA)' dan olgun mRNA meydana gelirken, amino asitleri kodlayan
eksonlar arasinda bulunan iki intron diziden g¢ikarilmaktadir. intronlarin ¢ikip |,
eksonlarin birbirine baglanacagi nikleotidlerde ( Splice junction ) meydana gelen
mutasyonlar bu islemi engellemektedir. Yapisma yerlerinin her birinde iki olmak
Uzere toplam dért tane nikleotid vardir. IVS' nin donér bdlgesi eksonun bitiminde
baglar ve GT nikleotidlerini igerir, IVS‘ nin sonundaki iki ntkleotid AG olup akseptdr
adint alir. Bu dért nikleotidten birinin degisime ugramasi sonucu, eksonlarin
yapismast gergeklesmedigi icin olgun MRNA meydana gelemez. Bu durumda protein
sentezlenmedigi igin B° talasemi gézlenmektedir( 11,21 ) (Tablo 5)

Tablo 5: Yapigsma yeri mutasyonlari (21)

Mutasyon Tip Etnik Grup

IVS-I-1 (G—A) p° Akdenizliler

IVS-I-1 (G—T) pe Hindistanlilar, Cinliler
IVS-II-1 (G—A) ﬁ° Akdenizliler, Tunuslular,Ame.Zenciler
IVS-1-2 (T-G) pe Tunuslular

IVS-1-2 (T—C) p° Amerikal zenciler
IVS-1-2 (T—>A) p° Cezayirliler

IVS-1,17 ntdel(3’ end) p° Kuveytliler

IVS-1,25 ntdel(3’ end) p° Hintliler

IVS-1-130 (G—C) p° Tarkler, Japonlar
IVS-1-130 (G—A) p° Misirhilar

IVS-11-849  (A—G) B° Amerikali zenciler
IVS-11-849 (A—C) p° Amerikali zenciler
IVS-1I-850  (G—A) p° Yugoslavlar
IVS-11-850  (—G) p° italyanlar

IVS-1I-850  (G—A) p° irlandallar

20




b- Yapisma yerlerine yakin diziler: Eksonlarin ve intronlarin yapisma

yerlerine ' yakin olan nUkleotidlerde meydana gelen degisiklikler olgun mRNA

olugumunu azaltarak B* talasemi ye neden olurlar. Bu tip mutasyonlar ekson l'in son

iki kodonu Gzerinde, IVS-l ve IVS-II' nin basglangi¢ ve bitim yerlerine yakin olan

nikleotidlerde gézlenmektedir. (13,16,21) (Tablo 6)

Tablo 6: Yapigma yerlerine yakin mutasyonlar ( 21 ).

Mutasyon Tip Etnik Grup

IVS-I-5 (G—-C)p* Hintliler, Cinliler, Malezyalilar
IVS-I-5 (G-T)B" Akdenizliler, Amerikall zenciler
IVS-1-5 (G—A)B* Cezayirliler, Akdenizliler
IVS-I-6 (T—C) B* Akdenizliler

IVS-l, -1(G—C)(CD 30)p* Tunuslular, Amerikali zenciler
IVS-l, -1(G—A)(CD 30)? Bulgarlar

IVS-l, -3(C—T)(CD 29)? Labnanhlar

IVS-1-128

IVS-11-837
IVS-11-843
IVS-11-844
IVS-11-848
IVS-11-848

(T—-G)p*
(T-G)p’
(T-G)p’
(C—G)p’
(C—A) B’
(C—G)p’

Suudi Arabistanlilar

Hintliler

Cezayirliler

ltalyanlar

Misirlilar, iranlilar, Ame.Zenciler

Japonlar

c- intronlar (IVS) lgindeki degigiklikler: Bazi nukleotid degigimleri

intronlarin iginde alternatif yapigma yerleri meydana getirirler. Genellikle B* talasemi

ye neden olan bu gruplardan sadece ikisinin ( IVSI-116 ve IVS-11-654 ) p° talasemi ye

neden oldugu goésterilmistir (13,18,21 ) (Tablo 7)(Sekil 11-12)
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—
LH1
CERERAARSSSRIRASARRR AR
SAMARAMSAAAAAAASERRENE
IVS1-11QR

NORMAL 1VS-1-110:

........ CCTATTGATCTATTITOCCACCCTTAGGATOCTGS

Mbo | Mbo |

site site
MUTANT (1VS-1-110:
........ ] © CHURN

TAGATAAAAGGGTGGGAATCCTAGGAOC
l primer-generated mutations -
........ OCTATTAATCTATTTTOOCACCCTIAGGATCCTIGS
. Mbol

site

Sekil 11: Normal ve Mutant [VS-I-110 DNA Dizileri ve Mutasyonlara Spesifik
Primerler(33)

— .

LH2

| IVS1-1R
Hinti
site
NORMAL IVS-1-1:
5. .. .GGGCAGGTITCGTATCARGGTTACARGACAGGTTTAA. « o - .+ o

.....
e ——————————

ARAGCATAGTTOCAATGFTCTGTCC

l primer-generated mutation

primer-generated mutation

Hinfl
gite

Sekil 12: Normal ve Mutant IVS-I-1 DNA Dizileri ve Mutasyonlara Spesifik
Primerler(33) '
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d- Gizli yapigma yerlerinin aktivasyonu: Ekson | igerisindeki bazi kodonlar
Gzerinde meydana gelen nukleotid degisikligi sonucu sakli bulunan yapisma yerleri
aktive olur. Yanlis yerden kesilen ve buralardan ¢ikan intronlar nedeniyle anormal
mRNA yaninda bir miktarda normal mMRNA meydana gelirken bu mutasyonlar p*

talasemi ye neden olur. (18,21) (Tablo 8)

Tablo 7: IVS iginde meydana gelen degisiklikler:( 21 ).

Mutasyon Tip Etnik Grup
IVS-I-110 (G—A) g Akdenizliler
IVS-I-116 (T—-G) p° Akdenizliler
IVS-1l-4,5 ( —AG) g Portekizliler
IVS-11-654 (C—-T) p° Cinliler
IVS-11-705 (T—C)) g Akdeniziiler
IVS-11-745 (C—-QG) g* Akdenizliler

Tablo 8: Gizli Yapigma yerleri: (21)

Mutasyon Tip Etnik Grup

CD 19 (A—G)

(Asn—Ser;Hb Malay) B* Akdeniziiler

CD 24 (T—A) p* Japonlar, Amerikali zenciler
CD 26 (G—A)

(Glu—Lys ;Hb E) g Guney Dogu Asyalilar

CD 27 (G-T)

(Ala—Ser ; Hb Knossos) B* Akdenizliler
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E. Anlamsiz Kodon Olusumu ve Dizi Kaymasi:

1.Anlamsiz Kodon Olusumu:

Eksonlar (zerinde meydana gelen nikleotid degisikligi sonucu amino
asitlerden birini sifreleyen Gglu baz dizisi stop kodonuna dénlgerek protein sentezini
durdurur. p° talasemiye neden olan simdiye kadar tanimlanmig 13 tane mutasyon
bulunmustur. (21 ) (Tablo 9)

2. Dizi kaymasi:

Eksonlar Gzerinde bir veya birkag nikleotidin diziden ¢ikmasi veya girmesi
sonucu bu noktadan itibaren sifre bozularak yeniden kodonlarin dizenlenmesiyle
ilerde yeni ve erken durdurma kodonu olugsmaktadir. Daha ilerde olugabilecek bir
stop kodonu ile globin sentezi durdurulmaktadir (11, 21,23 ) (Tablo 10).

Tablo 9: Anlamsiz (Stop) Kodon olusturan mutasyonlar (21)

Mutasyon Tip Etnik Grup

CD 15 (TGG—TAG) p° Hintliler

CcD 15 (TGG—TGA) p° Portekizliler

CD 17 (A—T) p° Ginliler

CD 22 (G-T) g° Reunion Adalart
CD 26 (G-T) B° Taylandllar

CcD 35 (C—A) p° Taylandlilar

CD 37 (G—A) B° Suudi Arabistanlilar
CD 39 (C—T) p° Akdenizliler

CD 43 (G-T) pe Ginliler

CD 61 (A—T) p° Zenciler

CD 90 (G-T) p° Japonlar

CD 112 (T—A) p° Slovaklar

CD 121 (G—T) B° Polonyalilar, Fransizlar,Japoniar
CD 127 (C-T) p° ingilizler
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F. Dayaniksiz Globinler:

Béta globin zinciri Gzerinde meydana gelen amino asit degisimi sonucu bazi
globinler dayaniksiz bir yapiya sahip olmaktadir. Ayrica stop kodonu Gzerinde
meydana gelen nukieotid degisimi yada frameshift mutasyonlari gibi globin zincir
sentezinin uzamasina neden olmaktadir. Bunlara dayaniksiz globinier denir. ( 21, 41)
(Tablo 11)

G. Talasemik Hemoglobinler:

Beta globin geni Uzerinde meydana gelen mutasyonlar sonucu olugan anornal
hemoglobinlerden bazilan talasemik fenotip géstermektedir. Bir aminoasit degisimi
sonucu hizla katabolize olan Hb Neopolis ve mRNA olgunlagmasinda alternatif
yapisma yeri olusturan Cd 30’ daki G—C mutasyonu sonucu Uretilen ¢ok az
miktardaki anormal B-globin zinciri (Hb Monroe) talasemik &zellik géstermektedir.
(1,15, 21, 29 ) (Tablo 12)

H. Poli A Mutasyonlan

Poli A Mutasyonu taglyan B~ geni normalden daha uzun mRNA
sentezlenmesine kargin normal mRNA'’ ya gére dayaniksiz bir yaptya sahiptir. Poli A
mutasyonu tasiyan mRNA’ larin ribozomlara baglanmasi azalir. Az da olsa beta
globin sentezlendigi icin B* talasemi ye neden olmaktadir ( 21, 25, 42 ) (Tablo 13).
|. Delesyona Bagh Beta Talasemiler

Beta globin geninin tamami veya bir kismini igine alan delesyonlar sonucu ,
hi¢ mRNA dretilmedigi i¢in bu tip mutasyonlar B° talasemi ye neden olmaktadir.

Dunyada bu gune kadar 11 tane B gen delesyonu tespit edilmigtir. Bayukleri
44 bp den 27 kb ye kadar deg@isen delesyonlarin etnik gruplara gére dagilimi agagida
gosterilmistir. (15, 21 ) (Tablo 14).
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Tablo 10: Dizi kaymasinin neden oldugu mutasyonlar ( 21 ).

