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1. GIRIS VE AMAC

Beta-talasemi (B-talasemi), B-globin zincirinin yeterli diizeyde sentez edilememesi ile
karakterize kalitsal bir hastaliktir. (1)

Talasemi diinya'da goriilen en sik genetik hastaliktir. Diinya niifusunun yaklagik
%4.5'1 Beta-talasemi tagtyicisidir. Talasemi'nin yliksek bir siklikta goriildiigii talasemi kusagi
ad1 verilen bolgeler Tiirkiye'nin de iizerinde bulundugu Akdeniz iilkelerinden baslayarak;
Kuzey Afrika, Ortadogu, Hindistan ve Glineydogu Asya'ya kadar uzanir. ( 2, 3 )

Glinlimiizde [-talasemi’ye yol acan molekiiler defektler oldukca iyi bir sekilde
incelenmistir. Hastaligin en 6nemli nedenini, B-talasemi’de goriilen biiyiik 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 tesbit edilebilmislerken; son 15 yilda. B -talasemi’ye yol agtiklar
bilinen mutasyon sayilar1 biiylik bir hizla artmig ve mutasyon gesitlerinin sayisi giiniimiizde
200’1 gecmistir. Bu genis molekiiler c¢esitliligi basite indirgeyen bir faktoér, tiim bu
mutasyonlarin her toplumda goriilmemesi ve mutasyonlarin etnik gruplara 6zgiin olmasidir.
Genelde bir toplumda az sayida mutasyon (6-8 cesit), o toplumdaki [-talasemi genlerinin
%90-95’ini olusturmaktadir. Tiirkiye’de bu genel kural (6-8 ¢esit mutasyonun talasemi
mutasyonlarinin = %90-95’ini  olusturmasi1) gecerli degildir. Tirkiye’deki p-talasemi
mutasyonlariin gesitliligi diger Akdeniz iilkelerine oranla daha karmasiktir. (4)

Klinik ve laboratuvar verileri 15181inda kolayca tesbit edilebilen Talasemi hastaliginin
aksine; Talasemi tastyicilarinin kesin olarak tesbit edilmesi i¢cin molekiiler diizeyde beta
Talasemi mutasyon analizlerinin yapilmasi gerekmektedir. Tasiyicilarin kesin tesbitindeki bu
zorluk, toplum taramalari sonucunda bir bélgenin Talasemi mutasyon sikliginin ve
cesitliliginin belirlenmesini amaglayan g¢alismalart daha anlamli kildigi gibi, o bolgeye
yapilacak saglik hizmetleri yatirnmlarim1 da etkileyeceginden bir saglik stratejisi olarak da
onemli bir konudur.

Beta talasemi vakalarinin sik goriildiigii Diinya talasemi kusaginda yer alan Tiirkiye'de
tasiyic1 bireylerin saptanmasi ve bolgelere gére mutasyon tiplerinin belirlenmesi genetik
danigmanlik hizmetlerini ve prenatal tan1 uygulanmasini kolaylastiracagi gibi dogacak hasta
bireylerin sayisinin artmasinin oniine gecebilecek koruyucu bir uygulama olarak 6énem arz

ediyor.



Kesin tedavisi bulunmayan bu genetik hastaligin, 6zellikle, akraba evliliklerinin sik
gerceklestigi Tiirkiye'de maddi ve manevi agidan bir sorun olusturdugu gercekligi g6z oniine
alindiginda Tiirkiye'deki mutasyon tiplerinin bolgesel goriilme sikliklarinin tesbit edilmesi
prenatal taniya yonelik hizmetler veren laboratuvarlarda daha hizli, daha kolay ve daha diisiik
maliyetle hizmet verilmesi sonucunu dogurur.

Bu tezin konusu olan ¢alismada, Diyarbakir 11 merkezi ve 13 ilgesinde gergeklestirilen
toplum taramasi ile yaslari 9 ile 16 arasinda degisen ilkdgretim c¢agindaki 10038
(Onbinotuzsekiz) cocuktan alinan tam kan Orneklerinin molekiiler analizleri yapilarak, B-
talasemi mutasyonlarinin Diyarbakir bolgesindeki ¢esitliligi ve siklig1 arastirildi.

Diyarbakir'da ilk defa bu denli biliyiikk bir genislikte yapilan B-talasemi toplum
taramas1 sonucu elde edilen veriler hem Diyarbakir bdlgesinin talasemi mutasyon cesitliligi
hakkinda bilgi verecek hem de Tiirkiye ve Diinya'daki benzer ¢alismalara bir katki

sunacaktir.



2. GENEL BIiLGILER

Talasemi, insanlarda tek gen kalitimiyla en sik  gecen hastaliktir. Akdeniz
toplumlarinda, Ortadoguda, Hindistan yari-kitasinda, Burma’da, Cin’in Gilineyi, Tayland ve
Malaya yarimadas lizerinden Pasifik ada toplumlarini da igine alan bir hat boyunca yliksek
bir siklikta goriiliir. Diinya iizerinde 80 milyonu P-talasemi tasiyicist olmak tizere yaklagik
270 milyon (diinya niifusunun %4.5°1) talasemi tasiyicisi mevcuttur. (3, 5, 6, 7)

Tiirkiye’de ise P-talasemi tasiyiciligi oranit ortalama %2 iken, bu sayr Tiirkiye’nin bazi
yorelerinde %10’a kadar ¢ikmaktadir. (8)

Talasemiler, hemoglobinin bir veya birden fazla globin zincirlerinin sentez oraninin
azalmasi ile karakterize edilirler. Sentezi bozulmus olan globin zincirine gore a, B, v, 9, of,
€yop talasemi olarak adlandirilirlar ve oldukg¢a genis bir genetik yelpazeyi kapsarlar. Ancak
diger globin genlerine bagli anormalliklerin daha nadir goriilmesi ve en sik goriilen tiplerin o
ve P-talasemi olmasi nedeniyle a ve P talasemiler olarak iki sinifa ayrilabilirler. Biitiin
talasemi formlarinda ortak olan; hemoglobindeki globin zincirlerinin iiretiminde bir
dengesizligin s6z konusu olmasidir. B-talasemide a globin zincirlerinin, a-talasemide ise -
globin zincirlerinin dengesiz iiretimi s6z konusudur. Alfa ve Beta zincirlerinin azalmis olmasi
veya hi¢ olmamasi ile sonuglanan yiizlerce degisik mutasyon a ve B-globin gen lokuslarinda
tanimlanmiglardir. Alfa talasemi daha ziyade Uzak Dogu’da goriiliirken, B-talasemi, Akdeniz
ilkelerinde siktir. B-Talasemi, B-globin geninde 200’{in iizerinde degisik mutasyonlar sonucu
B-globin zincirlerinin; yoklugu (B°-thal) veya sentezinin azalmasi (B’-thal) ile sonuglanan
yaygin goriilen bir otozomal-resessif bozukluktur. [B-Talasemi’den sorumlu genetik
defektlerin %95’inden fazlas1 B-globin geninin molekiiler islevlerini etkileyen nokta

mutasyonlardirlar. Mutasyonlarin az bir kismi is gen delesyonlar1 sonucu meydana gelirler.

(5,9, 10, 11)

2.1. HEMOGLOBININ YAPISAL OZELLIKLERIi VE GENETiK KONTROLU

Hemoglobin(Hb) iki adet a-benzeri ve iki adet B-benzeri globin zincirinden meydana
gelen bir tetramerdir. Hemoglobindeki globin zincirlerinin herbiri bir prostetik oksijen
baglayan Hem grubuna kovalent olarak baglanmislardir. Globin ve Hem’den olusan Hb,
64400 dalton agirliginda olup; tetrameri olusturan polipeptid zincirleri belirli aminoasitlerden

olusmuslardir. Amino asit dizilimi birincil yapiy1, bu amina asitlerin aralarindaki hidrojen



baglar1 ile birbirlerine helikal bicimde baglanmalar ikincil yapiy1; polipeptid zincirlerinin
birbiri {lizerine katlanarak olusturduklar1 {i¢ boyutlu yapr iigiinciil yapiy1 ve dort polipeptid
zincirin nihayetinde olusturduklart molekiil ise dordiinciil yapiyr olusturur. Globuler
hemoglobin molekiilii i¢erisinde yer alan Hem molekiilii tiim insan hemoglobinlerinde ayni
olup; globin zincirinin kendi iizerine katlanmasi sonucu non-polar (hidrofobik) aminoasitler
tarafindan meydana getirilen Hem cepleri icerisinde yerlesmistir. Bundan dolayr Hem’in
yerlestigi ortam, hidrofobik bir ortamdir ( Sekil 1). (12,13)

Globin zincirleri, a-globin zincirinde 141 amino asit ve B, 6 ve y-globin zincirlerinde
de 146 amino asitten meydana gelen uzun amino asit dizilerinden meydana gelmislerdir.(13)

Globin zincirleri degisik hemoglobinlerde farklidirlar ve bu farkliliklar; alfa, beta,
epsilon, gamma ve zeta olarak ifade edilir. Gestasyonun erken doneminde epsilon zinciri
yapilir. Gowerl({;€;) hemoglobini 2 zeta ve 2 epsilon zinciri icerir. Daha sonra Portland
hemoglobini ((yy2) ortaya cikar. Otuzyedinci gebelik giiniinde embriyonun hemoglobin yapisi
Gowerl (%42), Gower2 (%?24), hemoglobin F (%34)’den olusur. Gestasyonun 3. ayindan
doguma kadar hakim homoglobin hemoglobin F dir (0,y2). Alt1 aylik bir fetusta hemoglobinin
%90-95°1 hemoglobin F’dir. Bundan sonra bu oran giderek azalarak dogumda ortalama %70’e
iner. Dogumda %350-85 oraninda olan hemoglobin F degerleri dogumu izleyen giinlerde hizla
diismeye baglar ( Sekil 2 ve Sekil 3). (14)
Saglikl1 erigkinlerde hemoglobinin, yaklasik %95°1  HbA (02B2) ; <%3.2°si HbA(0202) ve
<%1’1 ise fetal Hb (HbF, ayy,) dir. (13, 15)

Sekil 1. Hemoglobinin yapisi
(http://www .enslyon.fr/DSM/magistere/projets_biblio/2002/cmichel/images/oxyhb.jpg)
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Sekil 3. Gelisimin degisik donemlerinde globin genlerinin ekspresyonu ve buna bagh
olarak degisik hemoglobin tiplerinin ortaya ¢citkmasi. (17)



2.2. GEN EKSPRESYONUNUN TEMELLERI

Yapisal bir gen, polipeptid gen {iriinii kodlayan bir gendir. Transkripsiyon ve
diizenleyici diziler olarak bolgelere ayrilabilir. Diizenleyici bolgeler, genin hem 5 hem de 3’
bolgelerinde yer alirlar. Bunlara ek olarak, intronlarda da i¢ diizenleyici bolgeler bulunabilir.
Bazi diizenleyici bolgeler, genin ¢ok uzaginda da yer alabilirler.

Gen ekspresyonundaki ilk adim; bir DNA iplik¢igindeki niikleotid baz dizisinin, RNA’ya
karsit gelen (komplementer) diziye doniisiimii yani; ’’Transkripsiyondur’. RNA, 5°—3’
yoniinde sentezlenir (Sekil 4). (12, 18)

Baslangicta RNA polimeraz DNA ¢ift sarmalina baglanir. Bu noktada DNA agilmaya
baslar ve RNA sentezi uzama ile baslar. Polimeraz, DNA boyunca hareket ettikce mRNA
olusur. Polimerazin hemen ardindan, DNA tekrar kapanmaya baglar. Sonunda, RNA
polimeraz, DNA’dan uzaklastirilir. Bu noktada, duragan olmayan 6nciil traskriptin olugsmasi
tamamlanir; duragan olmadigindan da hemen modifikasyona ugrar. (18)

Transkripsiyon, DNA’nin spesifik bir bdlgesinden baslar. Bu pozisyon bir genin
hemen baslangicinda (5’ucunda)dir. Bu transkripsiyon baslangi¢c noktasi >’Promoter’’ olarak
adlandirilir. Promoter, kodlanmayan kisa bir DNA niikleotid dizisi olup; RNA-polimeraza
baglanarak, transkripsiyonun baglamasini diizenlemektedir. Transkripsiyon baglama
noktasinin hemen {izerinde iki belirgin promoter bdlgesi tanimlanabilir. Bu diziler, evrim
boyunca c¢ok iyi korunmuslardir ve bunlara (consensus sequences) konsensus sekanslari
(dizileri) ad1 verilir. Bu sekanslar, RNA polimerazin baglanarak mRNA sentezinin baglangi¢
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 tanimlanirlar. Eukaryotlarda, bu promoter dizilerde farklihik bulunmaktadir.
Transkripsiyonda kullanilan DNA dizilerinin tiimiine Transkripsiyon uniti veya Operon
denir (Sekil 4). Transkripsiyon {initi, Promoter’de baslar ve Terminatorde sonlanir. Diger bir
deyisle, 7-metil guanosin iceren 5° Cap golgesinden baslar. (Guanozin-7-metiltransferaz
etkisiyle, Guanozin, dnciil mRNA’nin birinci ve ikinci riboz gruplarina trifosfat kopriisii ile
baglanir. 7 nolu pozisyondaki guanozin ve RNA zincirinin baslangicindaki iki baslangig¢ riboz
metile olur). Bu bolge protein sentezinin baglatilmasinda gérev alir. Daha sonra, aminoasit

kodlayan ekson bdlgeleri ve aminoasit kodlamayan intron bdlgeleri iizerinden poli(A)



sinyalini iceren 3’UTR bdlgesiyle sonlanir. Promoter bdlgesinde 5’ ucu i¢in proximal,
terminator bolgede 3’ ucu i¢in de distal terimleri kullanilir. (18, 19, 20)

DNA’da c¢esitli diizenleyici diziler bulunur, bunlar, olduk¢a kisa DNA dizilerinden
olusurlar. Her dizi, bir spesifik protein i¢in 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. (18)

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

kodlamayan (untranslated) diziler igeren bolgelere de intron ad1 verilir (Sekil 4).

. A
Tranmkripnbyon Unkasai

l A pralitvnoraz I
sl

1 A ilivia ve Poliadenilasyan
Prirmer A

tranmkoipti s n

=i —_-*\,-*-u.fx,--_--'*w.,/\{ \(m__

Ekmomnl Ekmon 2 El iy 2
lMﬂlln-ynn

Fra-rmHA (A" | wsn

Cap R ﬂ--"vhﬁf\/\\ \(\N\J—_ Poly (Al
S

Eladi Eli s

IveEi

Flmon 1

e M""“-u.h_‘

Lpxlicing o
el y -,
— e e
Ekadin l Ekadn 2 Elmon 3
Fliik b ar ondEHLA

o — I —— oty (A

HUCRE CERIRDES] l
e———— e

STOPLAZMA
Matibi  m-PHA

cap — [ —— Foly (A

o

Sekil 4. Okaryotik RNA islenmesinin sematik goriiniimii. (25)



Translasyona ugramadiklar1 halde globin genlerinin 5’ ve 3’ bolgelerindeki diziler
gen ekspresyonunda rol aldiklarindan ¢ok Onemlidirler. Promoter bodlge, genin 5’ucunda
bulunup transkripsiyonun basladigr bolgenin onilindeki 100 baz ciftlik alan1 kapsar ve
transkripsiyonun baslamasi i¢in gerekli hazirliklardan sorumlu baz dizilerini igerir.(21, 22, 23)

Eukaryotlarda bir gen tek bir polipeptidi kodlar ve onciil transkript, olgun haberci
mRNA’ya doniistiiriiliir. Geni olusturan DNA dizisinden niikleer RNA’nin enzimatik yolla
kopyalanmasina >’Transkripsiyon’’ denir. Transkripsiyon sonucu meydana gelen RNA’ya
ise heterojen niikleer RNA (hnRNA) denir. Intron ve Eksonlar1 olan heterojen niikleer
RNA’nin olgun mRNA’ya donilismesi i¢in intronlarin kesilip diziden uzaklastirilmalarina
»’Processing’’ denir. Bu islem, 6nciil mRNA’nin 5° ucuna 5’ cap ve 3’ ucuna da sayisiz
adenin niikleotidlerinin eklenmesiyle olusturulur. Onciil mRNA’larm 3’ ucu , AAAUAA kisa
dizisinden hemen sonra spesifik bir endoniikleaz ile koparilir. Ardindan, bu transkripte 100-
250 adenin niikleotidi poli-A-polimeraz araciligiyla baglanir ( poliadenilasyon) (Sekil 4).
Bunun ardindan, eksonlarin birbirine yapistirilmasi (Splicing) gerekir. Eksonlarin 5’kismina
verici (donér); 3° kismina da alic1 (acceptor) adi verilir. Intronlar enzimatik yolla kesilip
cikartildiktan hemen sonra; verici ve alicit yerler yapisarak matiir mRNA olugmaktadir.
Eksonda verici kismin i¢inde; G(Guanin) ve T(Timin) yani GT dizisi bulunmaktadir. Alict
kisminda ise; A(Adenin) ve G(Guanin) kisaca AG dizisi bulunmaktadir. Bunlar korunmus
dizilerdirler. Olgun eukariyotik mRNA, 6nciil RNA’dan intronlarin ¢ikarilmasi ile meydana
gelir. Kodlanmayan bir dizi, ¢evrim baslangi¢ isaretinin (AUG) hemen 6ncesinde yer alir. 3’
ucunda ise ¢evrim dur isaretinin (UAA) hemen ardinda kodlanmayan bir dizi bulunur. 5 cap
eklenmesi ve poliadenilasyon, enzimatik reaksiyonlarin kapsamindadir. ( 10, 12, 18)

Eukaryotik hiicrede, transkripsiyon hiicre ¢ekirdeginde, translasyon ise stoplazmada
olur. Cekirdekte birtakim degisikliklere ugradiktan sonra sitoplazmaya gecen mRNA
ribozomlara baglanarak protein sentezini baglatir. mRNA iizerinde protein sentezini baglatan
ve bitiren kodonlar vardir. mRNA’daki kodonlar1 olusturan niikleotid dizileri translasyon
sirasinda amino asitlere karsilik gelen diziye donistiiriilir. Translasyon, ’’baslangic
kodonunda baslar’’. Amino asitler, transfer RNA ile siralanarak, dizi tamamlanir. Her amino
asidin, kendi tRNA’s1 vardir. Bu mRNA’daki kodona komplementerdir (anti-kodon).
Ornegin; Glysin i¢in anti-kodon CCG olan tRNA, mRNA kodonda GGC ile karsilanir. Bu
noktada, sadece Glysin yapisabilir. mRNA’daki 1, 2, 3, 4’lincli kodonlar amino asid dizileri

olarak siralanirlar. Kodonl, her zaman AUG’dir (baslangi¢ kodonu). Translasyon (protein



sentezi) hiicre ¢ekirdegi disindaki, sitoplazmada ribozomlarda olusur. Ribozomlar, protein ve
RNA molekiillerinden (rRNA) olusur. Translasyon baglangicinda mRNA, ribozom ve tRNA
kompleksi olusur. Bu olay IF1, IF2, IF3 gibi baslatic1 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 tanimasi, bir sonraki amino asite peptid baglanmasi ve 3’ yoniinde niikleotidlerin
hareketidir. mRNA, DUR kodonlarindan (UAA, UGA ve UAG) birisine ulasildiginda,

translasyon, sona erer. Olusan polipeptid zinciri, ribozomu terk eder. (18, 24, 25)

2.3. GLOBIN GEN KUMELERI

Alfa globin zinciri, 16. kromozom {izerinde yerlesmis olan iki a-globin geni (o, ve o)
tarafindan kodlanirken; y,d ve B zincirlerinin genleri (sirasiyla Gy , ™, 8 ve ) 11. kromozom
tizerinde bulunan kendilerine ait genler tarafindan B-gen kiimesi icerisinde kodlanirlar.
Globin genleri her iki kiimede de gelisim siiresi boyunca eksprese edildikleri siraya gore
diizenlenmislerdir. iki yetiskin o-benzeri globin geni vardir, a-; ve a-, . Bunlardan ikincisi
predominant olarak eksprese edilir. Normal yetiskinde -globin geni, eksprese edilen major p-

benzeri globin genidir. Delta ve gamma genlerinin ekspresyonlari ise minimaldir. ( 26, 27)

2.3.1. Alfa Gen Kiimesi

Alfa gen kiimesi genellikle fonksiyonel bir Zeta ({) geni ve iki alfa (o) geni igerir. Bu
alfa genleri o, ve a, olarak gosterilirler. Bu kiimede ayrica dort adet psddogen bulunur: yC ,
yay, yop ve 0;. Bu psddo genlerin fonksiyonlar1 bilinmiyor ancak varligin siirdiirebilen bir
globin zinciri sentez ettirdikleri sdylenemez, fetal yasamin erken donemlerinde bu genler

ifade ediliyor gibi goriiniiyor.(Sekil 5-a). ( 5, 10)

2.3.2. B-Gen Kiimesi

Beta-globin geni, 11. kromozomun kisa kolu (11p15.4) iizerinde diger B-benzeri
genlerle birlikte bir kiime seklinde bulunur. ( Sekil 5-b). Bu kiime bes fonksiyonel gen igerir:
5°¢, Sy -*y-yp,5-p3’. Bunlar gelisimsel ekspresyonlarina gore dizilmislerdir
B globin gen kiimesi B-locus control region (B-LCR) kontrolii altindadir. Bu kontrol golgesi, €
geninden 5° yoniinden yaklagik 5 ile 20 kilobazlik bir aralikta yerlesmis major bir

diizenleyici eleman olup; Gen kompleksi icerisinde bulunan biitiin genlerin ekspresyonunda



onemlidir. B-LCR, B gen kiimesini saran aktif bir kromatin sahasi olusturmaktan ve [-
benzeri globin  genlerinin yiiksek derecede ekspresyonundan sorumludur. Eritroid
hiicrelerdeki globin genlerinde oldugu gibi transkripsiyonel acidan aktif genler, agik bir
kromatin yapist (eukromatin) gosterirler. Bu transkripsiyonel acidan sessiz bir gen
lokusundaki heterokromatinin kapali yapisinin tersidir. Bu agik yapi, niikleazlar tarafindan
islenmeye duyarli olmakla karakterizedir. B-LCR, 15 kb’lik bir bolgede dagilmis DNAz I’e
duyarli (DNAz I hipersensitif) bes adet hipersensitif (HS) kararli yap: icerir. (HS1-5 ile
gosterilirler). Bu yapilardan dort tanesi (HS1-4) eritroid spesifik iken; HS5 viicutta yaygin
olarak bulunur. B-geninin 3° kismina yaklasik 20 Kb lik uzaklikta diger bir hipersensitif bolge
(HST) bulunur. B-kompleksinin her iki yaninda iki u¢ kisimda yeralan HS boélgeleri [-gen
gblgesinin smirlarint belirler. B-globin geninin genomik sekansi 1600 baz ciftinden (bp)
olusur ve 146 aminoasidi kodlar. Transkript edilen bolge, iki intron veya intervening
sequence (IVS) tarafindan birbirlerinden ayrilmis kodlayici ii¢ ekson igerir. ( Sekil 5 (b).)
Eksonl: 1 den 29’a kadar olan amino asitlerle beraber kodon 30 i¢in ilk iki bazi igerir.

Intron I (Intervening sequence I, IVS I) 128 baz cifti (bp) uzunlugunda olup 5° kisminda
donor bolge olarak adlandirilan GT ve 3° kisminda akseptor bolge olarak adlandirilan AG
dintikleotidleri arasinda kalir

Ekson 2: Kodon 30°un kalan kismu ile birlikte 31°den 104’¢ kadar olan amino asitleri kodlar.
Intron II (IVS II) 850 bp’lik bir uzunluga sahip olup yine dondr ile baslayip akseptor ile
sonlanr.

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

Ekson 2, ’Hem’ baglayan ve aoff dimer formasyonununda rol oynayan aminoasitleri
kodlarken ekson 1 ve ekson 3 , B-globin zincirinin hem baglamayan kisimlarini kodlar

Gen fonksiyonu i¢in 6nemli olan konsensus sekanslar (korunmus diziler), 5° promoter
bolgede, ekson-intron baglantisinda, ve translasyonu yapilmayan 3’-untranslated region (3’-
UTR)’da bulunurlar.

B globin gen promoteri, 3 dnemli konsensus dizisini igerir. Bunlar, B-globin geninin hangi
siklik ve miktarda iiretilecegini tayin ederler. Bunlardan en dnemlisi RNA polimeraz II'nin
baglandigr 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 unsurlar1 bircok okaryotik promoterlerde bulunurlarken; CACCC
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sekanst predominant olarak eritroid hiicre-spesifik promoterlerde bulunurlar. Bu 5’
ucunda yer alan sekanslarin normal gen ekspresyonu agisindan 6nemi; -80 ile —100 bolgeleri
arasindaki CACCC motifleri ve oOzellikle TATA kutusu igerisinde ve ¢evresindeki
sekanslardaki nokta mutasyonlardan kaynaklanan B-talasemiler nedeniyledir. 3° UTR’de
bulunan konsensus sekansi, B-globin genine has olup; *>’downstream enhancer’” adin1 alir ve
poli(A) kuyrugunun 3’ yoniinde yaklasik 600 ile 900 bp’lik bir alanda yer alan bolgeyi
kapsar. B-globin geninin 3’ ucuna dogru zincir sonlandirma kodonundan sonra yaklasik 200
bp uzunlugunda AATAAAA olarak uzayan poli A sinyal dizisi de yine 3> UTR bdlgesinde
bulunur. Biitiin globin genleri benzer yapiya sahiptirler. Her gen 5’ promoter dizilerin

yaninda 5’ ve 3’ protein kodlanmayan (untranslated) gélgelere sahiptir. ( 6, 27, 28, 29, 30, 31)

(a)

HS-40
5 l L2 Wil owe2  wal o2 ol 3
00000 -
/ \
s s"UTR I UTR 3
Exon | Exon 2 Exon 3
819 bp
(b)
B-LCR
s 12345
5

yfi

| :
S UTR T UTR

Exon | Exon 2 Exon 3

1587 bp

Sekil 5. Alfa ve beta-benzeri globin gen kiimeleri her bir globin geninin ii¢c eksonu ve iki
intronu ile birlikte goriiliiyorlar.
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Sekil 5.(a). Kromozom 16p13.3 iizerindeki alfa lokusu. Sekilde gosterilen yedi genden sadece
ti¢ gen klinik olarak anlamli seviyelerde eksprese edilirler. Bunlar (2 geni( fotal gelisimin
erken donemlerinde eksprese edilir.), o; ve o, genleri ( bir¢ok hemoglobinopati testinin
odagi). Diger genler psodogenler (y(l,yol ve wa2) veya énemli élgiide eksprese edilmeyen
genlerdirler (0). Diisey ok, lokus gen ekspresyonu icin onemli olan upstream hipersensitif
bélgenin (HS-40) yerini gdsteriyor. Bunun asagisinda o, gen yapisi goriiliiyor. Ug adet
kodlayict ekson (¢izgili kutular), iki adet intron (i¢i bos kutular) ve untranslate bolgeler
(zigzagl kutular) biitiin globin genlerinde ortak bir ozellik olarak bulunurlar.