Mutasyon Etnik Grup

CcD1 ( -G) p° Akdenizliler

CD5 ( -CT) p° Akdenizliler

CD6 ( -A) p° Akdenizliler,Amerikali zenciler

cDs8 ( -AA) Bg Akdenizliler

CDs 8/9 ( +G) B Hintliler

CDs 9/10 ( -G) B° Tarkler

CD 11 ( -T) p° Meksikalilar

CDs 14/15 ( +G) p° Cinliler

CD 15 (-T Bz Hindistanlilar, Taylandlilar

CD 16 ( -C) B Hintliler

CD 22 (-AAGTTGG) B° Turkler

CD 24 (-G,+CAC) p° Misirhlar

CDs 25/26  ( +T) i Tunuslular

CDs 27/28  ( +C) p° Cinliler

CD 35 ( -C) p° Malezyalilar

CDs36/37 ( -T) p° franlilar

CDs 37/38/39 (-GACCCAG)  p° Tarkler

CDs 38/39 ( -C) Bg Cekoslovaklar

CD 41 ( -C) B Taylandlilar

CDs 41/42  (-TTCT) p° Cinliter

CD 47 ( +A) Bg Surinamhlar

CD 51 -G Macarl

CD 54 E +G)) g° Ja?a?rilg:

CD 64 ( -G) Bz isvigreliler

CD 71 ( +T) B Cinliler

CDs71/72  ( +A) p° Cinliler

CDs 74/75 ( -T) p° Tarkler

CcD 76 ( -C) p° talyanlar

CD 82/83 ( -G) BZ Azeriler, Cekoslavaklar
1 CD 88 +T Hintlil

CD 95 E + A)) E° T;r;d;;mar

CDs 106/107( + G) p° Amerikall zenciler

CDs 109/110( - G) p° Litvanyalilar

CD 124 ( -A) p° Ruslar




Tablo 11: Dayaniksiz Globinler ( 21 ).

Mutasyon Tip Etnik Grup

CD60 (GTG—GAG) B italyanlar

Ch94 (+TG) ] italyanlar

CD 110 (T-C) B Japonlar

CD 114 (-CT,+G) B Fransizlar, Isvigreliler
CD 123 (-A) B Japonlar

CDs 123-125 (-ACCCCACC) B Taylandlilar
CD126 (-T) B italyanlar

CD 127 (CAG—CGQG) B Fransiziar

CDs 127/128 ( -AGG) B Japonlar

CDs 128/129 (-4, +5)

(-GCTG, + CCACA) B irlandallar

CDs 132/135 (- 11)

(-AAAGTGGTGGC) B irlandalilar

CDs 134/137 (- 10, +4)

-(G) TGGCTGGTGT(G) B Portekizliler

Tablo 12: Talasemik Hemoglobinler ( 21 ).

Mutasyon Tip Etnik Grup

CD28 (CIG-CGG) g Hb  Chesterfield
CD30 (G—0C) p° Hb  Monroe

CD 32/34 (- GGT) p° Hb  Kore

CD69 (GGT—AGT) g Hb City of Hope
CD114 (T-C) p° Hb  Brescia
CD115 (C—A) p° Hb  Hradec Kralove Czech
CD 125/126 (+CCA) p° Ruslar

CD126 (GIG-GGG) p° Hb  Neapolis
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Tablo 13: Poli A mutasyonlari ( 21 )

Mutasyon Tip Etnik Grup
AATAAA—AACAAA B* Amerikali zenciler
AATAAA—-AATGAA B* Akdenizliler
AATAAA—AATAGA p* Malezyalilar
AATAAA—A (-AATAA g Araplar
AATAAA—AAAA ( -AT) B Fransiziar

Tablo 14: Beta Globin geni Uzerinde belirlenen delesyonlar ( 21 ).

Mutasyon Etnik Grup Delesyonun yeri

12.6 kb delesyon Hollandalilar Tam beta geni

-27 kb delesyon Giney Dogu Asyalilar Tam beta geni

> 200 kb delesyon irlandalilar B geninin 3’ tarafi

619 bp delesyon Hintliler B IVS I’ nin sonundan

1393 bp delesyon

1605 bp delesyon
4237 bp delesyon

290 bp delesyon
44 nt delesyon

3400 bp delesyon
532 bp delesyon

Zenciler, ingilizler

Yugoslavlar
Cekoslavakiar

Turkler, Urdunltler

Yunanlilar

Taylandlilar

Amerikali zenciler

3' 209’ a kadar

Cap-484'den IVS |l 415’e

kadar

-985' den 1621 e kadar
B geninin 5" ucundan IVS

Il ninortasina kadar
-123' den IVS I'in 23.
Nukleotidine kadar
Cd 24'ten IVS-I-26'a
kadar

B genini igine alir

B geninin &' tarafini igine

alir
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8- BETA TALASEMININ KLINIK FORMLARI

Beta talasemi sendromlarindaki temel fizyopatolojik fenomen globin zincir
dengesizligidir. Beta zincir Uretim eksikligi sonucu fazla alfa zinciri tetramer
olusturamadigi igin kemik iligindeki gelisen kirmizi hticre énculeri igcinde ¢dkelirler.
Beta talaseminin klinik siddeti zincir dengesizliginin derecesi ile orantilidir. Beta geni
tzerinde meydana gelen mutasyon sonucu hi¢ globin sentezlenemiyorsa g% , az
sentezleniyorsa B* talasemi meydana gelir. p° talasemi de zincir dengesizligi fazla

oldugundan klinik olarak agir seyreder ( 31 ).

A- Beta Talasemi Tasiyicilan:

Bir beta talasemi ailesine sahip olan erigkin (B talasemi minor) klinik olarak
saghkhdir. Hematolojik karakterleri ise hipokromik, mikrositik eritrositler ve bazofilik
noktalanmadir. Bazi erigkinler hafif anemik olabilirler. Beta talasemi heterozigotun bir
énemli 6zelligi de HbA, seviyesinin normale gére yaklasik iki kat yOkselmesidir.
Vakalarin yarisinda HbF %1-5 arasinda ylkselebilir. Biyosentetik galismalar o/

globin sentez oraninin 1.5-2.0 arasinda oldugunu gdéstermistir (23,42,).

B- Beta talasemi Major:

iki beta talasemi geni taglyan homozigot veya gifte heterozigot vakalarda,
Beta globin zinciri hi¢ sentezlenmiyorsa buniara talasemi major denir. Beta talasemi
majoriu bebek dogdugunda normaldir, fakat alti aydan sonra bir yila kadar derin
anemi gelismektedir. Anemiye ek olarak kirmizi hicrelerde hipokromi, mikrositoz,

anizositoz, poikilositoz, polikromazik fragmantasyon, bazofilik noktalanma ve periferal
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kanda c¢ekirdekli eritrositler gortlmektedir. Ayrica hepatosplenomegali blylme
geriligi iskelet bozukluklari beta talasemi homozigotlarin en iyi Dbilinen
dzelliklerindendir. Transflizyona badimli olan hastaligin diger bir yénl de organizma
da fazla demir birikimidir. Son yillarda baslayan fazla transflizyon ve gelasyon
tedavisi ile fazla demirin atilmasi hastalari rahatlatarak daha uzun stre yagamalarini

mimkan hale getirmistir ( 8,16, 18 ).

C- Beta Talasemi intermedia:

Beta talasemi heterozigot ile agir beta talasemi homozigot arasindaki
dzelliklere ve klinik sendromlara sahip olan gruba beta talasemi intermedia denir. Bu
grupta hastalar taglyicilar ve majorlarla ayni spektrumda oldugu halde hastalarin
codu transfuzyon almadan normal Hb degerlerine sahiptirier. Son yillarda beta
talasemi intermediali hastalarda yapilan calismalar hastaliin patogenezini
aydinlatmigtir .

Talasemi intermediaya neden olan IVS-I-6 (T—C) homozigot mutasyonu
daha ¢ok Akdeniz Ulkelerinde goérllmektedir (22). Bazi ylksek HbF seviyesi beta
globin gen kUmesine bagli olamayabilir. Orta ve siddetli beta talasemi
mutasyonlarinin gift heterozigot gekilleri farkli fenotipler gésterebilirler. Bunlar giddetli
beta talasemi intermedia ile talasemia major arasindaki spektruma girerler ( 18 ). Alfa
gen triplikasyonu (ac/aoa ) ile beraber bulunan beta talasemi heterozigotlarda, zincir

dengesizligi arttidi igin beta talaseminin formu gibi klinik durum géstermektedir (8).
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D- Sessiz Beta Talasemiler:

Sessiz beta talasemi olgularinin hematolojik verileri (MCV, MCH ve HbA;,
HbF) normaldir. Bu nedenle normal tarama yodntemiyle belirlenemezler. Erigkin
tastyicilarda hafif derecede globin zincir dengesizligi vardir. Beta talasemi intermedia
[i hastalarin anne ve babasindan birinde bu durum gézlenirken, digeri HbA; * si
ylksek beta talasemiye sahip olabilirler (17). Dért Akdenizli ailede ( 3’ G Tark biri
Bulgar ) sessiz beta talasemi ye neden olan bir (-101 C—T ) mutasyon g&sterilmigtir
(21).Sessiz beta talasemi ye neden olan bu tar mutasyonlar bazi israil ve italyanlarda
da gosterilmigtir (41,42 ). Yapilan ¢alismalar bu mutasyonun transkripsiyonu negatif
kontrol eden proteini normale gére dokuz kez daha guglu baglayarak , beta globin

gen urinanu azalttigint géstermigtir ( 8 ).

E-inkliizyon Cisimli Beta Talasemi Mutasyonlar::

Cok dayaniksiz globin zincirlerinin neden oldugu talasemilerdir. Siddetli
heterozigot beta talasemi olarak belirlenen bu sendromlar talasemi intermedia gibi
fenotipik 6zellik gostermektedir. Belirgin derecede hemoliz ile beraber, bigimsiz
kirmizi kan hicrelerinde inklizyon cismi bulunmaktadir. inklizyon cisimli beta
talasemi ye neden olan mutasyonlar; Cod 94 ( +GT ) italyanlarda, Cod 109 ( -G )
Litvanyalilarda, Cod 123 ( -A ) Japoniarda, Codon 128/129 ( -GCTG ) ve Cod 132-
135 ( +AAAGTGGTGGC ) Irlandalilarda gézlenmigtir. Bunlar seyrek alleller olup
siddetli fenotiple beraberdir. Malaryaya kars! segici bir 6zellik géstermez. Genellikle
Beta talaseminin nadir oldugu toplumlarda ( Kuzey Avrupa, Amerika ve Japonya da )

bulunmustur. Inklizyon cisimli talasemilerin gogu ekson 3 teki mutasyonlarda
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g6zlenmistir. Normal globin zincirindeki H heliksinin yoklugu bu peptidin dayaniksiz

olmasini ‘saglar.

Proteolitik sindirim sonucu globin zinciri hucre iginde gabuk

¢okelmekte ve cokelen alfa zincirleri hiicre zarina zarar vermektedir ( 45 ).

9.BETA TALASEMININ PATOGENEZI

Asagidaki sekilde beta talaseminin patogenezi sematik olarak anlatiimak

istenmistir (Sekil 13) (18)

BETA ZINCIR SENTEZINDE EKSIKLIK

/

KK sayisinda ve Hb de azatma

Anisositoz, poikilositoz
hipokromi, mikrositoz

Intramediller, intravaskiler
ekstravaskiler, eritrosit harabiyeti

Anemij

Seksiicl geligmetle gecikme

Transfiizyon Ekstramediller

hematopoez

Eritropoczde
artma

~N

Alfa zincir birkimi

Eritrosit inkliozy onu

AN

Hepnlosplenmmgall

Spelenekloml

Demir absorb. artma  Kemik iliginin————3 Kemik deformiicleri,

talasemik yiiz, patolojik
atnhlar

Kalp yetmezligi, Divabet.
infeksiyon, KC vetmerligi

geniylemesi
1' Total vitcut demirinde
artma
Hepatit -~ Kalp adalesinde zedelenme
~ Pankreas isle (cell
zedclenmesi
~ KC zedelenmesi

Sekil 13: Beta talaseminin patogenezi (18)

32



10- B - TALASEMi MUTASYONLARININ POPULASYON OZELLIGI
A- :[3 - Talasemi mutasyonlannin Diinyada dagilim:

B Talasemi mutasyonlarinin dagilimi degisik sayidaki populasyoniari ve genis
bir alani kapsar. Bu populasyonlar ; Amerikan zencileri, Asya Hintlileri, ltalyanlar,
Yunanlilar, Ispanyollar, Turkler, Cinliler ve Taylandlilardir. En gok etkilenen gruplar
ise Akdenizliler, Cinliler, Gineydogu Asyalilar, Asyali Hintliler ve Afrika kdkenli
zencilerdir (22) ( Tablo 15).