Sekil 5.(b). Kromozom 11pl15.4 iizerinde ¢, © y , %y, 6 ve B genleri, gelisime kosut
ekpresyonlarimin  sirasina gore dizilmislerdir. Gelisim esnasinda beta benzeri globin
ekspresyonunda iki *’switch’’(salter) meydan gelmistir. Ilki, erken fotal gelisim esnasinda
gestasyonun 6-8. haftalart arasinda € globin genindenden y globin genlerine (°y ve “y). Ikinci
Vswitch’ de; dogumdan kisa siire once y geninden 0 ve [ genlerine doniisiim igin olusur.
Yine yp, eksprese edilmeyen bir pseudogene igaret eder. Beta globin kiimesinin upstream
bolgesindeki bes hipersensitive bolgeden olusmus olan [ locus control region (BLCR),
sekilde, diisey oklarla gosterilmistir. Sekil-1a’da oldugu gibi, p globin geni de 1.6 kb lik
gen yapisint gostermek iizere biiyiitiilmiistiir. Bu bélge ikinci intronun daha biiyiik olmast

nedeniyle alfa genlerindekinden daha biiyiiktiir. (15)
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A fLCR j clustes TH1
54524

e Grky D
; BRE3 Bag bMlamaom tE BB HE
dlgek 1ﬂﬂ
B
RATAK
pramater D]]] |
5* 3" UTR I [1IX]

|
RNA [ 11| WA | 1T | B

pracessing
ATG | | I

Hamnsemse
Kadeonlar | I]I [II I " I

Frameshift-ter [ LI | |

Sekil 6. p-globin gen kiimesi ve komsu bolgeler nokta mutasyonlarin bazilart ile birlikte

goriilityor. (6)

(Sekil 6.A): 11p kromozom iizerinde p-globin gen kiimesi ve ona komsu bolgeler gosteriliyor.
e, % .0 ve B globin genleri gri kutular seklinde gésterilmistir. BLCR’yi olusturan 5°
hipersensitif bolgeler (1 den 5’e kadar) ve 3’ hipersensitif bélgeler (3’ HS1) vertikal oklarla
gosterilmigtir. Ince cizgilerle béliinmiis kutular ise olfaktor reseptorini temsil ediyorlar.

(Sekil 6.B): 3 ekson (gri kutular) ve 2 intron (intervening sequences (IVSI ve IVS2) ile
birlikte p globin geninin yapisi goriiliiyor. Korunmus sekanslar da gosterilmistir. p-globin
genlerinin alt tarafinda ise; p-talasemiye neden olan nokta mutasyonlarin cesitli siniflart

gosterilmistir. (6)
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2.4. B-TALASEMi MUTASYONLARI VE MUTASYON TiPLERI

2.4.1. p-Talaseminin Molekiiler Temeli

Beta-talasemi molekiiler diizeyde oldukc¢a heterojendir. Yaklasik 200’lin {izerinde
degisik mutasyon cesitli fenotiplerle alakali olarak ortaya ¢ikarilmistir. Bunlar ikiye ayrilirlar:
i- Beta-globin geninin delesyonlari ve
ii- Beta-globin messanger’in transkripsiyon, processing veya translasyonunu etkileyen
non-delesyonel mutasyonlari,
Alfa talasemilerin tersine B talasemiler, nadiren, delesyonlar sonucu meydana gelirler.
B-Talasemi’den sorumlu genetik defektlerin %95’inden fazlasi B-globin geninin molekiiler
islevlerini etkileyen nokta mutasyonlardirlar. Mutasyonlarin sadece az bir kismi gen
delesyonlar1  sonucudurlar. Beta globin genindeki mutasyonlar1 simiflandirirken;
mutasyonlarin gen ekspresyonundaki c¢esitli kademelere etkilerine gore siniflandirma
yapilabilir ¢iinkii bu mutasyonlar gen ekspresyonundaki cesitli kademeleri etkileyerek -

globin zincir sentezinin bozulmasina neden olurlar. (4, 9, 32, 33, 34, 35)

2.4.2. Delesyonel Mutasyonlar

Sadece beta genlerini etkileyen en az 17 degisik delesyon tanimlanmistir. Bunlardan
biri hari¢ digerleri nadir goriiliir. Beta geninin 3" ucundaki 619-bp delesyon en yaygin goriilen
delesyonel B-globin geni mutasyonudur. Bu mutasyon Intron II’den baslayip B-globin geninin
3’ sonuna kadar gider. Ancak, bu mutasyon Pakistan ve Hindistanin Sind ve Gujarati
populasyonlarinda sinirlt 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 bir¢cok delesyon, 5" ucunu ortadan kaldirip d-genini korunmus
olarak birakir. Bu delesyon i¢in homozigot olanlar B° - talasemilidirler. Hint delesyonu igin
heterozigot olanlarin, diger beta-talasemilerin heterozigot formlarinda oldugu gibi yiikselmis
HbA, HbF diizeyleri vardir. Delesyonel mutasyonlar icin heterozigot olan formlarin
hepsinde yiiksek HbA,; diizeyleri s6zkonusudur. Artmis d-zincir liretimi, delesyonun yaninda
artmig d-gen transkripsiyonu sonucudur ve bu da muhtemelen delesyona ugramis beta-
geninin transkripsiyon faktdrleri i¢in yarigsmasinin azalmis olmasidir. ( 5, 36, 37)

Kalan p-talasemilerin ¢ofgu genin igerisinde veya hemen komsulugundaki

sekanslardaki nokta mutasyonlar tarafindan meydana getirilir. Bunlar tek baz degisimi, birkag

- 14 -



bazin mindr insersiyon veya delesyonlaridirlar, gen regulasyonunu etkiledikleri

mekanizmalara gore siniflandirilirlar. (6)

2.4.3. Transkripsiyonel Mutasyonlar

Beta-globin genindeki konsensus dizilerinin yapisinda bir¢ok degisik baz
yerdegistirmeleri saptanmistir. Bu konsensus dizilerindeki mutasyonlar, RNA polimerazin 3-
genindeki promoter bdlgelere baglanmasim1  Onleyerek, transkripsiyonu baslatma
kabiliyetinde azalmaya neden olur. Bu kategoriye giren degisik mutasyon tipleri ile iliskili
olarak, klinik siddetlerinde onemli degisikliklerin olmasina ragmen biitiin bu olgularda
fenotip p* talasemidir. Upstream (5’ucu dogrultusu) bolgesindeki diizenleyici elemanlarla
iligkili bu mutasyonlar, bu bolgedeki korunmus dizilerin beta-globin genlerinin
transkripsiyonlarin diizenleyici rollerinin 6nemini teyid eder ve Ortadoguda, ozellikle
Afrika populasyonlarindaki en hafif talasemi formlar1 ile ilgili bir temel veri sunar. Bu
olgularda, B-globin zincir sentezi hem homozigot formlarda hem de ¢ift heterozigot formlarda
talasemi major’u Onlemeye yeterli olup; sadece %20-30 arasinda B-globin mRNA sentezi
diisiikliigiine neden olurlar ve klinik olarak hafif seyirli talasemia intermedia fenotipi
meydana getirirler. Bu mutasyonlardan bazilari, mRNA CAP bolgesine gore —88 ve —87
pozisyonlarinda oldugu gibi CCAAT kutusuna yakin iken; diger bazi mutasyonlar Cap
bolgesinden 30 niikleotid uzakliktaki TATA kutusu icerisinde, genellikle tek niikleotid
degisimi ile meydana gelirler. Beta globin geninin 5’ ucu dogrultusunda (upstream) yer alan
bazi mutasyonlar, fenotipte daha az farkedilebilir baz1 degisikliklerle iliskilidirler. Ornegin:
-101 pozisyonunda C—T yerdegistirmesi, bahsedilen upstream bir promoter elemanla
cift heterozigotlardaki B-talaseminin daha ciddi formlar ile etkilesimi ile saptanabilir. CAP
(+1) bolgesinde bir A—C yerdegistirmesi bulunan sadece bir 6rnek, Hintlilerde saptanmustir.
Bu vaka mutasyon agisindan homozigot olmasina ragmen; fenotipik olarak B-talasemi trait

fenotipine sahipti. (5, 28, 38, 39)
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Tablo 1. Transkripsiyonel Mutasyonlar (40, 41)

MUTASYON TiPi FENOTIP ETNISITE

-101 (C—T) B Tiirk, Bulgar, Italyan
-92 (C-T) B’ Akdeniz

-90 (C-T) B Portekiz

-88 (C—T) B Amerikal1 Siyahi
-88 (C—A) B Kirt

-87 (C—G) B Akdeniz

-87 (C—T) B Alman, Italyan

-87 (C—A) B Yugoslav, Amerikal1 siyahi
-86 (C—QG) B Liibnanh

-86 (C—A) B ftalyan

-32 (C—=A) B Tayvanl

-31 (A—QG) B Japon

-31 (A—C) B ftalyan

-30 (T—A) B Tiirk, Bulgar

-30 (T—0) B Cinli

-29 (A—QG) B Amerikal1 Siyahi, Cinli
-28 (A—C) B Kiirt

-28 (A—QG) B Cinli

+10 (-T) B Grek (Yunanistan)
+22 (G—A) B Tiirk, Bulgar, Italyan

2.4.4. RNA-Processing Mutasyonlari

Beta-talasemi ile ilgili vurgulanmas1 gereken bir nokta da, intraniiklear mRNA’nin
processing siirecini engelleyen tek-baz mutasyonlarinin olaganiistii ¢esitliligidir. (5)

Ekson ve intronlarin sinirlari sabit-degismez diniikleotidler tarafindan meydana
getirilmislerdir: 5” ucunda (donor) GT ve 3" ucunda (akseptor) AG diniikleotidleri gibi...

Bu baglanti1 bolgelerinin (splice junction) herhangi birinde meydana gelen tek-baz degisikleri
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normal *’RNA splicing”’ olaymi tamamen ortadan kaldirir ve olay B° fenotipi ile sonuglanir.
(5,42)

Splice Junction (kavsak) bolgelerinde degismeyen-sabit diniikleotidleri ¢evreleyen
yiiksek derecede korunmus (konsensus) diziler mevcut olup; bunlar da mRNA processing
islevinde gorev alirlar. Bu konsensus dizileri, donor bélgede: Intronun ilk 6 niikleotidi ve
eksonun son 3 niikleotidi iken; akseptor bolgede: Eksonun ilk niikleotidi ile intronun son 10
niikleotidinden olusur. Bu bolgelerdeki mutasyonlar, B° fenotipinde talasemiler ile
sonuclanir.(43)

IVS-I donor bolgesinin dizilimi igerisinde tek baz degisimi ile ilgili ¢esitli B-
talasemiler biliniyor. Bu mutasyonlar, iligkili olduklar1 fenotiplerdeki ¢esitlilikten dolay1, 6zel
bir ilgi alan1 olustururlar. Ornegin: IVS-I ‘in 5. pozisyonundaki G’nin C veya T ile degisimi
siddetli " talasemi formu ile sonuglanir. Diger taraftan IVS-I 6. pozisyonda T—C
yerdegistirmesi Akdeniz bolgelerinde sik rastlanan ve ¢ok hafif bir " talasemi formu ile
sonuglanir. (5)

RNA processing olayi, ayrica, intronlar veya eksonlar icerisinde yeni splice
(baglanma) bolgeleri olusturan mutasyonlardan da etkilenir. B-globin geni igerisinde splice
kavsagi disinda da GT ve AG diniikleotidleri iceren baska bolgeler de bulunur. *’Kriptik
bolge’’(Cryptic Site) olarak adlandirilan bu bdlgeler normal splicing isleminde dondr ve
akseptor olarak kullanilmazlar. Ancak, yeni mutasyonlarla aktif hale gegen bu bolgeler yeni
splice bolgeleri olustururlar. Bu olaya kriptik bélgenin aktivasyonu adi verilir. Bu lezyonlar,
normal splice bdlgesi ile karsilagtirildiginda yeni bolgenin ne denli islevsel olup olmadigina
gore fenotipik etkileri agisindan oldukea belirgin gesitlilikler gdsterirler. Ornegin, IVS-I’in
110. pozisyonunda G—A yerdegistirmesi, Akdeniz bolgesinde ve Ulkemizde en sik
rastlanan P-talasemi mutasyon formlarindan biridir. Mutasyon nedeniyle kriptik bélgenin
aktivasyonu sonucu olusan yeni bolge, normalde bulunan akseptor bolge ile yarigmaya girer
ve yeni akseptor bolge, dondr bolge tarafindan daha fazla tercih edildiginden normalde
splicing sonucu atilmasi gereken 18 niikleotidlik bir par¢a B mRNA icerisinde kalarak
kararsiz bir B globin zinciri olusumuna neden olur. Bu yeni bélge yarigma sonucu normal
bolgede sadece %10 kadar splicing biraktigi i¢in de; fenotipik olarak siddetli p* talasemi
formu ortaya ¢ikar. Benzer sekilde, IVS-I’de 116. pozisyonda T—G degisimi sonucu yeni
bir akseptor bolge olusturan bir mutasyon, ¢cok az veya hi¢ bulunmayan B-globin mRNA

tiretimi ile sonuglandigindan B° talasemi fenotipi ortaya ¢ikar. Beta-globin geninin TVS-2
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intronu igerisinde yeni donor bolgeleri olusumuna neden olan ¢esitli mutasyonlar da tesbit
edilmigstir. (5, 11, 37, 43, 44)

Anormal splicing icin diger bir ilging mekanizma eksonlar icerisindeki kriptik donor
bolgelerinin aktivasyonudur.

Exon I igerisinde 24. ile 27. kodonlar arasindaki bolgede bir kriptik (gizli) dondr bolgesi
vardir. Bu bolge bir GT diniikleotidi icerir; buna komsu boélgelerde meydana gelen
degisimler bunu degistirerek konsensus donor splice bdlgesine daha fazla benzemesini ve
sonug olarak aktivasyonunu saglar ve bu olay normal splicing bdlgesinin aktif olmasi halinde
bile meydana gelebilir. Bu bolgedeki ¢esitli mutasyonlar bu bolgeyi aktiflestirip RNA
processing islemi esnasinda kullanima girmesini saglar ki; bunun sonucu anormal mRNA
tiretimidir. Bu mutasyonlardan en iyi bilinen ii¢ tanesi: 19. , 26. ve 27. kodonlardaki baz
degisimleri ile iliskilidir.

19. kodonda A—G ( HbMalay)

26. kodonda G—A (HbE)

27.kodonda G—T  (HbKnossos)

Bu baz degisikliklerinin sonucunda bir taraftan f-globin mRNAsinin azalmasi ote taraftan bir
aminoasit yerine bagka bir aminoasidin sentezi s6z konusudur ¢iinkii anormal olarak splice
edilen mRNA da proteine ¢evrilir. Olusan anormal hemoblobinlerin, izah edilen kodonlardaki
baz degisikliklerine izafeten karsiliklar1 yukarida verilmistir. Bu Hb varyantlarinin hepsi
muhtemelen normal mRNA’nin toplam iiretimindeki azliga bagli, genelde orta siddette, bir
B'talasemi fenotipi ile iliskilidirler. Eksonlar icerisindeki diger bazi splice mutasyonlar da
tanimlanmiglardir. ( 5, 43)

Diger bir processing mutasyon sinifi; f-globin mRNAsinin translasyona ugramayan
poliadenilasyon sinyal bolgesi olan 3° ucundaki AAUAAA dizisi ile iligkili olanlardir. 3’
UTR bolgesinde bulunan (-AATAAAA-) konsensus dizisi bir sinyal gibi davranarak
bliyliyen mRNA’nin enzimatik bir yolla uygun noktasindan kesilerek (RNA cleavage) genden
ayrilmasini saglar. Bu bolgede meydan gelen bir mutasyon sonucu poliadenilasyon sinyalinin
yapist bozularak mRNA’nin ayrilmasi 900 niikleotid sonra gelen bir baska sinyale kadar
ertelenir. Boylece olusan pre-mRNA yaklasik iki kat daha uzun olup; hemoglobinin kararl
yapisinin  bozulmasma neden olacak sekildedir. Ornegin, bu bolgedeki bir T—C

yerdegistirmesi, B-globin mRNA’sinin normalde sentez edilmesi gerekenin sadece onda
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birinin transkript edilmesi dolayisiyla siddetli B talasemi fenotipi ile sonuglanacaktir. (5, 34,

43)

Tablo 2. RNA Processing lle iliskili Mutasyonlar: (40, 41)

(Tablo 2.) i-Splice Junction Mutasyonlar:

MUTASYON TiPi FENOTIP ETNISITE

IVSI-1  (G—A) Akdeniz

=
°

=}

IVSII-850 (- G) Tiirk, Bulgar

VSl (G—T) B Hintli, Cinli
IVSII-1  (G—A) B° Akdeniz, Tunus,Amerikal1 Siyahi
IVSI-2  (T-G) B° Amerikali Siyahi
IVSI2  (T—C) B° Kiirt
IVSI-2  (T—A) B° Akdeniz
IVSI (17 nt del 3” ug) B° Alman, Italyan
IVSI (25 nt del 3 ug) B° Hintli
IVSI-130 (G—C) B° Liibnanlt
IVSI-130 (G—A) B° Italyan
IVSII-849 (A—G) B° Tayvanli
IVSII-849 (A—C) B° Japon
IVSII-850 (G—C) B ftalyan

p

B

=}

IVSII-850 ( G—A) Cinli
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(Tablo 2.) ii- Konsensus Dizi Degisikliklerine Neden Olan Mutasyonlar:

MUTASYON TiPi FENOTIP ETNISITE

IVSI-5  (G—C) B Hintli, Cinli, Malezyali
IVSI-5  (G—T) B’ Akdeniz, Amerikali siyahi
IVSI-5 (G—A) B Cezayir, Akdeniz

IVSI-6  (T—C) B Akdeniz

IVSL, -1 (Cd30) (G—C) B’ Tunuslu, Amerikali siyahi
IVSL, -1  (Cd30) (G—A) ? Bulgar

IVSL, -3 (Cd29) (C—T) ? Liibnanl

IVSI-128 (T—G) B’ Suudi Arabistan
IVSII-837 (T—G) ? Hintli

IVSII-843 (T—G) B Cezayirli

IVSII-844 (C—G) B’ Italyan

IVSII-848 (C—A) B Amerikali siyahi, Misir, iran
IVSII-848 (C—G) B Japon

(Tablo 2.) iii- Intronlarda Degisikliklere Neden Olan Mutasyonlar:

MUTASYON TiPi FENOTIP ETNISITE
IVSI- 110 (G—A) B Akdeniz
IVSI- 116 (T—G) B° Akdeniz
IVSII- 45 (-AG) B’ Portekiz
IVSII- 654 (C—T) B Cinli
IVSII- 705 (T—C) B Akdeniz
IVSII- 745 (C—G) B’ Akdeniz
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(Tablo 2.) iv-Kodlanan Boélgedeki Mutasyonlar:

MUTASYON TiPi FENOTIP ETNISITE

Cd 19 (A—T) Asn—Ser B Malay-Hb walay

Cd 24 (T—A) B’ Amerikal1 siyahi, Japon
Cd 26 (G—A) Glu—Lys B Uzakdogu Asya-HbE
Cd 27 (G—T) Ala—Ser B Akdeniz-Hbxgpossos

2.4.5. mRNA’nin Anormal Translasyonuna Neden Olan Mutasyonlar

B-talasemi allelerinin yaklasik yarist RNA translasyonun degisik evrelerini etkiler ve
biitiin bu olgularda, B globinin iiretilmedigi B° talasemi ile sonuglanirlar. Bu defektlerin ¢ogu,
frameshift veya nonsense mutasyonlara bagli premature terminasyon kodonlarinin meydana

gelmesinden dolay1 olup; hemen hepsi exonl ve 2 igerisinde sonlanirlar. (45)

2.4.5.1. Anlamsiz (Nonsense) Mutasyonlar

Bir aminoasit kodonunu, sonlandirma kodonuna (Stop codon: UAA, UAG veya UGA)
ceviren tek baz yer degistirmeleri, yani *’nonsense’” mutasyonlar, mRNA’nin translasyonunu
durdurur ve p°talasemi ile sonuglanirlar. Bu sekilde etkide bulunan bir¢ok baz
yerdegistirmesi tipi saptanmistir. Ornegin; kodon 17 mutasyonu Giineydogu Asya’da, kodon
39 C—T (CAG—TAG) mutasyonu ise Akdeniz bdlgesinde yiiksek bir siklikta goriilen bu tip
mutasyonlardirlar. B-globin zincir sentezinin bu tiir mutasyonlarda oldugu gibi premature bir

sekilde durdurulmasi, B°talasemilerin en sik nedenleri arasinda yer alir. (25, 46, 47)

2.4.5.2. Cerceve Kaymasi (Frameshift) Mutasyonlar

Beta-globin geninin kodlayici bolgelerinde meydana gelen bir, iki, veya dort
insersiyon veya delesyon sonucu upstream (3’—5) veya downstream (5°—3’) yOniinde
niikleotid kaymasi sonucu c¢er¢evenin normal okunmasini bozarak, mRNA translasyonu
acisindan, yeni olusmus pencerede bir terminasyon (sonlandirma) kodonun okunmasina
kadar anormal aminoasitlerin sentezine neden olurlar. Farkli aminoasit dizilimli ve normalden
kisa olarak olusan mRNA’lar normal globin zinciri olusturamazlar ve p°talasemi fenotipinde

olgulara sebep olurlar. Bu sekilde cesitli *’frameshift’’(¢cerceve kaymasi) mutasyonlari
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tanimlanmistir.Hintlilerde yaygin olan 8. ve 9. kodonlar arasina bir niikleotidin girmesi
sonucu meydana gelen frameshift mutasyon (Codon 8/9 (+G)) ile yine Hintliler ve
Gilineydogu Asyallarda yaygin olan 41. ve 42. kodonlarda dort niikleotidin delesyona
ugramast sonucu goriilen (CDs 41/42 -TTCT) frameshift mutasyonlar bunlardan ikisidir. (40,
48)

Tablo 3. RNA Translasyon Mutasyonlari: (40, 41)

(Tablo 3.) i- Anlamsiz (Nonsense) Mutasyonlar:

=}

Cd 121 (G-T) Polonya, Fransa, Isveg, Japon, Ingiliz

MUTASYON TIPI FENOTIP ETNIK KOKEN
Cd 15 (TGG—-TAG) B° Hintli
Cd 15 (TGG—TGA) B Portekiz
Cd 17 (A=T) B Cinli
Cd 22 (G-T) B° Reunion Adalari
Cd 26 (G—T) B° Tayland
Cd 35 (C—A) B° Tayland
Cd 37 (G—A) B° Suudi Arabistan
Cd 39 (C—A) B Akdeniz
Cd 43 (G—T) B Cinli
Cd 61 (A=T) B Siyahi
Cd 90 (G-T) B° Japon
Cd 112 (T—A) B Slovak
B
B

=]

Cd 127 (C—T) Tngiliz

(Tablo 3.) ii- Frameshift (Cerceve Kaymasi) Mutasyonlari:

MUTASYON TiPi FENOTIP ETNISITE

Cd 1 (-G) B° Akdeniz

Cd 5 (-CT) B° Akdeniz

Cd 6 (-A) B° Akdeniz,Amerikal1 Siyahi
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Cd 8 (-AA) B° Akdeniz
Cd 8/9 (+G) B Hintli
Cd 910  (+C) B Tiirk

Cd 11 (-T) B° Meksikali
Cd 14/15  (+G) B Cinli

Cd 15 T) B Hintli
Cd 16 (-C) B Hintli
Cd 22 (-AAGTTGG) B Tiirk

Cd 24 (-G+ CAC) B° Misirh
Cd 2526  (+7) B° Tunuslu
Cd 2728 (+C) B Cinli

Cd 29 (-G) B° Japon
Cd 35 (-C) B Malay
Cd 36/37  (-T) B° [ranly, Kiirt
Cd 37/38/39 (-GACCCAG) B° Tiirk

Cd 38539 (-C) B Cek

Cd 40 (-G) B° Japon
Cd 41 -0 B° Taylandli
Cd 41/42  (-TTCT) B Cinli

Cd 43 (+G) B° Japon
Cd 44 (-C) B° Kiirt

Cd 47 (+A) B° Surinaml1
Cd 47/48  (+ATCT) B° Pencapli
Cd 51 -0 B° Macar
Cd 54 (+G) B° Japon
Cd 54 (-T) B° Cezayirli
Cd 55 (+A) B Hintli
Cd 57/58  (+C) B° Pencapli
Cd 59 (-A) B° Italyan
Cd 64 (-G) B° Isveg
Cd 67 (-TG) B Filipinli
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o

Cd 71 +T) B Cinli
Cd 7172 (+A) B° Cinli
Cd 7475  (-C) B Tiirk
cd 76 -C) B° ftalyan
Cd 82/83  (-G) B° Azerbaycan, Cek
Cd 84/85  (+C) B° Japon
Cd 85/86  (+T) B° Japn
Cd 88 +T) B° Hintli
Cd 95 (+A) B° Taylandli
p

Cd 106/107 (+G) Amerikal1 siyahi

2.4.6. Diger Mutasyonlar

Baslik bolgesindeki +1 niikleotid transkripsiyonun baslangic bélgesidir.Bu pozisyonda
A—C niikleotid yer degistirmesi sonucunda *’capping’’ yavaslamasi ve mRNA kararliliginin
bozulmasi sonucu transkripsiyon azalir. Homozigot olgularda bile heterozigot gibi bulgu
veren bir fenotip s6z konusudur.Heterozigot bireyler ise normal sayilabilecek MCV ve sinirda

HbA, diizeylerine sahip sessiz tasiyicilardirlar. ( 40, 48, 49)

Translasyonu yapilmayan 3’ UTR bolgesindeki +1565°den +1577°ye kadarki
niikleotid dizilerini igeren bdlgenin delesyonu " fenotipinde talasemiye neden olur.
Baslangic kodonu olan birinci eksonun ilk kodonu ATG dizisindeki niikleotidlerin
mutasyonlar1 sonucu transkripsiyonun baglatilamamasi ise B° talasemi fenotipinde olgularin
ortaya ¢ikmasia neden olur.Bu kodondaki her bir niikleotidi etkileyen farkli mutasyonlar

bulunmustur.Bunlarin hepsi de siddletli klinik gosteren mutasyonlardirlar. (25, 43, 48)
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Tablo 4. RNA Avyrilmasi ve Poliadenilasyon Mutasyonlari: (40, 41)

MUTASYON TiPi FENOTIP ETNISITE
AATAAA—AACAA B Amerikali siyahi
AACAAA—AATAAG B Kiirt
AATAAA—AATGAA B Akdeniz
AATAAA—AATAGA B’ Malezyali
AATAAA—A (-AATAAA) B Arap
AATAAA—AAAA (-AT) B Fransiz

Tablo 5. Cap Site (Bashk Bolgesi) Mutasyonlari: (40, 41)

MUTASYON TiPI FENOTIP

ETNISITE

+1 A—C B

Hintli

Tablo 6. (3°-UTR) 3’ Translasyonu Yapilmayan Bolge Mutasyonu: (40, 41)