Mutasyonlar populasyonlara 6zgudur. Birgok populasyonda mutasyonlarin
gercek spektrumu tamamiyla saptanmistir. Ornedin Yunanlilarda ve italyaniarda,
IVS-1-110 (G—A) B*, Codon 39 (C—T) B*, IVS-I-6 (T—C) B*, IVS-I-1 (G—A) B°,
IVS-1I-1 (G—A) B° ve IVS-I-745 (C—G) B* mutasyonlari yaygin olup bu bélgede
gérulen mutasyonlarin % 92 sini olusturmaktadir. Sicilyalilarda, IVS--110 (G—A) B*,
Codon 39 (C—T) B°® ve IVS-I-6 (T—C) B* mutasyonlar toplam mutant genlerin % 90’
nindan fazlasini olusturmaktadir. Kuzey Amerika da B Talasemiye neden olan
mutasyonlarin, Hintlilerde de yaygin oldugu bulunmustur.

IVS-I-5 (G—C) B*, mutasyonu Hintlilerde, Cinlilerde ve Malezyalilarda farkli oranlarda
bulunmustur( 22,29 ). IVS-1I-1 (G—A) B°, mutasyonu ayni sekilde Akdenizlilerde,

Amerikali zencilerde ve Kuzey Afrikalilarda farkli oranlarda bulunmustur (1).
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Tablo 15: Farkli Populasyonlardaki B Talasemi Mutasyonlarinin Dagilimi (%)( 22 ).

Mutasyon Sardinya | Sicilya | Yunanistan | Yugoslavya | Bulgaristan | Turkiye | Lubnan | Zencl | Hindistan [ malezya | Gin

68 (C—T) 21,1 1.9

87 (C—G) 1.7 3,9 0,6

-30 (T—A) 0.3 3,6 6,3

29 (AG) 55,2 9,5
28 (A—-G) 0.6

'cos(-cr) 1.1 47 1,2

CD6(-A) 22 29 1,2 47 0,3 26

CD8(-A) 0.6 54 65 | 6,0

CDs8/9(+G) 0.3 54 0,9 19,5

CD15(G—A) 4,8

CD 17 (A—T) 24 (278
CD 24 (T—A) 7,9

CD 29 (C—T) 1,2 8,0

CD 39 (C—T) 954 | 36.1 17.0 3,5 21,9 3.9 4,0

CDs 41/42 (-TTCT) 11,7 12,2 [ 421
CDs 71/72 (+A) 5,6

IVS-I-1 (G—A) 3.1 13.2 9,3 31 2,4

IVS-I-1 (G-T) 13,6 73

IVS-I-5 (G—C) 0,9 4,0 22,4 48,9

IVS-1-6 (T-C) 28.9 7.2 29,1 10,2 181 | 8,0

IVS--110(G—A) 04 |26.8 42.5 39,5 24,2 38,7 | 62,0

IVS-II-1 (G—A) 2,0 1,6 1,9 | 4,0

IVS-11-654(C—T) 7.3 7.9
IVS-II-745(C—G) 0.4 3.1 6,9 1,2 10,2 2,1 40

-619 bp delesyonu 21,5
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B- Akdeniz Populasyonlarinda Mutasyonlarin dagilhimi

Codon 39 (C—T) B° mutasyonu birincil olarak Italyan toplumunda
goérulmektedir. Bunun yaninda Bulgarlarda da sikga bulunmustur. IVS-1-110 (G—A)
B* mutasyonu Dodu Akdeniz Ulkelerinde gérilen bir Beta talasemi® mutasyondur ve
Sicilya da dért Beta talasemi kromozomunun birinde bulunmaktadir. Portekiz,
Yugoslavya ve Sicilya da yiiksek frekansa sahip olan IVS-I-6 (T—C) B* mutasyon,
Dogu Akdeniz de ise daha dusik frekanslarda gértlmektedir. IVS-1-1 (G—A) B°
mutasyonu ¢ogunlukla Yugoslavya, Kibris ve Yunanistan da goérulirken, IVS-II-1
(G—A) p° mutasyonu en sik Turklerde géralmastar. IVS-11-745 (C—G) B* mutasyonu
Yunanistan ve Bulgaristan da sik bulunmakta ve Dodu Akdeniz kiyilarindaki
populasyonlar da ise duguk frekanslarda bulunmaktadir (21, 22 ).Birkag mutasyon
spesifik olarak duguk frekanslarda bazi tGlkelerde bulunabilmektedir. Hafif klinik seyir
gosteren -87(C—G)B" mutasyonu Bulgaristan'da,-30(T—A)B"* mutasyonu Turkiye'de
bulunmaktadir. Codon 5,6,8 ve 8/9 B° mutasyonlari Bulgaristan ve Turkiye'de,
Codon 29 (C-T) p° mutasyonu Libnan da dustk frekanslarda géralmektedir

(Sekil 14)( 11,21,22,23,29, 33, 34).

C- Dogu Populasyonlarin da Mutasyonlarin Dagilimi

Dogu Asya populasyonunda diger birgok populasyonda oldugu gibi kendine
spesifik mutasyonlara sahiptirler(22). Doguda gérllen baglica mutasyonlar;-30
(T—C) B*, -30 (T—A) B’, -29 (A—G) B*, -28 (A—G) p*, +43 -40 (AAAC) B*, IVS-I-5
(G—C) B*, Codon 17 (A—T)p° Codon 43 (G—T) p° Codon 14/15( +G )p°, Codon

27/28 (+C) B°, Codon 41/42(-TTCT) p° Codon 71(+T) B°, Codon 71/72 (+A ) B°,
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00 ®

MUTASYONLAR TIP HAPLOTIP
Nonfonksiyonel mRNA
a) Anlamsiz Mutasyonlar

@ CODON 28 (C->T) BETA® Genel 11-1-1Xx-Vil

b) Frameshift Mutasyonlar-Dalesyon ve Eklemeler

© cooon ¢ (-ibp) BETA? Genel 1X-1-v
© covon & (-2op) BETA® Seyrek 1V
RNA MUTASYONLAR|
a) Yapisma Yeri Mutasyonlari
1VS1 pos.1 (G-A) DETA® Genel v
1VS1 pos.? (T-)G) d BETA® Seyrek =
1VS2 pos.l (GA) BETA® Genel 1
b) Konsensus Mutasyonlar .
1VS§) pos.d (G-T) - BETA Seyrek v-vil
1V§1 pos.§ (G-2C - BETA, Seyrak X
151 pos.§ (G-)A) BETA, Seyrek -
VSt pos.6 (T->C) BETA, Genel vi
1V§? pos.84) (G-T) BETA, Seyrek -
CODON 20 (C->C) BETA Seyrek -
) VS [gindeld Mutasyonlar
CODON 21 (G- T) Hb Knossos !
CODON 29 (C-T) BETA, Seyrek it
IVS] pos.110 (G-2A) BETA Genel -11-1%
{VS] pos. 114 (T-2G) BETA? Seyrek !
1V87 pos.108 (T->C) BETA, Soyrok V!
1V52 pos.148 (C->C) BETA Genel VIl
PROMOTOR BOLGE MUTASYONLAR}
Q -vion BETA Seyrek  VIII
DELESYONLAR
0 ~ 300bp BETA® Soyrek |

Sekil 14 : Akdeniz Ulkelerinde Beta geni (izerinde meydana gelen
degisiklikler. (9)
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baslatici kodon olarak ATG-AGG p° Cinlilerde.-31(A—G)B", IVS-1-130 (G—C)p°,
IVS-1l-848 (C—G) B*, Codon 24(T—A) B*,Codon 54(+G) B°,Codon 90(G—T) B°
Codon 110 (T—C) B° Codon 121 (G—T) B°, (ATG—GTG) p°, (ATG—AGG) B° ve
Codon 127/ 128 (-AGG ) p° ,Japonlarda, -32 (C—A) B*, Tayvanlilarda, Codon 26
(G—T) p°,Codon 35 (C—A) B, Codon 41 ( -C ) °, Codon 95 ( +A ) B° ve Codon 123-
125 ( -ACCCCACC ) p°, Taylandlilarda bulunmaktadir. Korelilerde ise baglatici kodon

(ATG—AGG) B* * dir (11,21,23,29, 45)

D- Ender Bazi Mutasyonlar

Baslatici kodondaki  (T—C) p° mutasyonu, promotor yéresindeki —101
pozisyonunda gérialen (C—T) B* mutasyonu ender goérilen mutasyonlardandir.
IVS-I-5 (G—A) p* mutasyonu Turkiye'de IVS-I-5 (G—T) B* mutasyonu Yunanistan ve
Turkiye'de, bir Poli A mutasyonu olan (A—G) B* Yugosiavya, Bulgaristan ve Malezya

da bulunmaktadir. (22).

E- Tirkiye’deki B Talasemi Mutasyonlarinin Dagilimi.

Turkiye deki B Talasemi mutasyonlari genis bir spektrum géstermektedir .Alti
tane gok sik rastlanan mutasyon géralmusgtar. IVS--110 (G—A) B*, IVS-1-6 (T—C) B*
, Codon 8 ( -AA) B°, IVS-I-1 (G—A) B°, -30 (T—A) B* ve frameshift kodon 5 ( -CT )
g% dir (5,22).

B* ve B° talasemiye neden olan 17 mutasyon bulunmugtur. (5).

En sik gorllen bu 6 mutasyonun frekansi genlerin % 69,3 Gdur. % 2’ nin
tzerinde siklikta gortlen 10 mutasyon tium mutasyonlarin %81,9' unu olusturur.
Bunlarin siralamasi ise; IVS-I-110 (G—A) B* % 42,2 IVS-I-6 (T—-C) B* % 10.0,

Codon 8 ( -AA) B° % 4.9, IVS--1 (G—A) B° % 4.5 , -30 (T—A) B* % 4.0,
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Fsc 5 ( -CT) B° % 3.7 , codon 39 (C—T) B® % 3.7 , IVS-lI-1 (G—A) B® % 3.5,
Codon 8/9 ( +G ) B° %3, IVS-II-745 (C—G) B* % 2.4 dur. -87 (C—G) B* % 1.4 ve
IVS-1-5 (G—C) B* mutasyonu % 1.2 arasinda gérilmuastar. 5 mutasyon ise yalnizca
bir veya iki kromozomda bulunmusg ve bunlarnin insidansi % 1’'den azdir. (Tablo 16)
(5,11,22,23,38 ).