MUTASYON TiPi FENOTIP | ETNISITE
3> UTR bolgesinde
(+1565°den +1577 bp’e kadar -GCATCTGGATTCT) B Tiirk

Tablo 7. Baslangic Kodunu Mutasyonlari: (40, 41)

MUTASYON TIPI FENOTIP ETNISITE
ATG—ACG B° Yugoslav
ATG—AGG B° Cinli, Koreli
ATG—GTG B° Japon
ATG—ATC B° Japon
ATG—ATA B° Italyan
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2.5. PB-TALASEMILERDE PATOFIiZYOLOJI

Talasemilerin patofizyolojik ozelliklerinin hemen hepsinin kokeninde yatan olgu;

globin zincirinin dengesiz liretimi ve bunun sonucunda ortaya ¢ikan anemidir.
Beta talasemilerdeki aneminin ii¢ komponenti vardir. Ilk ve en &nemlisi; eritrosit &nciil
hiicrelerin kemik iliginde degisik oranlarda yikilmasi ile birlikte inefektif eritropoez’dir.
Ikincisi, o-zincir inkliizyonlarini iceren olgun kirmizi hiicre elemanlarinin yikimina bagh
olusan hemoliz. Uciinciisii ise; hemoglobin sentezindeki azalmaya bagli hipokromi ve
mikrositoz’dur. (5, 50)

Homozigot B-talasemili olgularda, B-globin sentezi, yoktur (B°) veya farkedilebilir
dlgiide azalmistir (B"). Bunun sonucunda fazladan o-globin zincirlerin iiretimi s6z konusudur.
Alfa-globin zincirleri tek baslarina fonksiyon gorebilecek hemoglobin tetramerleri olusturma
yeteneginde olmadiklarindan ve ayrica ¢oziliniir olmadiklarindan, kirmizi hiicre prekiirsorleri
icerisinde ¢okerler. Meydana gelen inkliizyon cisimcikleri elektron mikroskobu veya 1sik
mikroskobunda gosterilebilir. Bu inkliizyonlar hiicre membranini1 zedeler, esnekligini azaltir
ve eritrositlerin mononiikleer fagositik sistem hiicreleri tarafindan fagosiztozuna yol agarlar.
Boylece, olgun eritrositler erken parcalanmaya ugrarken; eritroblastlar da iglerindeki
inkliizyonlar nedeniyle kemik iligi i¢indeyken parcalanirlar ve etkisiz eritrosit yapimina

neden olurlar (inefektif eritropoezis). ( 5, 50, 51)

2.6. B-TALASEMILERDE FENOTIPLER VE KLINIK FORMLAR

B-talasemilerin klinik siddeti zincir dengesizliginin derecesi ile orantili olup;bu
bakimdan iki smnifa ayrilabilir; hi¢ B-globinin tretilmedigi p° talasemiler ve bir miktar f
globinin iiretilebildigi ama normalden az iiretildigi p* talasemi.Daha az ciddi formlar bazen

B olarak gosterilirler ve B zincir iiretiminde minimal yetersizligi anlatirlar. (52, 53, 54)

2.6.1. Heterozigot p-Talasemi Fenotipi ( B-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 i¢in homozigot ve ¢ift heterozigot olgulardan ayirt edilmelidirler. (55)

Talasemi formlarinin ortak Ozellikleri, heterozigotlarda, Hemoglobin A, (HbA;)

dziieylerinin artmis olmasidir. Ancak, bazi B-talasemili olgularda HbA, diizeyleri normaldir.
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Bu olgular,iki  kisimda incelenebilirler:Tip-1’de  anormal hematolojik  bulgular
bulunmadigindan bunlara ’’sessiz’’ heterozigotlar denir.Tip-2’de ise hematolojik
degisiklikler, yiiksek HbA, degerleri bulunan B-talasemi tasiyicilarindan ayirt edilemeyecek
durumdadir. Sessiz B-talasemiler hematolojik veriler normal oldugundan tarama ydntemleri
ile saptanamazlar. Ancak hafif derecede bir globin zincir dengesizligi (o/f globin zincir orani
birden biiylik) s6z konusudur. Sessiz talasemi’ye neden olan mutasyonlardan biri olan (-101
C—T) mutasyonunun, transkripsiyonu negatif kontrol eden proteinlerden birini normale goére
dokuz kat daha giiclii baglayarak, B-globin gen iiriiniinii azalttig1 gosterilmistir.( 5, 41, 56, 57)

B-talasemi tasiyicilarindaki hematolojik parametreler su sekildedir: Eritrosit sayisi
(RBC) artmis, MCV (ortalama eritrosit voliimii) 60-75 fl kadar diismiis.HbA, konsantrasyonu
%3.5-%7 kadar artmig, HbF diizeyinde ise sinirh bir artis (%1.5-%8) vardir. Periferik kan
yaymalarinda hipokrom mikrositer eritrositler saptanir. Bu bireylerin globinlerinin o/p sentez
oranlar1 1.5-2.0 oranindadir. Bir B-talasemi ailesine sahip bu bireylerde yasam siireleri normal

olup; saglikli bireylerdirler. ( 25, 58, 59)

2.6.2. B-Talasemi Major

Iki adet aym gesit mutasyona sahip mutant B-talasemi geni tastyan *>homozigot’’ veya
birbirinden farkli iki adet mutasyona sahip mutant -talasemi genini bir arada tasiyan cifte
heterozigot (veya birlesik heterozigot) olgular olup; siddetli talasemi klinigine sahip
bireylerdirler. Dogumu takip eden aylarda baglayan sarilik  ve hepato-splenomegali
mevcuttur. HbF ve HbA, diizeyleri altta yatan molekiiler patolojiye gore oldukg¢a degiskenlik
gosterir. HbF artmistir (%30-99), HbA, diizeyi %1-9 arasinda degisir. HbF diizeyi ¢ok yiiksek
olan olgularda eger HbA yoksa B° diistiniiliir. p°-talasemide HbA, diizeyi ¢ok yiiksek olan
olgularda B-gen promoter bolgesini de igine alan biiyiik gen delesyonlar1 diistiniilmelidir. (17,

60, 61)

2.6.3. B-Talasemi intermedia

Asemptomatik B-talasemi heterozigot olgular ile agir beta talasemi homozigot (major)
arasinda bir klinik siddet sergiler. Hastalarin ¢ogu transfiizyon almadan normal Hb
degerlerine sahiptir. Talasemi intermedia’ya neden olan IVS-1-6 (T—C) homozigot
mutasyonu daha ¢ok Akdeniz lilkelerinde goriiliir. Talasemi Intermedia’da, genelde , her iki

B-geni de talasemiktir. Bu durumda:
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1-Mutasyonlarin her ikisi de hafiftir (homozigot veya birlesik heterozigot)

1i-Mutasyonlardan biri agir; digeri hafiftir ( birlesik heterozigot)

iii-Peta-talasemi heterozigotlugu ve alfa gen triplikasyonu (oo/aoer) vardir.

Periferik yayma oOzellikleri B-talasemi major’e benzer. Bir yasindan sonra talasemi tanisi
konulan ve kan transfiizyonuna bir yasindan sonra baslanan olgularda talasemi intermedia
olasilig1 akla gelmelidir. Tan1 genellikle 2-5 yaslar1 arasinda konulur veya tani yasi 2. dekada
kadar uzamig da olabilir. Hemoglobin degerleri daha yiiksek olup orta diizeyde kemik
degisiklikleri olur. Aneminin daha az siddetli goriilmesinin nedeni serbest o-zincirlerinin
genetik faktorler tarafindan azaltilmasi ve a/non-o globin zincir imbalansinin daha az
olmasidir. Bu imbalansi diisiiren faktorler; orta diizeyde B-talasemi alelleri, birlikte bulunan o-

talasemi ve birlikte bulunan o veya HPFH sendromudur. (25, 41,61, 62, 63)

2.6.4. Inkliizyon Cisimcikli Beta Talasemi

Asir1 dayaniksiz globin zincirleri nedeniyle meydana gelen talasemilerdirler. Talasemi
intermedia gibi fenotipik 6zellik gosterirler ve siddetli heterozigot beta talasemi seklinde
dirler. Belirgin hemoliz ve eritrositlerde inkliizyon cisimcikleri ile karakterize edilirler. Bu tip
talasemilere neden olan mutasyonlar: italyanlarda Codon 94(+GT), Litvanyalilarda  Codon
123 (-A), Japonlarda Codon 128/129 (GCTG) seklinde goriiliir. Bunlar seyrek goriilen [-
talasemi alelleri olup malaryaya karsi secici bir 6zellik gostermezler ve dagilimlart da B-
talaseminin nadir goriildiigii toplumlardadir ( Kuzey Amerika, Japonya vs.). Inkliizyon
cisimcikli talasemilerin ¢ogu exon3 ‘deki mutasyonlarda gozlenirler. Normal globin
zincirindeki H heliksinin yoklugu globinin dayanaksiz olmasini saglar. Proteolitk sindirim
sonucu globin zinciri hiicre i¢inde ¢abucak ¢okelir ve ¢okelen alfa zincirleri de hiicre zarina

zarar verir. (41, 64)

2.7. TURKIYE’DE BETA TALASEMI

B-talasemi tasiyiciligi orani Tirkiye genelinde %2 olmakla birlikte, bu say1
Tiirkiye’nin baz1 yorelerinde (Antalya ve Trakya gibi) %10’a kadar ¢ikmaktadir. En diisiik -
talasemi sikliklar1 Tiirkiye’'nin kuzey ve dogu  bolgelerinde gdzlenmistir. Akraba
evliliklerinin sikligi ve dogum hizinin yiiksekligi, Tiirkiye’de beklenenin de iizerinde [-
talasemili ¢ocuk dogmasinin nedenidir. Hastalik, hafif klinikli pB-talasemi intermedia ile,

tranflizyona bagimli B-talasemi major arasinda seyreden ¢ok genis bir yelpazede goriilmekle
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birlikte, Tiirkiye’de B -talasemi major olgular1 agir basmaktadir. Halen Tiirk toplumunda 30°u
askin mutasyon tanimlanmistir; bu genis molekiiler cesitlilik, hastaliga 6nlem alma
stratejilerini ve programlarini 6nemli 6l¢iide giiclestirmektedir. (65, 66, 67)
IVS-I-110 Tiirkiye’de en siklikla rastlanan B-talasemi mutasyonudur (%40); bunu sirasiyla:

IVS-1-6,

FSC-8,

IVS-I-1,

IVS-I1-745,

IVS-II-1,

Cd39,

-30

FSC- 5 ( Frameshift codon-5) mutasyonlar1 takip etmektedir (Tablo 8). IVS-I-
110’un Tiirkiye genelinde %40 olan sikligi, Orta Anadolu’da %50’yi agmakta, buna karsilik
Dogu ve Giliney Dogu Anadolu’da %25’lere diismektedir. Tiirkiye’nin cografi bolgeleri,
mutasyon siklig1 ve ¢esitliligi acisindan kiyaslandiginda, iilke niifusunun %50’sini barindiran
Bat1 Anadolu ve Akdeniz boélgelerinin, Tiirkiye genelindeki dagilimla uyumlu oldugu, ve
Kuzey, Giiney ve Dogu Anadolu bolgelerinin daha heterojen oldugu, ve kendilerine 6zgii

mutasyonlar igerdigi goriilmektedir (-30, -87, FSC8/9, 1VS-1I-745 gibi) . (4, 68)

Tablo 8. Tiirkiye’de en sik goriillen p-talasemi mutasyon ¢esitlerinin genel dagihimlari ve
sikliklarina gore ilk on sirada yer alan mutasyonlar.

MUTASYON Tipi Tiirkiye’deki Genel Dagilim (%)
IVS-1-110 (G—A) p+ 39.3
IVS-I-6 (T—C) p+ 10.1
Bilinmeyen Mutasyonlar 9.1
FSC-8 (-AA) Bo 5.5
IVS-I-1  (G—A) Bo 5.0
IVS-11-745 (C—G) p+ 5.0
IVS-II-1  (G—A) Bo 4.7
Cd 39 (C-T) Bo 3.8
-30 (T—A) p+ 3.1
FSC-5 (-CT) Bo 2.2
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2.8. DIYARBAKIR BOLGESINDE BETA TALASEMI

Diyarbakir bdlgesinde daha oOnce molekiiler diizeyde  B-talasemi mutasyon
tiplendirmesi {lizerine, sadece, bir ¢calisma yapilmistir. Bu ¢alisma daha 6nce -talasemi major
tanis1 konmus 36 6rnegin mutasyon tiplerinin belirlenmesi adi altinda yapilmistir. (41)
S6z konusu c¢alismada Cukurova bolgesinde yaygin olarak goriilen 8 adet mutasyonun
Diyarbakir bolgesindeki sikliklar1 incelenmistir. Elde edilen sonuglara gore 36 hastadan 10
hastanin arastirilan 8 mutasyondan higbirisini tasimadigt; diger 26 hastanin ise Cukurova
bolgesinde sik goriilen 8 mutasyondan herhangi birini tasidigr tesbit edilmistir. Bu
arastirmanin sonuglarina gore Diyarbakir bolgesinde tesbit edilen mutasyon tiplendirmesinin

Tiirkiye’deki mutasyon tiplendirmesi ile karsilastirmali gosteren (Tablo 9) incelenebilir.(41)

Tablo 9. Daha 6nce yapilmis bir calismaya gore Diyarbakir’da ve Tiirkiye’de en sik
goriilen B-talasemi mutasyon cesitlerinin sikhiklarinin karsilastirilmasi

MUTASYON Tipi Diyarbakir Tiirkiye’deki

Bolgesindeki Sikhig1 Genel Dagilimi
(%) (%)
IVS-I-110 (G—A) p+ 27.8 39.3
IVS-I-6 (T—C) p+ 11.1 10.1
Bilinmeyen Mutasyonlar 27.8 9.1
FSC-8 (-AA) Bo 11.1 5.5
IVS-I1-1 (G—A) Bo 2.8 5.0
IVS-I1-745 (C—G) p+ 5.5 5.0
IVS-II-1  (G—A) Bo 83 4.7
Cd 39 (C-T) Bo 2.8 3.8
-30 (T—A) p+ 2.8 31
FSC-5 (-CT) Bo Bakilmamis 2.2
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. ORNEKLERIN TOPLANMASI

Diyarbakir kent merkezi ve Diyarbakir’a bagli 13 (onii¢) ilgede (Cinar, Bismil, Hazro,
Silvan, Kulp, Ergani, Egil, Hani, Lice, Dicle, Ciingiis, Cermik ve Kocakdy) ilkogretim
cocuklarinda tarama c¢alismasi yapildi. Bu calismada ilkdgretim okullarinin 3. smiflarindan
(ortalama 9 yas) , 8. siniflarina kadarki (ortalama 14 yas) yas gruplarindan 10038 (onbin
otuzsekiz) ¢ocukta Beta-talasemi taramasi gergeklestirildi. Bu ¢cocuklardan alinan 6rneklerin
rutin  Tam Kan Sayimmi sonucunda MCV degerlerinin 79 fL’nin altinda oldugu belirlenen
orneklere HPLC uygulandi. HPLC ile HbA, degerleri yiiksek (>%3.5) bulunan 6rnekler
Beta-talasemi tasiyicist olma ihtimali go6zoniine alinarak; DNA mutasyonu agisindan
incelendiler.