Akdeniz populasyonlarinda goérilen 44 tip mutasyonun ana grubu olugturdugu
rapor ediimigtir. Bu mutasyonlar farkl bélgelerde farkl frekanslarda gézlenmis ve
mutasyon tiplerinin frekansinin bir Glkeden digerine ¢ok farkli dagilim gésterdigi
vurgulanmistir ( 21,22).

Tarkiye, beta talasemi agisindan ¢ok buylk molekuler heterojenlik
gOstermektedir. Simdiye kadar 17 farkh mutasyon gdésterilmistir. Halbuki diger
Ulkelerdeki beta talasemi ile ilgili galigmalar, bu populasyonlarin bir gogunda yalnizca
birkag mutasyonun ( 6 veya daha az ) beta talasemi mutasyoniarinin % 90’ dan
daha fazlasini icerdigi gésterilmistir. TUrkiye de ise beta talasemi nin 10 mutasyonu
sadece % 81.9 oraninda bulunmaktadir. Nadir gérilen 7 mutasyon ise % 3.9’ luk bir
orani igcermektedir. Geri kalan ve yaklagik 14.2 lik bir grup ise bilinmeyen
mutasyonlar olarak gruplandiriimigtir. 5 ).

Diger dogu Akdeniz Glkelerindeki gibi Turkiye' de de en yaygin mutasyon IVS-
1-110 (G—A) B mutasyonudur. Bu mutasyonun Turkiye’ deki tim beta talasemi
mutasyonlari igindeki orani % 42.2 dir. Sik rastlanan diger mutasyonlar ise IVS-1-6

(T—C) B* ve Cd 8 (G—A) B° dir. Bu iki mutasyonun frekansi ise % 41.9 dur. (5)
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Tablo 16: Turk Populasyonundaki 17 farklh B Talasemi Mutasyon Siklidi ( 5 ).

Mutasyon Tip %
IVS-1-110 (G—A) p* 42.2
IVS-1-6 (T-C) B* 10.0
FSC8 (-AA) p° 4.9
IVS-1 -1 (G—A) p° 4.5
-30 (T-A) B* 4.0
FSC5 (-CT) p° 3.7
Cd 39 (C—T) pe 3.7
IVS-1I-1(G—A) p° 3.5
FSC 8/9( +G ) g° 3.0
IVS-11-745(C—G) B* 2.4
-87 (C—G) B* 1.4
IVS-I-5(G—C) p* 1.2
FSC6 (-A) p° 0.5
Cd 27 (C-T) g* 0.2
-101 (C-T) g* 0.2
-28 B* 0.2
IVS-1-116(T—G) p° 0.2
Bilinmeyen 14.2

Toplam 100.0
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MATERYAL VE METOD

A.CIHAZLAR

1-Coulter counter

2- Otomatik Pipet

3- Microsantrifyj
4- Sogutmal Santrifdj
5- Santrifgj

6- Kar makinasi

7- Speed vac concentrator

8- Thermo-cycler

9- Minigel elektroforez
10-Jel kurutma cihazi
11-MP4 kamera

12-Film Banyo makinasi
13- Ultrasonic banyo
14-Spektrofotometre

15-pH metre

B.KiMYASAL MADDELER

1-Kati maddeler
e Proteinaz K

e Amonyum Klortr

e Amonyum Bikarbonat

e Agaroz
e Etidium Bromur

e NaCl

Coulter T-890

Gilson 20,100,200 A

Fischer 235 B
Sorvall RC-2B
Centrikon T-124
Scotsman AF-10
SVC 100 H

Perkin Elmer Cetus
Pharmacia GNA-100
Drygels model SE1160
Polaroid MP4 land
Kodak XOMAT M20
Bronson 2200
Shimadzu UV-120-02

Beckman century SS-1

Sigma P 6556
Sigma

Sigma

Bio-RAD 162-0126
Sigma E 8751

Sigma



KClI
Tris HCI Ph:7.5

EDTA Naz

2.SIVI MADDELER

HbA kiti
Taq Polimeraz

Mineral oil

Sigma
Sigma

Sigma

Isolob
Perkin elmer Cetus Amli Taq

Sigma M 5904

Deoksi Adenozin trifosfat (dATP) Sigma D-4788

Deoksi Sitozin trifosfat (dCTP)  Sigma D-4913

Deoksi Guanozin trifosfat (dGTP) Sigma D-5038

Timidin Trifosfat

Fenol

C.MATERYAL TOPLANMASI

Kan ornekleri Dicle Universitesi Tip Fakultesi i¢ Hastaliklari Anabilimdali ve

Cocuk Hastaliklar Poliklinigine kontrol amaciyla gelen Beta Talasemi major tanisi

Sigma T-9656

Baker 2859-01 500 ml

konmus, cesitli yaglarda devamh kan transflizyonu géren hastalardan alinmisgtir.

Kan Transfizyonu yapilmadan énce her hastadan 5 er ml olmak Uzere

toplam 10 ml EDTA’ i kan alinmigtir. Alinan bu kanlar buzdolabinda 4° C' de

korunmusgtur.

Alinan bu kan érneklerinin daha sonra termos igerisinde toplandiktan hemen
sonra Adana Gukurova Universitesi Tip Fakiltesi Biyokimya Anabilim Dalina

géturtlerek kanlarin hematolojik testieri yapildi ve hemen takibinde DNA'lari izole

edildi (28).

41



D.ANALIZ YONTEMLERI

1.COULTER

EDTA’' |1 tlplere toplanan kanlar yavas yavas birkag defa karistirilarak
Homojen hale getirildikten sonra Coulter Sysmex AX 100 cihazinda hematolojik
parametreler ( RBC, Hb, Hct, MCV, MCH, MCHC ) saptandi.
2.LOKOSITTEN DNA [ZOLASYONU (28)

a- Prensip

EDTA'’ I tiplere alinan kanin, plazmasi uzaklastirarak sekilli elemanlar ytkanir.
Eritrositler hemoliz edilerek saf 16kosit elde edilir. Proteinaz K ve STE ile muamele
edilen l6kositlerin hucre zari pargalanarak proteinler hidroliz edili. Bu homojen
karisim fenol ile ekstre edilerek sulu fazda bulunan DNA alkol ile ¢gbkertilir.

b- Fenol- Kloroform-izoamil Alkol Yéntemi

Ayiraglar

5X Retikulosit salin Cozeltisi
e 0.13 M NaCl 40.1 g/
e 5mmKCL 1.85 g/l
e 7.4mmMgCl..6H,0 6.16 g/l

Bir litre saf suda ¢6zGldl ve kullanilacagi zaman 1/5 oraninda saf su ile sulandirildi.

Pargalayict ( Lysing) ¢ozeltisi.
e Aonyum Kiorar 7.14 g/l

¢ Amonyum Bikarbonat 0.070 g/

Bir litre saf suda ¢dzduraldu.
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STE Gozeltisi.
" e Tris HCI (pH:8.5) 10.0 mM
e NaCl 100.0 mM
o EDTANa; 1.0 mM

Bir litre saf suda ¢ézduraldu.

% 10’ luk Sodyum Dodesil Siilfat (SDS)

e 100 g/ Distile Su

Proteinaz K (10mg/mL)
e Proteinaz K 25mg / mi

e Tris HCL(pH:7.5) 2,5mi

Fenol Gozeltisi.

DNA asidik pH'da organik faza ayrisacagindan fenol kullaniimadan énce
PH:7,8 e dengelendi. —20°C’'den ¢ikarilan fenol oda sicakhgina geldikten sonra
68°C’de eritildi. Erimis fenole egit hacimde tampon ( 0,5 M Tris.HCI , pH:8.0 20°C'de)
eklendi. Manyetik karistiricida 15 ‘ karigtirilip tst fazi aspire edildi. Fenolik fazin pH’si
7.8'den fazla oluncaya kadar isleme devam edildi. Fenol dengelendikten sonra son
akéz faz uzaklagtinldiktan sonra %2'lik g-Merkaptoetanol igeren 0.1 hacim 0.1 M

Tris,HCI (pH:8.0) eklendi. Ve bdylece fenol ¢dzeltisi hazirlanmig oldu.
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Fenol:Kloroform:izoamil alkol Gozeltisi. (25:24:1)
Esit hacimlerde dengelenmis fenol ve kloroform:izoamil alkol ( 24:1 ) iceren
karisim nukleik asit preparasyonlarindan proteini uzaklagtirmak igin siklikla kullanilir.

Kloroform proteinleri denatiire eder ak6z fazla organik fazin ayrilmasini saglar.

e Fenol 25 hacim
¢ Kloroform 24 hacim

e jzoamil alkol 1 hacim

% 70’ lik Etil Alkol

Saf Etil Alkol

TE Tamponu
e Tris.HCI (pH:7,5) 1mM

o EDTA 1Mm

c-Yontem

1- EDTA'LW tam kan 2500 g de 15 dakika santrif(j edilip, plazmasi
ayristirilmistir.

2- Elde edilen ¢okelti 50 mL' lik plastik tuplere aktarilarak Gzerine yaklagik 30
mL (10 mL tam kan igin) retikGlosit salin ¢ozeltisi eklenmigtir. 2500 g’ de + 4°C ‘ de
santrif(j edilerek stpernatan atilmistir.. Bu islem 3 kez tekrarlanmigtir.

3-Cokeltiye 3 hacim soguk lysing ¢ozeltisi eklenerek 15 dakika sogukta buz
icinde bekletilmistir. Daha sonra bir yada iki kez 2500 g’ de 15 dakika daha santrifyj

edilip eritrositlerin pargalanmasi saglanmigtir.
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4- Eritrositi pargalanmig olan materyalin stpernatan atilip, ¢bkeltiye bu kez
(10 mL tam kan igin ) 19 mL soguk STE gozeltisi, 1/20 olacak sekilde % 10’ luk SDS’
den 1 mL ve 100 yl olacak sekilde ( 200 ul ) Proteinaz K eklenmigtir. Hafifce
karistirilip su banyosunda 37°C’ de bir gece bekletilmistir. Ertesi gun bakildiginda
eger tupteki karigim homojen degilse homojen oluncaya kadar su banyosunda
37°C'de bekletilmistir.

5-Homojen materyale, kendisi kadar doymus fenol eklenerek 2500 @' de
+4°C’ de santrifiyj ediimigtir.

6- Ust faz (Sivi Faz) bagka bir tipe alinarak bu islem birkag defa tekrarlanarak
Ust faz baska bir tipe alinmigtir.

7- Bu asamada ise fenol-kloroform-izoamil alkol karisimindan egit hacimde
eklenerek 2500 g' de 15 dakika bir kez daha santrifljj edilmigtir.

8- Ust faz dikkatlice bir erlen deki saf etilalkole aktariimigtir. Alttan fenol
alinmamas! onemlidir ve DNA ¢okunceye kadar yavasca karnstirilmigtir. Birkag
dakika icinde ise DNA’ nin 6nce hava kabarcidi seklinde daha sonra ipliksi bir yapi
alarak ¢oktugu gézlenmistir.

O- |pliksi géranim alan DNA pastér pipeti yardimi ile ependorf tupine
aktariimigtir. Ependorf tiptnde DNA % 70'lik alkolle yikanmis ve yikanan bu DNA
santrifljj edilerek igindeki alkol ugurulmustur.

10- Bu gekilde yikanan steril DNA tipundeki pellete gére steril TE tamponunda
¢obzduraimustar ( 28 ).