Bunun i¢in her ¢cocuktan iki adet EDTA’l1 tam kan tiiplerine; her birine 2 cc olacak
sekilde kan &rnekleri alind1. Bu kanlar soguk zincir kuralina uyularak Dicle Universitesi Tip
Fakiiltesi (DUTF) Biyokimya Anabilimdali Laboratuvaria ulastirildi. Orneklerin kayitlart
ve numaralanmasi igleminin ardindan tam kan tiiplerinden biri hematolojik parametrelerin
calisildigi Dicle Universitesi Tip Fakiiltesi Acil laboratuvarma gonderildi. Diger tam kan
tiipli ise muhtemel mutasyon g¢alisilmak tizere (—80 °C’de ) soguk zincir kurallarina uygun
bir sekilde saklandi. Orneklerin alindig1 giiniin aksami ¢alisilan tam kan 6rneklerine ait
kanlardan MCV degerlerinin 79 fI’nin altinda olanlar1 se¢ilip HPLC’de HbA, calisilmak
izere DUTF Biyokimya ABD Molekiiler Tanmi laboratuvarina teslim edildi. Biitiin
orneklerin bu sekilde islemden gecirilmesinden sonra derlenen veriler 1518inda Talasemi
tastyicist oldugu muhtemel olan sahislarin ( MCV < 79 fl ve HbA; > %3.5) daha 6nce B-
talasemi mutasyon analizi i¢in (=80 °C’de) saklanmig Ornekleri, soguk zincir kurallari
gozetilerek DUTF Hematoloji Laboratuvarinda DNA izolasyonlar1 yapildi ve &rnekler (- 20
°C’de) saklandi. izolasyon islemlerinden sonra ayni Hematoloji laboratuvarinda DNA’lari
izole edilmis biitiin 6rneklerin PCR yardimi ile DNA iiriinleri ¢ogaltildi ve ardindan
cogaltilmis DNA iirlinleri, ’’B-globulin Strip Testi’’ ile B-talasemi mutasyonlar1 agisindan
incelendi. Cikan sonuglar daha 6nce olusturulmus Hematolojik parametrelerin ve HPLC

sonuglarinin iglendigi hasta kayitlarina eklendi.
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3.2,

3.3.

KULLANILAN ALETLER:

1- Tam Kan Sayimi Abbott Cell-Dyn 3700

2- Hb varyant analizorii Bio-RAD Variant Hb testing system
3- Mikrosantrifiij Beckman GS-15 R model

4- IsiticiBlok (Inkiibator) Wealtec Corp. B-1 model

5- Vorteks (Karistiric) Jencons/Julabo Miximatic

6- Derin Dondurucu (-80 °C) Heto Ultra Freze UF 4420

7- Derin Dondurucu (- 20 °C) Argelik 2031 D

8- Termal Dondiiriicii Gene Amp PCR system 9700

Perkin Elmer Cetus

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

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

11- Spektofotometre Unicam 8625 UV/VIS

KULLANILAN KiIMYASAL MADDELER ve KITLERIN BILESIMI:
1-Hemoglobin Varyant analiz kiti:

Buffer 1 (lot no): 102864

Buffer 2 (lot no): 102865

Wash Solution (lot no): 102844

Variant HbA . / HbA, Dual kit (lot no): 102840

2-B-globulin Strip Assay Kiti ( B-globulin Mutasyon Analiz Kiti):
(Vienna Lab Labordiagnostika GmbH)

Lysis Solution 50 ml
GEN*TRACT Resin 5 ml
Amplification Mix 500 ul
Taq Dilution Buffer 500 pl
DNAT 1.5 ml
Typing Tray 3 adet
Teststrip 20 adet
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Hybridization Buffer 25 ml

Wash Solution A 80 ml
Conjugate Solution 25 ml
Wash Solution B 80 ml
Color Developer 25 ml
Taq DNA Polymerase (5U/ul) 75 U

DNAT ( 1.6 NaOH igerir), Conjugate Solution ( Streptavidin-Alkalin
Fosfataz igerir), Wash Solution B ( 0.05% NaN3 icerir). Color Developer ( Nitroblue
tetrazolium NBT ve 5-bromo-4-chloro-3-indoyl phosphate (BCIP) igerir.)

Kullanilan *’B-globulin strip Assay Lot numaralar1®’

- Lot :( 04-DR.05.02)

- Lot :( 01-SE.05.04 )

- Lot :(01-EL.05.11)

- Lot :( 01-TW.05.09)

3.4. TAM KAN SAYIMI YONTEMIi

Taramadan gegirilen 10038 c¢ocugun her birinden EDTA’l1 tam kan tiiplerine alinan
2 cc’lik kan drnekleri, DUTF Acil Laboratuvarinda bulunan Abbott firmasina ait CellDyne
3700 cihazinda calisildi. MCV degerleri 79 fl ve altinda olan 6rnekler HbA, ol¢tiimii
yapilmak iizere se¢ilip kaydedildi.

3.5. HbA; OLCUMU

Tam kan parametrelerinden MCV degerinin 79 ve altinda oldugu 6rnekler ertesi giin
DUTF Molekiiler Tan1 laboratuarinda Bio-Rad firmasina ait >’Bio-RAD Variant Hb testing
system’’ ile HPLC yontemi kullanilarak otomatize bir sekilde HbA; 61¢timii yapildi.
HPLC sonucunda, HbA, degerleri ( >%3.5) olan 6rnekler secilip kaydedildi.

3.6. P-GLOBULIN STRIP ASSAY

B-globulin gen mutasyonlarini belirlemek i¢in Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ve
Reverse-Hybridization usulleri iizerine kurulu bir testtir.
Metodoloji: Islem ii¢ basamag igerir.Bunlar:

1-DNA izolasyonu
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2- B-globin geninin biyotin ile isaretlenmis primerler kullanilarak PCR ile amplifikasyonu
3-Bir serit lizerine paralel bantlar seklinde dizili immobilize edilmis normal ve mutasyona
0zgii oligoniikleotid problarini iceren membranlar1 tagiyan bir test strip’ine amplifikasyon
irtinlerinin hibridizasyonu. (11)

Bagli bulunan biotinlenmis sekanslar, *’streptavidin-alkalin fosfataz ve color substrat >’
kullanilarak tespit edilir.Sonugta meydana gelen renk reaksiyonu ile goriintiileme yapilir.
(B-globin StripAssay " Kullanim kitapcigi Instructions for Use.(2004): 1-6)

B-globin Strip testi B-globin geninde siklikla goriilen ve Akdeniz iilkelerine 6zgii 22
mutasyonu kapsamaktadir. Bunlarm iki tanesi anormal hemoglobin (HbS ve HbC), 20 tanesi
ise B-talasemi mutasyonudur (Tablo 11 ve Sekil 7). Membranin {ist kisminda toplam 22
mutant dizi, alt kisminda ise 12 tane normal dizi vardir. Test seridindeki mutasyonlarin
bazilar1 birbirine ¢ok yakin olduklari i¢in, bunlara tek bir normal oligoniikleotid probu

kullanilmistir; dolayisiyla 22 mutasyon sadece 12 normal prob ile tanimlanabilmektedir. (11)

Test, 22 B-globulin mutasyonunu kapsar.Bu mutasyonlar sunlardir:
-87(C>G), -30(T>A), Codon 5(-CT), hemoglobin C, hemoglobin S, Codon 6(-A), Codon 8
(-AA),Codon 8/9 (+G), Codon 22 (7bp del), Codon 30 (G>C), IVS 1.1 (G>A), IVS 1.2
(T>A), IVS 1.5 (G>C), IVS 1.6 (T>C), IVS 1.110 (G>A), IVS 1.116 (T>G), IVS 1-25
(25bp del), Codon 36/37 (-T), Codon 39 (C>T), Codon 44 (-C), IVS 2.1 (G>A), IVS 2.745
(C>G).
(B-globin StripAssay "™ Kullanim kitapgig1. Instructions for Use.(2004): 1-6)

Test kapsamindaki globin mutasyonlarina bakildiginda bunlardan 2 tanesinin anormal
hemoglobinlerden HbC ve HbS’yi tespite yonelik olduklar1 geriye kalan 20 mutasyonun ise

beta talasemi mutasyonlari olduklar1 goriiliiyor.

3.6.1 Beta Globin Strip Assay ile Beta Talasemi Mutasyon Analizi
3.6.1.1. DNA izolasyonu

EDTA’l1 tam kan tiiplerinde (-80 °C’de ) saklanmis 6rnekler oda 1sisinda ¢oziinmeye
birakilir. Bu arada 1.5 ml’lik kapakli ependorff tiipleri iclerine birakilacak orneklerin
numaralart ile isaretlenir. Tam kan tiipleri igerisindeki 6rnekler, kendilerine ait ependorff

tiiplerine alinmadan 6nce bir¢gok defa tersyiiz edilerek karistirilir.
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>’Lysis solution”” (Lysis soliisyonu) ve ’GEN*TRACT Resin’’ siseleri tam kan tiipleri ile

es zamanli olarak oda 1sisina gelmek iizere sogutucudan cikarilirlar.

100ul kan 6rnegi 1.5 ml’lik kapakli ependorff tiipiine bir pipet araciligi ile aktarilir.

1 ml Lysis soliisyonu eklenir ve iyi bir karisim i¢in vortekslenir.

Ependorff’lar 15 dakika oda 1s1sinda bekletilir.

Mikrosantrifiij’de 3000 rpm devirde 5 dakika gevrilir.

Bir pipet yardimiyla tiipiin iist kismindaki 1 mI’lik supernatan alinip atilir.

Iml Lysis soliisyonu eklenir ve tekrar vortekslenir

Mikrosantrifiij’de 12,000 rpm devirde 5 dakika gevrilir.

Tiplerin alt kisminda birikmis yaklagik 50 ul’lik yumusak ¢okeltiye dokunmadan
iistteki s1vi (supernatan) bir pipet yardimiyla alinip atilir.

”GEN*TRACT Resin’’ sisesi kuvvetli bir sekilde c¢alkalanip igeriginin karigsmasi
saglanir

200 pl ’GEN*TRACT Resin’” ependorff tiipiinde kalmis ¢okeltinin tizerine bir pipet
yardimiyla eklenir. Ependorff tiipiiniin kapagi kapatilir ve 10 saniye vortekslenir.

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

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

Ornekler 12,000 rpm devirde 5 dakika mikrosantrifiij’de ¢evrilir.

PCR i¢in kullanilacak olan DNA kaliplari (DNA template) santrifiij sonrasinda
ependorff tiipleri igerisindeki supernatan’da bulunur. Bu supernatan, bir pipet
yardimiyla alinip iizerlerine hastalarin adi-soyadi ve Ornek no’su yazili bagka
ependorf tiiplerinin igerisine aktarilip PCR ile amplifikasyon yapilana kadar (-20
°C’de ) saklanur.

( Bu islemler yapilirken kullanilan pipet uglarinin ve ependorff tiiplerinin steril olmasina

dikkat edilmelidir. Bunun i¢in hazir steril pipet uclarmin yaninda kendi

laboratuvarimizda sterilizasyonu yapilan ependorff tiipleri kullanildi.)

Elde edilen DNA iirlinlerinin verimini hesaplamak icin 6rneklerden alinan 20 pl’lik

DNA {iriinii 580 pl saf su ile 600 ul’ye tamamlandi ve sirasiyla 260 ve 280 nanometre dalga

boylarinda spektrofotometrik olarak optik dansiteleri belirlendi.

-35-



Verim= ODy¢/ OD5yg9 formiiliinden verim hakkinda bilgi sahibi olundu. Bu formiile gére
elde edilen degerler (1,4-1,6) arasinda bulundugundan izolasyonun verimli oldugu kabul

edildi.