11-Bu agamada artik elde edilen DNA’ nin derigimi hesaplanmigtir. 20ul DNA,
600yl ‘ ye TE ile seyreltilmis, 260 nm ve 280 nm dalga boyunda spektrofotometre ile

optik dansitesi okunmustur.
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d- Hesaplama
DNA derigimi (ul / mL) = OD X Seyreltme Faktéri X 50
pl/mL =0D X 20 X50

50=1 cm 11k yollu kiivette 1 OD’ ye karsilik gelen ul / mL biriminden DNA miktari.

3.Polimeraz Zincir Reaksiyonu( PCR ) ( 28 ):

a-PCR’ In prensibi:

Lokositlerden veya daha degisik materyallerden elde edilen DNA’ larin,
amagclanan bir yéresinin, in vitro olarak sentezlenmig, 6zel baz dizileri ( Primerler )
yardimi ile yaklagik olarak milyon kez g¢ogaltiimasidir. in vitro sartlarda DNA
parcasinin sentezlenmesinde primerler, in vivo replikasyonda RNA polimeraz
tarafindan yapilan baslatici DNA dizisi gérevini, TAQ polimeraz enzimi in vivo
sentezdeki DNA polimeraz gérevini yaparak istenilen DNA béigesinin 10° kez

cogaltiimasini saglamaktir.

PCR igin gerekli ayirag ve geregler

PCR igin gerekli ayiraglar.

Ayirac PCR' da Kullanimi
Taq DNA Polimeraz Primer uzamasini katalize eder
Oligonukleotid DNA kalibindaki enzimatik uzamayi baslatir

DNTP’ ler HPLC safhiginda

(dATP, dCTP, dGTP, dTTP) Enzimatik uzama igin gereklidir
Slikon, steril mikrosantrif(j

tupleri ( 0,5, 0.2 pl’ lik) PCR'’ | saglamak

ince, Steril Mineral oil Tepkimeyi buharlagsmadan korur.

Saf steril su
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Pipet uglar Kontaminasyonu engellemek i¢in

Steril eldiven Kontaminasyon ve DNAaz dan korumak igin
Etidium Bromit Jeldeki PCR Uriinuna belirlemek igin
Bromfenol mavisi, ksilen siyanol Jele gozelti yuklemek igin

PCR igin gerekli araglar.

Arac PCR’ da Kullanimi

DNA Thermal Cycler PCR’ 1 otomatiklegtirir.

Mikrosantrifyj TUpln tabanindaki tepkimeyi yogunlagtirir.
Otomatik Pipetler Tepkime bilesenlerini karigtirir.

-20°C’ lik Derin Dondurucu Ayiraglari saklamak

Analitik terazi Ayira¢ hazirlamak

Agaroz jel elektroforez sistemi jelin analitik incelenmesi

UV Transluminatér jelin analitik incelenmesi

IN VITRO AMPLIFIKASYON'

oligo A

ofigo A * PCRDONGOSO ofigo B
/ oligo B

PCR DONGUSU . =, =

1. DENATURASYON
2. PRIMER ANNEALING
3. ZINCIR UzAMASI

20 DONGU = 10%«

Sekil 15: PCR Déngusunin Sekilsel Olarak Gésteriimesi ( 28 ).
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Polimeraz Zincir Reaksiyonunda Kullanilan Sikluslar:

Denaturasyon:( Denaturation)

Bu agsamada 940C’ de 1.00 dakika, genomik DNA’ nin gift sarmal zincirinin
acilmasi saglanmigtir.

Yapisma : (Annealing )

Bu asamada 650C’ de 1.00 dakika primerlerin DNA zincirlerine yapigmasi
saglanmaktadir.

Zincirin Uzamasi: ( Extension )

Bu agamada 720C’ de 1.30 dakika suUreyle agiimis olan DNA zincirlerinin 3'
uglarina 5’ uglari ile yapigan primerlerin ug kismina (5 den 3’ ne dogru ) TAQ
polimeraz enzimi yardimi ile ortamda bulunan dNTP’ lerin baglanmasi saglanmistir.
Genomik DNA kalip olarak kullanilip, primerlerin ucuna 3'-5' fosfodiester bag ile
baglanarak DNA zincirinin uzamasi sadlanmigtir. Bu U¢ basamak 25 kez

tekrarlanarak istenen DNA yéresi milyon kez gogaltiimigtir.

b- AMPLIFICATION REFRACTORY MUTATION SYSTEM (ARMS)

Prensip.

Bu teknik blotting, hibridizasyon ve radyoaktivite gerektirmeden molekuler tan
olanadi sagdlar. Reaksiyona 6zgun primerler kullanilarak mutasyonun varhigi hakkinda
bilgi sahibi olunur. Klasik PCR’ da iki primer ile amplifikasyon yaptlir iken bu teknikte
dort primer kullanilmistir. Deney kosullarinin dogrulugunu gdéstermesi amaciyla
kullanilan iki primer, kontrol amplifikasyonu igindir ve her deneyde kullaniimistir.
Diger iki primer ise mutasyonun varli§i veya yokiuguna &6zgin amplifikasyonu

gdstermektedir ve tani igin gereklidir.( 28 )
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Ayiraglar

Stok Cozeltiler

e 2MKCI 14.91 g/100 ml
e 1MTris.HCI, pH 8,3 12.11 9/100 ml
e 1M MgCl, . 6hy0 20.33 g/100 mi

Bu karisim +4°C’ de saklanmistir.

10X Cetus Tamponu
e 2MKCI 1250 pt
e 1M Tris.HCI 500 ul
e 1M MgCl 75 ul
e Jelatin 5mg
e Steril distile su 3200 ul
Toplam Hacim 5025 ul

Jelatinin erimesi icin 37°C’ de bekletilmistir.

PCR Kanigimi ( 4 mL)

e 10X Cetus Tamponu 500 pl
e Steril Distile Su 3096 ul
e 1,25mM dNTP karisimi 400 ul (Herbiri igin 100 ul )
¢ 1 M Spermidin 4 ul
Toplam Hacim 4000 pl
dNTP Kangimi

dNTP’ lerin ( dATP, dCTP, dGTP, dTTP) her birinden ( 100mM'’ 11k stoktan) 60

ul alinip Gzerine 4740 pl steril distile su eklenerek 1,25 mM' lik gbzelti hazirlanmigtir.
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Primerler

Primerler 5 pm/ ul olacak sekilde sulandirilir. Kullanilan primerler tablo 17 'de

gOsterilmistir.

Tablo 17 : ARMS' da Kullanilan Primerler

Mutasyon
Bdblgesi

Z
[S)

MUTANT

1V8-1-110

40

15

16

3N

IVS-I-1

42

15

16

30

Cd 39

47

15

16

30

Cds

54

15

16

31

IVS-I-6

46

15

16

30

-30

57

15

16

31

IVS-11-745

50

16

16

0 (N[O | [ [N |=

IVS-11-1

49

156

16

30

Amplifikasyonda Kullanilan Primerlerin Baz Dizileri:

Kontrol Primer  (15)
Kontrol Primer  (16)
Ortak Primer (30)

Ortak Primer (31)

IVS-I-110 Mutant (40)
IVS-I-1 Mutant  (42)
IVS-I-6 Mutant  (46)
IVS-lI-1 Mutant  (49)
IVS-11-745 Mutant (50)

Cd 39 Mutant  (47)

S0

5-ACC TCA CCC TGT GGA GCC AC-3’

5-CAA TGT ATC ATG CCT CTT TGC ACC-3

5-GAG TCA AGG CTG AGA GAT GCA GGA-3

5'-CCC CTT CCT ATG ACATGA ACT TAA-3’

5-ACC AGC AGC CTA AGG GTG GGA AAATAG ACT-3
5-TTAAAC CTGTCT TGT AAC CTT GAT ACG AAT-3
5-TCT CCT TAAACC TGT CTT GTAACC TTC ATG-3
5'-AAG AAA ACA TCA AGG GTC CCA TAG ACT CAA-3
5-TCATAT TGC TAA TAG CAG CTA CAATCC AGG-3’

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




50X AGB Tamponu, ph 8,3
e '2M Tris.HCI 242.28 gl
e 1M Sodyum Asetat.3H,O 136.08 g/l
e 10mM EDTA-Na? 3.72g/l

Saf su ile litreye tamamlanip pH si ayarlanmigtir.

c- Protokol

Cozelti Miktar

PCR Karisimi 20 ul

Primer A 1ul (5 pmol)
Primer B 1l (5 pmol)
Ortak Primer 1 ut (5 pmol)
ARMS Primer 1ul (5 pmol)
DNA 1 ul (0,3-0,5)
Taq Polimeraz Enzimi 0,50 (0,1ul)
Toplam Hacim =25 ul

d- PCR Programi

94°C—» 1 dakika
65°C— 1 dakika —>25 Dongll
72°C— 1,5 dakika

72°C— 3 dakika = 1 Déngl
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e- Yontem
Son hacim 25 pyl olacak sekilde hazirlanir. 25 déngl yapildiktan sonra 3
dakika da 72°C’ de polimerizasyon igin birakilir ve amplifiye edilen érnekler % 4'ltk

Nusieve agaroz jelinde elektroforez ile kontrol edilir.

ARMS Yontemi ile Mutasyonlarin Saptanmasi ( 28 )

Amplifikasyonlar ARMS yoéntemi ile gergeklestirilmistir. Bu ydntemde
amplifikasyondan sonra direkt olarak elektroforez yéntemi ile, bagka bir isleme gerek
duyulmadan mutasyon tipleri tespit edilebilmektedir. ARMS yéntemi ile amplifikasyon
yapilirken her 6rnek igin hazirlanan tiplere kontrol primerler, ortak primerler ve
mutant diziye sahip primerler ilave edilerek amplifikasyon yapilmigtir. Béylece her
tupe 4 primer ilave edilerek amplifikasyon gergeklestirilmistir. Bu primerlerden ikisi
( 15 — 16 nolu primerler ) deneyin glvenilirli§i bakimindan gerekli olan primerler diger
iki primerler ise hangi mutasyon saptanacak ise o mutasyonun baz dizisini igeren

primer ile bunun karsihigi olan primerdir ( 35).

Mutasyonlar gosterebilmek amaciyla yapilan ARMS yéntemi i¢in asagidaki
caligma sirasi izlenmigtir.

1-) Calisilacak 6rnek kadar eppendorf tupleri alinmig ve Uzerleri sirasiyla
hasta sayist kadar ve —K , +K olacak gekilde siniflandiriimigtir.

2-) Daha sonra ayri bir eppendorf tpt ¢calisma havuzu olarak hazirlanmistir.

3-) Galisma havuzu olarak adlandirilan eppendorf tlpunin igine yukarida

anlatilan PCR karigimindan 20 ul , iginde kullanilacak 4 ayri primerden 1 er yl olacak
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sekilde hazirlanmig primer karisimindan 4 uyl , Taq polimeraz enziminden 0.1 pl
konulmustur.

4-) Hastalar igin ayrilan tUplere ise sirasiyla her tupe hastanin énceden
purifiye edilmis DNA' sindan 1 ul birakilmistir. =K olarak alinan eppendorf tliptne
normal bir insan DNA'si, +K olarak alinan eppendorf tiplne ise ¢alisilacak
mutasyonu tagiyan bir insan DNA' st 1’ er yl olacak sekilde birakilmigtir.