3.6.1.2. In-vitro Amplifikasyon (PCR)

Polimeraz zincir reaksiyonu, dizisi bilinen iki bdlge arasinda uzanan DNA
pargasini ¢ogaltmak ic¢in kullanilir. PCR, Lokositlerden veya degisik materyallerden elde
edilen genomik DNA’nin istenilen bir bdlgesinin, in vitro kosullarda, bu hedeflenen bolgeye
Ozgll primer adi verilen 6zel baz dizileri kullanilarak milyon kez g¢ogaltilmasi yani
’amplifikasyonu’ islemidir. DNA {izerinde belirlenen; en az 50-100, en fazla 2500
niikleotid uzunlugundaki bir bolge hedeflenen bdlgedir. Amplifikasyonda, 6nce DNA 95
°C’ye kadar isitilarak ¢ift iplikli DNA’nin ayrilarak; tek iplikli DNA haline geldigi
Denaturationon (denatiirasyon) islemi saglanir. ikinci asamada ortamin 1sis1 55-60 °C’ye
diistiriilerek 0zglin primerlerin komplementer dizilere yapigsmasi saglanir. Bu asamaya da
yapisma anlamina gelen Annealing denir. Son asamada ise; 1s1 72 °C’ye yiikseltilerek DNA
polimerazin  yerini tutan Taq polimeraz enzimiyle ortamdaki dNTP’lerin
(deoksiniikleotidtrifosfat) 5°—3’ yoniinde zincire eklenerek zincirin uzamasi saglanir. Bu
son asamaya da Extension ad1 verilir. Denatlirasyon, Annealing ve Extension agamalarindan
meydana gelen bir dongii her tekrar edildiginde meydana gelen iiriin sonraki dongiide kalip
gorevi gordiiglinden her bir basarili dongii temel olarak istenilen DNA {iriinliniin miktarini
ikiye katlar. Taq DNA polimeraz isiya dayanikli olup 95 °C’lik uzamis inkiibasyonda canli
kalarak amplifikasyonun her asamasinda ortama yeniden enzim ekleme gereksinimini
ortadan kaldirmistir. Yiiksek etkinlige ragmen hedef dizilerin amplifikasyonu sinirsiz bir
islem degildir. Normal tepkime kosullarinda Taq DNA polimerazin miktari
amplifikasyonun 25-30 déngiisiinden yani yaklasik 10° defalik bir amplifikasyon diizeyine
eristikten sonra giderek kisitlanir. (69, 70, 71, 72, 73, 74)

Bu prensiplere dayanarak ¢ogaltilan DNA izolasyon iiriinleri, asagidaki prosediirler
uygulanarak Perkin Elmer Cetus firmasina ait Gene Amp PCR system 9700 termal
dondiirticiide (thermal cycler ) amplifiye edildi:

e Taq DNA Polimeraz’in Taq Dilution Buffer icerisinde ( 1:25, nihai

konsantrasyon 0.2 U/ul olacak sekilde ) calisma dilusyonu hazirlanir.
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e Amplifiye edilecek her 6rnek icin bir reaksiyon tiipii hazirlanir. Tiipler 6rnek
no’lar1 da lizerlerine yazildiktan sonra buz lizerine konulur.
e Her 6rnek icin bir PCR reaksiyon karigimi, buz lizerinde hazirlanir:
0 15 pl Amplifikasyon karigimi
0 5wl dilue edilmis Tag DNA Polimeraz (1U)
0 5 ul DNA kalib1 (DNA template)
e Tiplerin kapaklar1 kapatilir ve termal dondiiriicii (thermocycler) 94 °C’ye
kadar 1sitilir.
e Reaksiyon tiipleri termal dondiiriiciiye yerlestirilir ve asagidaki termal dongii
(thermocycling) programi uygulanir:
0 Pre-PCR: 94 °C /2 dakika
0 Termal Dongii: 94 °C /10 saniye- 54 °C/ 15 saniye- 72 °C /45 saniye
( Termal Doéngii, 35 dongii olaracak sekilde programlanmaistir)
0 Nihai ekstansiyon (Final Extension): 72 °C / 3 dakika
PCR ile amplifiye edilen 6rnekler 2-8 °C “de saklanir.

3.6.1.3. Hibridizasyon

PCR iirlinleri ’’reverse hibridizasyon’ teknigi ile analiz edilir. Bu test, bir
nitroseliiloz strip iizerine paralel diziler seklinde immobilize edilmis bir dizi oligoniikleotid
problara biotinile PCR {iriinlerinin hibridize edilmesi esasina dayanir. ( 75, 76)

Test stipleri, Konjugat soliisyonu (conjugate solution), Wash solution B ve Color
Developer oda 1sisina gelene kadar bekletildikten sonra; her bir 6rnek i¢in bir test stribi
temiz eldivenle alinip; otomatik su banyosunda (Innogenetics firmasima ait Auto LIPA 48
cihazi) bulunan tepsideki havuzlara birer adet yerlestirildi. PCR ile ¢ogaltilan DNA
tirtinlerinden her 6rnek icin 10 pL olacak sekilde bir pipetle alinip tepsideki striplerin
bulundugu havuzlara birakildi. Gerekli kit bilesimleri Auto LIPA 48 cihazina uygulandiktan
sonra gerekli inkubasyon ve yikama islemlerinin sirasi ve siiresi dahil otomatik olarak Auto
LIPA 48 otomatik su banyosu tarafindan gerceklestirildi. Islem sonunda elde edilen test
stripleri yorumlanmak {lizere kurumaya birakildi. Kuruduktan sonra sonu¢ alinamadigi tesbit
edilen ornekler daha sonra tekrar edilmek fiizere belirlendi. Daha sonra sonug¢ alinan

orneklerin yorumlanmasina gegildi
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3.7.  SONUCLARIN YORUMLANMASI

Bir 6rnegin genotipi, B-globin strip assay kiti ile birlikte verilen >’Collector for -
globin strip assay’” adli kagit skala ile test striplerinin tek tek karsilastirilmasi ile tesbit
edilir. Test stripleri bu kagit lizerinde gosterilen yerlerden birine, kirmizi isaret liste; yesil
isaret alta gelecek sekilde yerlestirilir (Sekil 7).Test stripinin en iist kisminda yer alan
kontrol bandinin pozitif reaksiyonu konjugat solusyonunun ( conjugate solution) ve renk
vericinin (color developer) uygun fonksiyonunu gosterir. Bu bant her zaman pozitif
olmalidir.
Beta globin strip assay Sonu¢larinin Yorumlanmasi

29

En {iistte bulunan >’ Control’’ (kontrol) bandinin pozitif reaksiyonu; Conjugate Solution’un
(konjugat solusyon) ve Color Developer’in ( renk verici) diizgiin islevini gosterir. Bu bant
her zaman pozitif boyanmalidir.

Her bir 6rnek asagida (Tablo 10) goriilen boyanma 6zelliklerinden birini gostermelidir.

Tablo 10. Beta-blobin strip assay sonuc¢larinin yorumlanmasi:

Wilde Type Bandi Mutant Bant Genotip
NORMAL Pozitif Negatif Normal
HETEROZIGOT Pozitif Pozitif Heterozigot
HOMOZIGOT Negatif Pozitif Homozigot

Beta-globin strip assay ile gosterilen mutasyonlarin bazilari, beta-globin geni lizerinde

birkag¢ niikleotid igerisinde yerlesmiglerdir. Bunlar, test seritleri ilizerinde ortak bir

29

wilde

type’” prob ile gosterilirler. Boylece, 22 mutasyon sadece 12 adet ’wilde type’” prob ile

karsilanir ( Tablo 11).
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Tablo 11. Wilde Type Prob ile gosterilen mutasyonlar

Bant Wilde Type Prob Mutasyon
23 -87 -87
24 -30 -30
25 Kodon 5 -9 arasi Kodon 5, HbC, HbS, Kodon 6, Kodon 8, Kodon 8/9
26 Kodon 22 Kodon 22
27 Kodon 30- IVS 1.6 arasi Kodon 30,IVS 1.1, IVS 1.2,IVS 1.5,IVS 1.6
28 IVS 1.110 ve IVS 1-25 IVS 1.110, IVS 1-25
29 IVS 1.116 ve IVS 1-25 IVS 1.116, IVS 1-25
30 Kodon 36/37 Kodon 36/37
31 Kodon 39 Kodon 39
32 Kodon 44 Kodon 44
33 IVS 2.1 IVS 2.1
34 IVS 2.745 IVS 2.745

(B-globin StripAssay ' Kullanim kitapgig1. Instructions for Use.(2004): 1-6)

Ornegin: Bu mutasyonlardan iki tanesi i¢in birlesik heterozigot olan 6rnekler (6rnegin: HbC +
HbS) ortak *’wilde type’’ bandinin ( 25. siradaki bant) yoklugu ile gosterileceklerdir.
IVS 1-25 i¢in homozigot mutant olan 6rneklerde ise; IVS 1.110 ve IVS 1.116 ( 28. ve 29.
siradaki bantlar) i¢in *’wilde type’” bandinin olmamasi ile gosterileceklerdir

B-globin strip testinde bazi mutasyonlar, B-globin geni iizerindeki birkag¢ niikleotid
icerisinde yerlesmislerdir. Bu mutasyonlar, test ¢cubugu {izerinde, ortak bir ’wilde type’’
bant ile temsil edilirler.Boylece 22 mutasyon 12 *’wilde type’’ bant ile karsilanir.
Sekil (8)’de bu yontem kullanilarak yapilmis ti¢ DNA tanisi goriilmektedir. B-globin
genotipini tanimlamak i¢in, Sekil (7)’de goriilen referans membrani kullanilmakta; test
membraninda elde edilen bantlar, referans ile kiyaslanmaktadir.
Sekil 8-(A.)’da: Test membranindaki mutasyonlarin higbirini tagimayan bir birey 6érnek olarak
gosterilmistir. Bu birey *’normal’’ olabilecegi gibi; nadir veya yeni bir mutasyon da tasiyor
olabilir.
Sekil 8-(B.)’de IVS 1.1 ve IVS 1.110 icin ¢ift heterozigot olan bir bireye ait Ornek

goriilmekte. Yani Cift Heterozigot ( compound heterozigot) bir durum séz konusudur.
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Sekil 8-(C.)’de ise; IVS 1.110 mutasyonunu her iki kromozomunda tasiyan bir bireye ait
ornek goriilmektedir ( IVS 1.110 homozigot).
Calismadaki biitiin  6rnekler calisilip; test sonuclar1 referans membranlarla

karsilagtirilip genotipler yorumlandiktan sonra her 6rnek i¢in elde edilen sonuglar kaydedildi.
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L o N o S

MUTAN T
I

14—
15—
16—
17
18—
10

21—
22—

23—
24—

26—
27
28—
25—
30—
3—

WILD TYPE

33—
34

— Koz Isaret Banda ( Ust)

Sekans
— Control Degisitnleri
—mutant - 87 C=G
—— mutant - 30 T=A
—mutant  codon 5 -CT
—mutarnt  Hemoglobin C G=A
—mutant  Hemeoglobin S A>T
—mutant  codon 6 -A
—mutant  codon 8 -AA
—mutant  codon 89 +G
——mutant  codon 22 Tbp del
—mutant  codon 30 G=C
—mutant VS 1.1 G=A
—mutant VS 1.2 T=A
—mutant  IVS 1.5 G=C
—mutant VS 1.6 T-C
—— mutant Vs 1.110 G=A
—— mutant Vs 1.116 T=G
—— mutant Vs 1-25 25bp del
—— mutant codon 36/37 -T
——mutant  codon 39 C=T
—— mutant codon 44 -C
—mutant VS 2.1 G=A
——mutant  IVS 2.745 C=G
—wild type - &7
—wild type - 30
—wild type codon 5to 9
—wild type codon 22
—wild type codon 30 to IVS 1.6
—wild type IVS 1.110 and 1-25
—wild type IVS 1.116 and 1-25
—wild type codon 36/37
—wild type codon 39
—wild type codon 44
—wild type IVS 2.1
——wild type IVS 2.745
— Vesil Isarvet Banda ( Al)

T alasemni
Tipi
B+
B+

B

TFPTPPFPFPPP

=]
+

TP PP PP

o]
i

Sekil 7. p-globin Strip Test Cubugu ( test strip) ornegi.
(http://www.viennalab.com/pdf/4120.pdf)
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B-globin genotipini tanimlamak i¢in, Sekil (7)’de goriilen referans membrani kullanilmakta,

test membraninda elde edilen bantlar (Sekil 8) ise; referans ile kiyaslanmaktadir.

L= T I S A
O o= BN P e Laf Pl e
SO0 e U e e b e

Sekil 8. f-globin strip testinde degisik durumlari gosteren test cubugu.
(http://www.viennalab.com/pdf/4120.pdf)
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4. BULGULAR

Dicle Universitesi Tip Fakiiltesi Biyokimya ve Klinik Biyokimya Anabilim Dali’nin,
T.C. Saglik Bakanligi Ana Cocuk Saghigi ve Aile Planlamasi Genel Miidiirliigii ve
Diyarbakir 11 Saghik Miidiirliigii ile yaptiklar isbirligi gergevesinde Diyarbakir il merkezi ve
13 ilgesinde ilkogretim dgrencilerinde yapilan B-Talasemi taramasi sonucunda: 10038 kisiden
toplanan tam kan 6rnekleri ile yapilan analizler sonucunda MCV degerleri 79 fl altinda olan
ornekler belirlenip; bunlardan HPLC sonucunda HbA, degerleri % 3.5 veya bu degerin
tizerinde tesbit edilen 133 kisiye ait drneklerin PCR ile DNA’larinin amplifikasyonundan
sonra B-globin StripAssay kiti ile 6rneklerin DNA’larinda Tiirkiye’de sik goriilen 22 B-
globulin mutasyonu arastirildi. HbS ve HbC disinda, bu globin mutasyonlarindan 20 tanesi -
talasemi mutasyonlarini i¢eriyordu.

Elde edilen sonucglara gore mutasyon tasiyan Orneklere ait veriler Tablo (12)’de
gosterilmistir. Tablo (12)’de arastirmamizda taradigimiz kisilerin 6rnek numaralari, 6rnegin
alindig1 bdlge ( Diyarbakir il merkezi ve Ilgeleri), Orneklerin MCV ve HbA2 degerleri ve son

stitunda da tespit edilen mutasyonun ¢esidi goriilmektedir.