5-) DNA'’ lan intiva eden tuplerin Gzerine toplam 24.1 ul olacak sekilde PCR
karigimi birakiimigtir.

6-) Toplam 251 ul hacme sahip olan tlplerin Uzerine buharlagmay
engellemek amaciyla birkag damla mineral yag birakiimistir.

7-) Agizlari sikica kapatilan hazirlanmig olan tlpler 6nceden g¢alisma
protokoll hazirlanan PCR’ a birakilarak amplifikasyonu saglanmistir.

8-) PCR sonunda amplifiye edilen érnekler brom fenol boyasi ile boyandiktan
sonra 150 voltta 20 dakika agaroz jel elektroforezinde yurtaimastar.

9-) Hazirlanan jel etidium bromide boyasi ile boyanan jel saf suda yikandiktan
sonra U.V. igik altinda incelenmistir.

10-) U.V. isik altinda fotograflari ¢ekilen jeller gésterdikleri mutasyonlara gére
siniflandiriimigtir.

A.IVS-1-110 Mutasyon saptanmasi igin Amplifikasyon Ayiraglar

DNA 0,5 ui

Kontrol (15) 1 ul (5 pmol)
Primerler (16) 1ui(5pmol)
Mutant Primer (40) 1 ul (5 pmol)
Ortak Primer (30) 1 ul(5pmol)
PCR Karigimi 20 yl

Taq Polimeraz 0,1u(05U)

Toplam Hacim =25 ul
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B.IVS-I-1 Mutasyon Saptanmasi igcin Amplifikasyon Ayiraglan

DNA 0,5 ul

Kontrol (15) 1 ul (5 pmol)
Primerler (16) 1 ul (5 pmol)
Mutant Primer (42) 1 (5 pmol)
Ortak Primer (30) 1 ul(5pmol)
PCR Karigimi 20 ul

Taq Polimeraz 01u(050)
Toplam Hacim =25 ul

C.Cd 39 Mutasyon Saptanmasi igin Amplifikasyon Ayiraglari

DNA 0,5 ul

Kontrol (15) 1l (5 pmol)
Primerler (16) 1l (5 pmol)
Mutant Primer (47) 1 ul (5 pmol )
Ortak Primer (30) 1 ul (5 pmol)
PCR Karisimi 20 ul

Taq Polimeraz 0,1u(050)
Toplam Hacim =25 ul

D.Cd 8 Mutasyon Saptanmasi igin Amplifikasyon Ayiraglari

DNA 0,5 ul

Kontrol (15) 1 ul (5 pmol)
Primerler (16) 1 ul(5pmol)
Mutant Primer (54) 1 ul ( 5 pmol )
Ortak Primer (30) 1 ul (5 pmol)
PCR Karisimi 20 ul

Tagq Polimeraz 01u(050)
Toplam Hacim =25l
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E.IVS-1-6 Mutasyon Saptanmasi igin Amplifikasyon Ayiraglan

DNA 0,5 ul

Kontrol (15) 11 (5 pmol)
Primerler (16) 1 ul(5pmol)
Mutant Primer (46) 1 ul (5 pmol)
Ortak Primer (30) 1 ul(5pmol)
PCR Karisimi 20 ul

Taq Polimeraz 0,1ul(05U)
Toplam Hacim =25 ul

F.- 30 Mutasyon Saptanmasi i¢in Amplifikasyon Ayiraglan

DNA 0,5 ul

Kontrol (15) 1 ul (5 pmol)
Primerler (16) 1 ul (5 pmol)
Mutant Primer (57) 1 ul (5 pmol)
Ortak Primer (31) 1 ul (5 pmol)
PCR Karigimi 20 i

Taq Polimeraz 0,1u(05U0)
Toplam Hacim =25 pl

G.IVS-II-745 Mutasyon Saptanmasi igin Amplifikasyon Ayiraglarn

DNA 0,5l

Kontrol (15) 1 ul(5pmol)
Primerler (16) 1 ul(5pmol)
Mutant Primer (50) 1 ul (5 pmol)
Ortak Primer (2) 1 (5 pmol)
PCR Karigimi 20 ul

Taq Polimeraz 01u(050)
Toplam Hacim =25l
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H.IVS-II-1 Mutasyon Saptanmasi igin Amplifikasyon Ayiraglar

DNA 0,5ul

Kontrol (15) 1 pl (5 pmol)
Primerler (16) 1 ul (5 pmol )
Mutant Primer (49) 1 ul (5 pmol )
Ortak Primer (30) 1 ul (5 pmol)

PCR Karigimi 20 ul
Taq Polimeraz 0,1u(050)
Toplam Hacim =25yl

Yukarida gésterilen karisimlar daha sonra PCR’ a yerlestirilmis ve protokole gére
calisiimistir.
Yéntem
Amplifikasyon igin hazirlanan
20 p1 PCR mix
1 ut ARMS Primer
1 pl ortak Primer
1 yl 8mutant primer
1 pl 3’ mutant Primer
0.1 pyl Taq polimeraz
1 ul DNA
PCR' a yerlestirildi
PCR'da
94°C'de 1 dakika
65°C'de 1 dakika
72°C'de 1" dakika 25 déngl yaptiriidiktan sonra,

72°C’de 3 dakika dongl yaptirildi.
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PCR isleminin tamamlanmasindan sonra Agaroz jel elektroforezine konarak

yaratme islemi baglatildi.

5- Agaroz Jel Elektroforezi

a- Prensip
DNA pargalarinin, elektriksel alanda anoda go¢ etmesi prensibine dayanir.

Ayrica DNA pargaciklarinin kag baz giftinden olustugu elektroforez ortamina konan

igaretler ile tespit edilmigtir.

b- Kullanilan Gozeltiler

%1 agaroz + %1 Nusieve agaroz :

1 gram agaroz + 1 gram nusieve agaroz , 100 ml 1XAGB tamponunda

gozdurilerek mikrodalga firinda eritilmigtir.

50XAGB Tamponu:

Tris 242,28 g
NaAC 3 H20 136,08 g
EDTA; Na 3,72¢g
Glasiyel asetik asit 60 ml

1 litre saf suda ¢6zdurild ve pH 8,3’ e ayarlandi
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10XTEA Tamponu:

Tris 1938 ¢g
NaOAc 65,6 g
NaCl 42,08 g
EDTA; Na 29,76 g

4 litre saf suda ¢ézduraldu ve pH 8,3’ e ayarlandi.

Loading Tamponu:
% 0,25 Brom Fenol Mavisi, % 40 sukroz 1XTEA tamponunda

¢6zdaraldu ve pH 7,5 olarak ayarlandi.

Ethidium Bromide:
5 mg/ml olacak sekilde distile su ile hazirland.
c- Yontem:

% 1 agaroz + %1 Nusieve agaroz 50-60°C’ ye kadar sogutulduktan sonra jel
kabina dékiildii ve donana kadar oda i1sisinda bekletildi. Jele 20 ul amplifiye edilmis
DNA ve 2 ul loading tamponu ilave edildi.

Elektroforez 100 voltta saat, 1XAGB tamponuyla gergekiestiriimigtir.
Elektroforez sonunda Ethidium Bromide Boyasi ile birkag dakika boyandiktan sonra
ultraviyole igik altinda incelenmis ve yurGtulen bantlarin fotografiari gekilmistir.
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BULGULAR

Ornekler, Dicle Universitesi Tip Fakiltesi Gocuk Saghg ve Hastaliklari Ana
bilim Dali'ndan mutasyon talasemi mutasyon taramasi yapiimak amaciyla alinmigtir.
Daha éncede Beta talasemi major tanisi konmug 36 6rnegin mutasyon tipleri ARMS
yéntemi ile saptanmigtir. Bu kisilerden 10 ml EDTA’ I kan alinarak I6kosit DNA's
izole edilmis ve daha sonra ARMS yontemi ile &6rnekler amplifiye edilerek
mutasyonlari saptanmisgtir.

Mutasyonu saptanan 36 érnedin hematolojik verileri tablo 18 de gdsterilmistir.

DNA' lari klasik yéntemle izole dilen 6rneklerin verimieri ise spektrofotometre
de, 260 ve 280 nm’ deki absorbansiarinin tek tek 6lgtlerek 260 nm/ 280 nm oraniyla
da bulunmustur. Daha sonra Konsantrasyonlari tespit edilmistir. Ornek DNA'larin
verimleri ve konsantrasyonlari Tablo19 'da verilmistir. Elde edilen DNA larin verimleri

1,3 ile 1,6 arasinda bulunmustur.

Bu islem asagidaki yontemle tespit edilmigtir.

Konsantrasyon : Verim X Sulandirma Orani X 50
OD-260 1000

Konsantrasyon : X X580
OD-280 20

DNA érnekieri % 0,8 lik agaroz je! elektroforezi ile kontrol edilmigtir. Genomik
DNA'lar kullanilincaya kadar —20°C’de saklanmigtir.
DNA érnekleri ARMS yéntemiyle Cukurova boélgesinde yaygin olarak gorulen

mutasyonlarla galigildi. IVS-1-110 (G—A) B*, IVS-I-1 (G—A) 2, Cd 39(C—-T) p°,
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IVS-1-6 (T—C) B*, IVS-ll-1 (G—A) B°, IVS-lI-745 (C—G) B*, Cd 8 (—A) p° 1-30
(T—A) B": olarak galigilan mutasyonlar Gukurova bélgesi érnek alinarak galigiidi.

Amplifiye edilen érnekler % 1 Neusieve agaroz + %1 agaroz jelde yuratulerek
Ethidium Bromide ile boyanmis ve ultraviyole 1sik kaynag altinda g6rinar hale
getirilmis ve bu bantlar filme alinmistir. Sonunda elimizde bulunan 36 érnegin Beta
talasemi mutasyon tipleri tespit edilmigtir. (Tablo 20 ).

Bu tabloya gére 36 érnedin 10’'unun mutasyonu IVS-1-110 (G—A) B, 1" inin
IVS-1-1 (G—A) B°, 1'inin Cd 39(C—T) B°, 4Unun IVS-1-6 (T—C) B*, 3'Gnin IVS-II-1
(G—A) B° 2 ’inin IVS-1I-745 (C—G) B*,4'tntn Cd 8 (—A) p°, 1'inin =30 (T—A) B’
oldugu tespit edilmistir.

Bu tabloya gére 36 érnegdin % 27.8'inin IVS-I-110 (G—A) B*, % 2.8 inin
IVS-I-1  (G—A) B°, % 2.84nin Cd 39(C—T) B°, % 11.1° inin IVS-1-6 (T—C) B’
% 8.3'untn IVS-I-1 (G—A) B°, % 5.5 'inin IVS-II-745 (C—G) B*.% 11.1'inin Cd 8
(—A) B% % 2.8 'inin —30 (T—A) B* oldugu tespit edilmistir.

Bununla beraber bizim calismamizda tespit ettifimiz mutasyonlarin diger
calismalarla iligkisi karsilastirildi ve % 27.8 olarak belirlenen IVS-l-110 (G—A) B*,
% 42.2 , % 2.8 olarak belirlenen IVS-I-1 (G—A) B°, % 4.5, % 2.8 olarak belirlenen
Cd 39(C—T) B°, % 3.7, % 11.1 olarak belirlenen IVS--6. (T—C) B*, % 10.0,
% 8.3 olarak belirlenen IVS-il-1 (G—A) %% 3.5, % 5.5 olarak belirlenen IVS-11-745
(C—G) B",% 2.4, % 11.10larak belirlenen Cd 8 (—A) B%, % 4.9, % 2.8 olarak
belirlenen —-30 (T—A) B* ise % 4.0 olarak Basak ve Arkadaglart ( 5) tarafindan
belirtilmigtir.

Tabloda gésterildidi gibi 4 ve 21 nolu hastalar ikinci bir mutasyonuda

tagimaktadirlar. Bu iki birey kardes olup IVS--110 mutasyonunu tagimaktadiriar.
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Bunun yaninda hastalardan birinde IVS-I-6 digerinde ise IVS-I-1 mutasyonlari pozitif
olarak saptanmstir.

Bu sonuglar dahilinde elimizde bulunan 10 hastanin ise tarama yapmig
oldugumuz 8 mutasyonu tagimadigi tespit edilmistir. Bu hastalarin Glkemiz de daha
az sikhkta goriulen mutasyonian tasidigini duginmekteyiz. Bagak ve arkadaglarinin
calismasinda ise bu oran % .14.2 olarak gérlimektedir. Mutasyon tespit
edemedidimiz hastalarin DNA'lar saklanarak ileride DNA dizi analizi yéntemiyle
kontrol edilmesi amacglanmigtir. Bu saklanan DNA'lardan 5 tanesi bir aileye ait olup

bu ailenin mutasyonu tespit edilememistir.
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Tablo : 18 Orneklerin Hematolojik verileri.
No RBC Hb Hct MCV | MCH | MCHC | HbA2 HbF
1 1,38 3,8 10,9 78,6 27,5 35 2,9 4,2
2 3,27 6.4 228 79,2 28,4 36,2 22 3,6
3 3,21 8,71 25,5 79,3 2741 34,2 2,8 4,2
4 2,75 7,89 252 78,9 28,2 34,1 3,3 2.9
5 3,24 8,98 26,2 77,9 276 33,4 3,1 1,9
6 2,22 6,0 18,2 82,1 27 33,1 2,3 4,8
7 3,66 9,2 26,8 79,3 25 34,1 31 5,0
8 3,24 8,96 25,8 81,4 26,4 34,1 2,5 1,7
9 2,95 6,5 26,5 79,5 258 34,2 43 4,9
10 1,85 6,02 17,5 774 29,5 35,2 3,2 0,2
11 2,52 8,25 21,6 80,2 28,4 34,6 47 1,4
12 3,24 9,56 28,3 82,4 28,6 33,4 1,8 26
13 2,85 6,78 29,6 82,4 28,6 32,6 45 3,6
14 3,25 9,0 27,1 83.6 27,8 37,2 1,8 238
15 3,71 10,0 29,7 80,1 26,9 336 2,3 1,2
16 1,9 52 15,4 81 27,2 33,4 1,8 27
17 3,94 8,9 17,6 77,8 29,8 354 3,5 1,6
18 28 7.4 21,5 76,8 26,4 34,4 23 24
19 1,92 7,56 26,4 75,6 24,7 31,3 1,8 39
20 3,19 7,25 21,4 67 21,9 32,7 29 27
21 3,29 8,4 226 79,8 28,4 34,2 3,5 1,3
22 3,38 9,8 28,3 83,2 29 34,5 238 5,0
23 2,76 8,75 26,2 84,4 27,8 33,7 4,2 1,6
24 3,04 8,2 24 79,2 26,3 333 23 3,7
25 2,85 9,2 26,5 78,6 28,4 32,8 31 1,6
26 2,96 8,7 254 776 | 214 33,4 1,8 4,0
27 3,25 9.4 29,6 86,4 28,3 32,4 3,8 0,6
28 2,15 7,62 26,7 75.9 27,4 31,6 24 3.4
29 1,96 7,23 254 74,3 28,6 30,4 26 4,2
30 2,75 8,95 28,6 78,6 29,5 32,5 3,7 1,9
31 3,21 9,4 27,3 84,2 246 | 334 43 0,8
32 3,19 7,25 21,4 67 21,9 32,7 3,4 4,7
33 3,24 9,56 28,3 82,4 28,6 33,4 1,9 28
34 1,56 7,52 274 77,2 26,8 31,2 24 3,9
35 2,45 8,65 254 82,6 29,1 32,2 29 3,6
36 2,93 8,69 28,7 81,6 276 32,7 36 5,0




Tablo : 19 Orneklerin DNA verimleri
No Optik Dansite Optik Dansite Verim Konsantrasyon
OD 260 nm OD 280 nm 260/289 ( mg/mil
1 0,200 0,146 1,4 342
2 0,384 0,264 1,5 364
3 0,313 0,224 1,4 349
4 0,085 0,062 1,4 343
5 0,182 0,118 1,5 386
6 0,225 0,168 1,3 335
7 0,042 0,031 1,4 339
8 0,288 0,185 1,6 389
9 0,267 0,162 1,6 412
10 0,074 0,062 1,2 298
11 0,265 0,203 1,3 326
12 0,242 0,185 1,3 327
13 0,171 0,121 1.4 353
14 0,055 0,043 1,3 320
15 0,289 0,193 1,5 374
16 0,046 0,035 1,3 329
17 0,131 0,083 1,6 395
18 0,384 0,281 1.4 342
19 0,211 0,149 1.4 354
20 0,204 0,154 1,3 331
21 0,342 0,247 1,4 346
22 0,196 0,145 1,4 338
23 0,216 0,167 1,3 323
24 0,405 0,331 1,2 306
25 0,115 0,083 1,4 346
26 0,166 0,131 1,3 317
27 0,196 0,126 1,6 389
28 0,213 0,167 1,3 319
29 0,179 0,138 1,3 324
30 0,135 0,099 1,4 3
31 0,195 0,152 1,3 321
32 0,286 0,211 1.4 339
33 0,274 0,227 1,2 302
34 0,302 0,214 1.4 353
35 0,284 0,187 1,5 380
36 0,299 0,244 1,2 306
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Tablo 20: Taramasi yapilan beta talasemi mutasyonlari

Kullanilan Primerier

NO|[IVS I-110|IVS I-1|Cd 38| Cd8 |[IVvSI6| -30 | IVS-1l-745 | IVS-II-1 SONUG
1 + - - - - - - - IVS 1-110
2 - - - - - - - - BILINMEYEN
3 - - - - - - - - BILINMEYEN
4 + + - - - - - - IVS 1-110+IVS-I-1
5 - - - - - - - - BILINMEYEN
6 + - - - - - - IVS 1-110
7 - - - - - - - - BILINMEYEN
8 - - - - - - + - IVS-1I-745
R . - - . - + - - -30

10 - - - - - - - - BILINMEYEN
11 - - - + - - - - Cds

12 - - - - - - - - BILINMEYEN
13 - - - - - - - - BILINMEYEN
14 - - - + - - - - Cd 8
150+ - - - - - - - IVS 1-110
16 - - - + - - - - Cd8

17 - + - - - - - - IVS 1-1

18| + - - - . 5 - - IVS 1-110
19 - - - - + - - - IVS 1-6
20 - - - - - - - - BILINMEYEN
21 + - o C + - - - IVS 1-110+IVS-1-6
22 - - - - - - - - SEKANS
23 - . - - - - - + VS Il

24 - - - - - - - - BILINMEYEN
25 - - - - + - - - IVS -6

26 - - - - + - - - IVS -6
o7+ - - - - - - - IVS 1-110
28 - - + . - - - - Cd 39

29 - - - - - - - + IVS il

30 - - - - - - - + VS I1-1

31 . - - - - - + - IVS 11-745
32 - - - - + - - - IVS -6

a3 - - - + - - - - Ccd8

3| + - - - - - - - IVS 1-110
35| + - - - - - - - IVS 1-110
ag| + - - - - - - - IVS 1-110

hA4




Tabloda gésterilen primerler kullanilarak 8 mutasyon tipi incelendiginde tablo
20 de goruldugu gibi 36 6rnekte 8 mutasyon tespit edilmigtir. ARMS yéntemiyle
amplifiye edilen érneklerin agaroz jel elektroforezi sonucunda yurttulmesiyle olugan

bantlar film edilmis ve agagidaki resimlerle bu mutasyonlar gésterilmistir.

1 23456789410 1112‘131415161718192 .

2122 23 24 2526 274K

IVS-1-110 Mutant

Resim 1: IVS-1-110 mutasyonunun Gérunumua. ( 1,4,6,15,18,21 nolu hastalarin bu

mutasyonu tagidigl +K ‘a bakilarak tespit edilmistir)

s



Resim 2: IVS-I-1 Mutasyonunun Goéranima. ( 17 nolu hastanin bu mutasyonu

tagidigr +K ‘a bakilarak tespit edilmistir)

14 16 19 20 22 23 24 25 26 +K
CdBMutantJ

Resim 3: Cd 8 Mutasyonunun Goéruntimi. ( 11,14,16 nolu hastalarin bu mutasyonu

tasidigi +K ‘a bakilarak tespit edilmigtir)
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[

IVS-HI-{Mutant 18 20 22 23 24 25 26 +K

Resim 4: IVS-ll-1 Mutasyonunun Goérunuma. ( 23 nolu hastanin bu mutasyonu

tasidigi +K ‘a bakilarak tespit edilmistir)

o T

Resim 5: IVS-I-6 Mutasyonunun Gérunuma. ( 19,2526 nolu hastalarin bu

mutasyonu tagidigi +K ‘a bakilarak tespit edilmistir)
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16 17 1819 20 21 2223 24 25 26 +K

14

Resim 6: - 30 Mutasyonunun Goérlintmu. ( 9 nolu hastanin bu mutasyonu tagidid

+K ‘a bakilarak tespit edilmistir)

”23 24 25 26 27 .28 .29 30 31

40127 13 +K
L IVS-I-745 Mutant ©

Resim 7: IVS-II-745 Mutasyonunun Géranima ( 8,31 nolu hastalarin bu mutasyonu

tasidigr +K ‘a bakilarak tespit edilmistir)
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24 25 26 27 28 29 30 +K
Codon 39 Mutant

Resim 8 : Codon 39 Mutasyonunun Géranumu ( 28 nolu hastanin bu mutasyonu

tasididi +K ‘a bakilarak tespit edilmistir)

29 30 31 32 -K +K -

Resim 9: IVS-li-1 Mutasyonunun Gérantima( 29,30 nolu hastalarin bu mutasyonu

tasidigi +K ‘a bakilarak tespit edilmistir)

69



IVS-1-110 Mutant

Resim 10: IVS-I-110 Mutasyonunun Géranumit ( 34,35,36 nolu hastalarin bu

mutasyonu tasidigi +K ‘a bakilarak tespit edilmistir)
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TARTISMA

Beta talasemi, hemoglobin molekulinin B globin zincirinin sentezinde azalma
veya yokiuk ile karakterize kalitsal bir hastaliktir. En sik gérilen anormal
hemoglobinler igerisindedir. Talaseminin yaygin oldugu populasyonlar Akdeniz
Glkeleri, kuzey Afrikalilar, Orta Dogulular, Asya Hintlileri, Cinliler, Guneydogu
Asyalilar ve Siyah Afrikalilardir. ( 29 )

Ulkemizin Dinya talasemi kusadi Uzerindedir. Ozellikle Gukurova bélgesinde
talasemi insidansi diger béigelere gére daha yiksektir. B Talasemili hastalar klinik
olarak kolaylikla teghis edilebilmektedirler. Bu hastalar émiar boyu kan
transflizyonuna ihtiya¢ duymaktadirlar. Major hastalari teghis etmenin kolay olmasina
ragmen tagtyicilarin tespiti normal gérinimde olduklarindan teghisleri zordur.
(5,21,31,36).

Yeni gelisen DNA yontemleri ile her giin yeni bir B talasemi mutasyonu tespit
edilebilmektedir. Bu gine kadar 141 farkh B talasemi mutasyonu tespit edilmistir. Bu
mutasyonlarin bir kismi yaygin olarak bir kismi da ender olarak gérilmektedir ( 21).

Molekuler dlzeydeki yontemlerin pahali olmasina ragmen toplum saghgt
agisindan mutasyonlarin belirlenmesi 6nemli bir yer tutmaktadir. Bilhassa
tasiyicilarin mutasyonlarinin saptanmasi radikal bir tedavisi olmayan f talasemi igin
dodacak hastalarin sayisini azaltabilecektir, Bu da ancak prenatal tani ile
olabilmektedir. Prenatal taninin kisa strede sonuglanabilmesi iginde o bdlgede
yaygin olan mutasyonlarin daha énceden ortaya ¢ikarilmisg olmasi gereklidir. Hatta

mutasyon haritasinin ¢tkarilmig olmasi bu galismalarin daha rahat yurutimesini

saglayacaktir ( 29, 49 ).
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Guneydogu Anadolu Bélgesinde de B-talasemi 6nemli bir sorun oldugundan
bu gallgn'{ada molekiler dizeyde mutasyon tiplerini saptayarak mutasyon haritasinin
cikarilmasi amaglandi.

Talaseminin molekuler tanimlanmasinda farkli yéntemler kullaniimaktadir.
Tum dinyada yaygin olarak kullanilan dot-blot hibridizasyon yénteminde radyoaktif
madde kullanilmasi ve uzun zaman almasina kargin bu ¢aligmada kullanilan ARMS
yénteminde ise radyoaktif madde kullaniimamas: ve deney siresinin kisa olmasi
nedeniyle bu yéntem , dot-blot hibridizasyon yéntemine tercih edildi ( 8,17,26,35).

Calismada kullanilan 36 6érnegin 26’ sinda 8 farkli B-Talasemi mutasyonu
tespit edilmistir ( Tablo 20 ). Bu tabloya gére 36 6rnedin 10’unun mutasyonu IVS-I-
110 (G—A)B*, 1 inin IVS--1 (G—A) B°, 4Unin Cd 39(C—T) B°, 4 * Gnin IVS-I-6
(T—C) B*, 3'unun IVS-II-1 (G—A) B°, 2'sinin IVS-II-745 (C—G) B*,4Unin Cd 8
(—A) B° 1'inin =30 (T—A) B* oldugu tespit edilmistir.

Galismamizda bulunan bu 8 mutasyon Akdeniz populasyonlarina 6zgun
mutasyonlar olup bunlar arasinda en sik rastlanani [VS-1-110’ dur. Aksoy’ un
galismasinda da belirtildigi gibi IVS-1-110 mutasyonu Turkiye’de en sik rastlanan
mutasyondur. Yine Huisman Turkiye ornekleriyle yaptigt galismada IVS-1-110
mutasyonunun Turkiye'de % 38,7 siklik ile en yaygin gbézlenen mutasyon oldugunu
g6stermistir ( 21 ). Basak ve arkadaslari galigmalarinda 1VS-1-110 mutasyonunun,
Tarkiye'deki sikligini % 42,2 olarak saptamiglar ve yine en sik rastianan mutasyon
oldugunu belirtmislerdir ( 5 ). Oner ve arkadaglani IVS-l-110 mutasyonunun
Tarkiye'de sikligini % 38,7 olarak bildirmiglerdir (42).

Calismamizda tespit etti§imiz mutasyonlarin diger calismalarla iligkisi
karsilastirldidinda, % 27.8 olarak belirlenen IVS-1-110 (G—A)B* % 422, % 2.8

olarak belirlenen IVS-1-1 (G—A) B® % 4.5, % 2.8 olarak belirlenen Cd 39(C—T) p°
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% 3.7, % 11.1 olarak belirlenen IVS-I-6 (T—C) 8* % 10.0, % 8.3 olarak
belirlenen IVS-iI-1 (G—A) B® % 3.5, % 5.5 olarak belirlenen IVS-1I-745 (C—G) B* %
2.4, % 11.1olarak belirlenen Cd 8 (—A) p° % 4.9, % 2.8 olarak belirlenen -30
(T—A) B* ise % 4.0 olarak belirtilmistir (5 ).

Bir ailenin iki ferdinden ( kardes) saflastirilan DNA’ larinin amplifikasyonu
sonucu IVS-I-110 olan mutasyonlarin diger kollarinin ise IVS-I-1 ve IVS-I-6 oldugu
tespit edildi. (Tablo 2 de 4 nolu ve 21 nolu vakalarda)

Bunun yaninda 10 hastada ise galismis oldugumuz mutasyonlardan higbirine
rastlanmadi. Bu hastalarin DNA lari ise DNA dizi analizi yapiimak Gzere saklandi.Bu
saklanan DNA'larin 5'i ayri aileye ait bireylere aitti. ilerde yapilacak bu aileye ait dizi
analizi ile daha detayli sonuglara ulasilacaktir.

Akdeniz Ulkelerinde de mutasyonlarin dagilimi farkli oranlardadir. Ulkemizde
en sik gorilen IVS-I-110 mutasyonu, Kibris'ta % 69.9 , Yunanistan'da % 42.5 ,
Yugoslavya'da % 39.5 , Sicilya'da % 26.8 ve Bulgaristan'da ide % 24.2 oraninda
bulunmustur.Sardinya ve Sicilya'da gézlenen en sik mutasyon ise Cd 39'dur.
Sardinya’da bu mutasyon % 95.4 Sicilya'da ise % 36.1'dir ( 24,42).

Tarkiye érnekleriyle yapilan tum galismalara bakildiginda ise gértlecegi gibi
IVS-I-110mutasyonu diger bir ¢ok Akdeniz Ulkesinde oldugu gibi en sik rastlanan
mutasyon tipidir ( 5,42).

Huisman’in 14 farkli mutasyon tipi kullanarak yaptidi ¢alismada, Turkiye'de
mutasyonu saptanamayan 6rneklerin oraninin yuksek oldugunu ( % 8.3 )bildirmigtir.
Yine Basak ve arkadasglarn Turkiye'den topladiklari érnekleri 17 farkli mutasyon ile
taradiklarinda, 6rneklerden % 14.2’sinin mutasyonunu tespit edememislerdir. Bu
sonuglara gére beta talasemi mutasyonlari agisindan tilkemizin belirli bir heterojenlik

gbsterdigi géraimektedir. (5,24,42).
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Bu galisma neticesinde elde edilen veriler yardimiyla Diyarbakir bélgesinde
Beta talasemi hasta ve tasiyicilarinda, Prenatal tani galismalari kolaylasacak ve
ilerde yapilacak talasemi aragtirmalarina isik tutacagt kanaatindeyiz. Sonug
olarak bu gine kadar béigemizde, beta talasemi mutasyonlarinin sik gértlen 8 “ i ile

ilgili mutasyonlar bu ¢alisma ile aydinlatiimis oldu.
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DIYARBAKIR BOLGESINDE BETA TALASEMi MUTASYONLARININ
MOLEKULER YONTEMLERLE INCELENMESI
OzZET

Diyarbakir bdlgesindeki Beta talasemi mutasyonlarini belirlemek amaciyla
Dicle Universitesi Tip Fakiltesi Ic Hastaliklari Hematoloji ve Gocuk Hastaliklari
Klinigine gelen 36 kontrol hastasindan kan érnegi toplandi.

Calismamizda 36 beta talasemi majoriu kontrol hastalarindan alinan érnekler
molekuller yontemlerle ( Amplification Refractory Mutation System ) analiz edildi.
Transfuzyona bagimli olan bu hastalarda 8 farkli beta talasemi mutasyonu caligildi.
Bu mutasyonlarin tamami akdeniz tlkelerine 6zgl olup; bunlarin % 27.8'inin IVS-I-
110 (G—A) B*, % 2.8inin IVS-I-1 (G—A) p°, % 2.8'inin Cd 39(C—T) p°, % 11.1’
inin IVS-I-6 (T—C) B*, % 8.3'Untin IVS-II-1 (G—A) B°, % 5.5 'inin IVS-11-745 (C—G)
B*, % 11.1'inin Cd 8 (—A) B% % 2.8 'inin —30 (T—A) B* oldugu tespit edildi. Dogu
Asya uUlkelerinde belirlenen -30 (T—A) B* mutasyonu ise % 2.8 oraninda bulundu.
Bunlardan 10 tanesi ise bilinmeyen mutasyonlar olup toplamin % 27.8 ini
olusturmaktadir.

Diyarbakir bélgesinde ise buglne kadar Beta talasemi hastalarinin
mutasyonlarnnin molekller dizeyde incelenmemis olmasi ve bu konu hakkinda
herhangi bir bilginin olmamasi bizim bu hastaligin bélgemizdeki dagilimin
belirlemeye ydnlendirmigtir. Toplumsal bir etkiye sahip olan beta talaseminin
mutasyonlarinin belirlenmesi amaciyla yaptigimiz bu galigmanin, bdlgemizdeki
mutasyonlarin tespiti ile mutasyon haritasinin g¢ikarilmasina, dinya talasemi
mutasyon haritasinin tamamlanmasina ve bununia beraber yéredeki prenatai tani
calismalarini kolaylagtiracagi ve sonug olarak saglikli bireylerin diinyaya getirilmesi

icin yapilacak galigmalara 151k tutacagina inanmaktayiz.
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DETECTION OF BETA THALASSEMIA MUTATIONS WITH MOLECULAR
TECHNIQUES IN DIYARBAKIR REGION
SUMMARY

We have collected 36 blood samples from the patients of Dicle University
Faculty of Medicine department of haematology and pediatrics in order to research
for Beta Thalassemias mutations. Beta Thalassemia mutations in our region were not
determined previously.

In our study 36 blood samples from patients with Beta thalassemia major
have been analysed with moleculer methods (Amplification Refractory Mutation
System). Eight different mutations were determined. All of the mutations were
spesific to Mediterranean country and of those: IVS-I-110 (G—A) B* 27.8 %, IVS-I-1
(G—A) B° 2.8 %, Cd 39(C—T) B° 2.8 %, IVS-1-6 (T—C)B* 11.1 %, IVS-II-1 (G—A)
B° 8.3 %, IVS-Il-745 (C—G) B* 5.5%, Cd8(—A)p® 11.1 %, —30 (T—A)B* 2.8 %.
The mutation of -30 (T—A) B* which is found spesific to East Asian countries was
found 2.8 %. Ten of them were classified as unknown mutations and rate was
27.8 %.

A study like this has never been done and we have no knowledge about it in
our region. This reason guided us to determine the dispersion of beta thalassemia in

Diyarbakir region. We hope that this study will help making the Beta-Thalassemias

chart of Turkey and the World.
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