Tablo 12. Arastirmamizda elde ettigimiz toplu sonuclar.

SIRANO | HASTA NO ILCE MCV HbA2 MUTASYON
1 15 CINAR 63,8 4,3 | Bilinmeyen
2 122 CINAR 59,2 51 Codon 44 ( -C ) Heterozigot
3 157 CINAR 61,1 4,1 IVS 1.110 ( G>A) Heterozigot
4 1244 CERMIK 57,6 4,5 |Codon 8/9 ( +G ) Heterozigot
5 1296 CERMIK 62,9 3,9 |Bilinmeyen
6 1308 CERMIK 61,1 3,8 |Bilinmeyen
7 1347 CERMIK 62 4,5 |Bilinmeyen
8 1363 CERMIK 60,9 4.5 Bilinmeyen
9 1987 SILVAN 60,8 4,9 | Codon 8 ( -AA ) Heterozigot
10 2055 SILVAN 56,3 4,9 |Codon 44 ( -C ) Heterozigot
11 2062 SILVAN 63,4 4,9 |IVS 1.1 ( G>A) Heterozigot
12 2064 SILVAN 61,4 4,6 |IVS 1.110 ( G>A) Heterozigot
13 2136 SILVAN 57,3 4,6 | Codon 8 ( -AA ) Heterozigot
14 2196 SILVAN 78,1 3,6 |Bilinmeyen
15 2282 SILVAN 66 4,2 | Bilinmeyen
16 2315 SILVAN 66,3 4,4 | Bilinmeyen
17 2357 SILVAN 63,1 4,2 |IVS 1.110 ( G>A) Heterozigot
18 2407 SILVAN 61,5 4,3 |IVS 1.6 (T>C ) Heterozigot
19 2550 HAZRO 59,9 4 Codon 44 ( -C ) Heterozigot
20 2601 HAZRO 64,4 3,9 |IVS 1.110 ( G>A) Heterozigot
21 2808 HAZRO 63,3 4,5 | Codon 44 ( -C ) Heterozigot
22 2841 HAZRO 64,6 4,4 |IVS 1.110 ( G>A) Heterozigot
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23 2856 HAZRO 68,9 4 IVS 1.6 (T>C ) Heterozigot

24 2932 HAZRO 64,8 3,6 IVS 2.1 G>A ) Heterozigot

25 3024 DICLE 65,9 4 IVS 2.1 G>A ) Heterozigot

26 3129 DICLE 65,9 4,5 |Bilinmeyen

27 3256 DICLE 63,2 4,5 |IVS 1.110 ( G>A) Heterozigot

28 3393 BiSMIL 57,4 5,1 Bilinmeyen

29 3429 BiSMIL 60 6,1 |Codon 5 (-CT ) Heterozigot

30 3433 BiSMIL 62,3 5,3 |Bilinmeyen

31 3454 BiSMIL 60 5 IVS 1.110 ( G>A) Heterozigot
32 3492 BiSMIL 61,4 5,1 IVS 1.110 ( G>A) Heterozigot
33 3746 BiSMIL 55,3 5,3 | Codon 8 (-AA ) Heterozigot

34 3790 BiSMIL 64,1 54 |IVS 1.110 ( G>A) Heterozigot

35 4012 KULP 62,2 5,1 IVS 2.1 G>A ) Heterozigot

36 4094 KULP 62,1 52 |IVS 1.110 ( G>A) Heterozigot
37 4337 KULP 64,7 55 |IVS 1.110 ( G>A) Heterozigot
38 4566 LICE 76,2 41 |Bilinmeyen

39 4682 LICE 78,3 3,5 |Bilinmeyen

40 4815 LiICE 64,9 3,5 |Bilinmeyen

41 4959 KOCAKOY 57,9 4,5 | Codon 8 ( -AA ) Heterozigot

42 4984 KOCAKQY | 77,6 3,6 | Bilinmeyen

43 4999 KOCAKQOY 58,5 4,7 |Codon 5 ( -CT ) Heterozigot

44 5018 KOCAKOY 61,5 3,7 |IVS 1.110 ( G>A) Heterozigot
45 5019 KOCAKOY 59,8 4,5 | Codon 5 (-CT ) Heterozigot

46 5021 KOCAKOY 59,1 4,2 | Codon 5 ( -CT ) Heterozigot

47 5040 KOCAKQY 67,2 4,8 |IVS 1.110 ( G>A) Heterozigot
48 5184 KOCAKOY 61,6 4,3 |IVS 1.110 ( G>A) Heterozigot
49 5507 HANI 78 3,6 |Bilinmeyen

50 5639 BiSMIL 78,4 3,8 | Bilinmeyen

51 5649 BiSMIL 64,7 52 |IVS 1.110 ( G>A) Heterozigot
52 5767 BiSMIL 76,5 3,7 |Bilinmeyen

53 5788 BiSMIL 77,6 4,3 |Hb-S

54 5896 CINAR 76,4 3,7 |Bilinmeyen

55 5898 CINAR 60,2 4,9 |IVS 1.110 ( G>A) Heterozigot
56 5960 CINAR 77,8 6,4 |IVS 1.2 (T>A) Heterozigot

57 5972 CINAR 56 6,2 IVS 2.1 G>A ) Heterozigot

58 5980 CINAR 74,7 3,6 |Bilinmeyen

59 6023 CINAR 57,5 7,2 | Codon 22 ( 7bp del ) Heterozigot
60 6030 CINAR 58,4 6,8 |IVS 2.1 G>A ) Heterozigot

61 6032 CINAR 61,7 6,8 |Codon 22 ( 7bp del ) Heterozigot
62 6038 CINAR 65,2 6,7 |Codon 44 (-C ) Heterozigot

63 6068 CINAR 66,1 7,5 | Codon 44 ( -C ) Heterozigot

64 6076 CINAR 61,4 5,1 Bilinmeyen

65 6078 CINAR 58,1 7,3 | Codon 22 ( 7bp del ) Heterozigot
66 6094 CINAR 69,9 4,3 | Bilinmeyen

67 6102 CINAR 62,8 5,7 |Codon 44 ( -C ) Heterozigot

68 6129 CINAR 61,7 6,6 |Codon 22 ( 7bp del ) Heterozigot
69 6154 CINAR 78,2 3,5 |Bilinmeyen

70 6159 CINAR 59 6,2 |Codon 22 ( 7bp del ) Heterozigot
71 6172 CINAR 62,2 5,5 |Codon 8 ( -AA ) Heterozigot

72 6181 CINAR 60,8 6,5 |Codon 22 ( 7bp del ) Heterozigot
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73 6188 CINAR 58,4 5,6 |Codon 22 ( 7bp del ) Heterozigot
74 6263 MERKEZ 61,8 55 |IVS 1.110 ( G>A) Heterozigot
75 6469 MERKEZ 59,8 5,7 | Codon 44 ( -C ) Heterozigot
76 6499 MERKEZ 62,3 56 |IVS 1.110 ( G>A) Heterozigot
77 6793 MERKEZ 59,5 6,1 Bilinmeyen

78 6834 MERKEZ 56,9 6,2 |Bilinmeyen

79 6836 MERKEZ 67,9 4,9 |IVS 1.110 ( G>A) Heterozigot
80 6934 MERKEZ 59,9 6 Codon 44 ( -C ) Heterozigot
81 6977 MERKEZ 64,2 5 IVS 1.110 ( G>A) Heterozigot
82 7030 MERKEZ 61,2 4,8 |IVS 1.110 ( G>A) Heterozigot
83 7041 MERKEZ 64 5 IVS 1.110 ( G>A) Heterozigot
84 7158 MERKEZ 65,2 5 Bilinmeyen

85 7192 MERKEZ 68,4 5,6 |(-30) T>A Heterozigot

86 7207 MERKEZ 59,2 5,6 | Codon 8 ( -AA ) Heterozigot
87 7238 MERKEZ 75,1 4 Hb-S

88 7319 MERKEZ 59,5 7 IVS 2.1 G>A ) Heterozigot
89 7339 MERKEZ 58,1 6,1 IVS 2.1 G>A ) Heterozigot
90 7516 MERKEZ 61 55 |IVS 1.110 ( G>A) Heterozigot
91 7546 MERKEZ 63,8 6,2 |Codon 44 (-C ) Heterozigot
92 7562 MERKEZ 62,4 53 |IVS 1.110 ( G>A) Heterozigot
93 7654 MERKEZ 62,2 5,9 |IVS 1.110 ( G>A) Heterozigot
94 7837 MERKEZ 67,1 5,4 |Bilinmeyen

95 7845 MERKEZ 60,2 51 IVS 1.110 ( G>A) Heterozigot
96 7956 MERKEZ 74 3,7 | Bilinmeyen

97 8026 MERKEZ 77,8 5,7 IVS 1.6 (T>C ) Heterozigot
98 8211 MERKEZ 59,5 5,4 | Codon 8 ( -AA ) Heterozigot
99 8236 MERKEZ 58,6 4,9 |IVS 1.110 ( G>A) Heterozigot
100 8310 MERKEZ 70,4 3,8 |IVS 1.6 (T>C ) Heterozigot
101 8357 MERKEZ 66 5,4 | Bilinmeyen

102 8582 MERKEZ 64,3 5,5 |Codon 44 ( -C ) Heterozigot
103 8585 MERKEZ 69,6 3,9 |IVS 1.6 (T>C ) Heterozigot
104 8693 MERKEZ 61,6 4 IVS 1.110 ( G>A) Heterozigot
105 8797 MERKEZ 60,7 4,2 |IVS 2.745 ( C>G) Heterozigot
106 8808 MERKEZ 60,4 4,5 | Codon 44 ( -C ) Heterozigot
107 8843 MERKEZ 67,6 4,5 | (-30) T>A Heterozigot

108 8996 MERKEZ 65,5 4,8 |IVS 1.6 (T>C ) Heterozigot
109 9038 MERKEZ 59,3 6,6 |Bilinmeyen

110 9073 MERKEZ 65 5,9 |Bilinmeyen

111 9076 MERKEZ 78,9 3,5 |Bilinmeyen

112 9126 MERKEZ 61,9 57 |IVS 1.110 ( G>A) Heterozigot
113 9195 MERKEZ 60,6 51 IVS 1.110 ( G>A) Heterozigot
114 9196 MERKEZ 60,2 6 IVS 2.1 G>A ) Heterozigot
115 9245 MERKEZ 58,5 5,4 | Bilinmeyen

116 9276 MERKEZ 58 6,6 |Codon 44 (-C ) Heterozigot
117 9314 MERKEZ 60,5 5,1 Bilinmeyen

118 9321 MERKEZ 66,8 51 IVS 1.110 ( G>A) Heterozigot
119 9386 MERKEZ 59,1 6,2 |IVS 2.1 G>A) Heterozigot
120 9421 MERKEZ 61,4 59 |IVS 2.1 G>A ) Heterozigot
121 9481 MERKEZ 61,9 59 |IVS 1.110 ( G>A) Heterozigot
122 9525 MERKEZ 57,1 5,5 |Codon 5 (-CT ) Heterozigot
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123 9574 MERKEZ 57,5 4,9 |IVS 1.110 ( G>A) Heterozigot
124 9588 MERKEZ 75,1 3,7 | Bilinmeyen

125 9653 MERKEZ 61,5 6,2 |Codon 39 (C>T) Heterozigot
126 9663 MERKEZ 60,2 6 IVS 2.1 G>A ) Heterozigot
127 9771 MERKEZ 60,4 56 |IVS 2.1 G>A ) Heterozigot
128 9780 MERKEZ 61,4 5,8 |IVS 2.1 G>A) Heterozigot
129 9799 MERKEZ 61,4 5,1 IVS 1.110 ( G>A) Heterozigot
130 9803 MERKEZ 61,3 6,4 |IVS 2.1 G>A) Heterozigot
131 9838 MERKEZ 74,1 4,4 |IVS 1.6 (T>C ) Heterozigot
132 9858 MERKEZ 62,9 5 IVS 1.110 ( G>A) Heterozigot
133 9911 MERKEZ 65,2 5,6 |IVS 1.110 ( G>A) Heterozigot

Arastirmamizda elde ettigimiz veriler 15181inda Diyarbakir bolgesinde tespit ettigimiz
mutasyon tiplerini, ayni mutasyonu tasiyan Kkisilerin sayisi ve tespit ettiimiz mutasyon
tiplerinin Diyarbakir bélgesinde belirledigimiz sikliklarini igeren Tablo (13), daha basit bir

sekilde Diyarbakir’daki B-talasemi mutasyon dagilimini gostermektedir.

Tablo 13. Caliymamizda elde edilen Mutasyon tiirleri ve Dagilimlari

MUTASYON Mutasyonu Diyarbakir Bolgesindeki Siklig

Tas1iyan Kisi Sayis1 (%)

IVS-1-110 (G—A) 36 27.1
Bilinmeyen Mutasyonlar 35 26.3
IVS-II-1 (G—A) 14 10.5
Codon 44 (-C) 13 9.7
IVS-1-6 (T—C) 7 52
Codon 8 (-AA) 7 5.2
Codon 22 ( 7bp del ) 7 5.2
Codon 5 (-CT) 5 3.7
-30(T—A) 2 1.5
HbS 2 1.5
IVS-I-1 (G—A) 1 0.7
IVS-I-2 (T—A) 1 0.7
Codon 8/9 (+G) 1 0.7
Codon 39 (C—T) 1 0.7
IVS-11-745 (C—G) 1 0.7
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Elde ettigimiz sonuglara gore. Mutasyonlar1 arastirilan 133 ornekten *’B-globin

StripAssay’” kiti ile arastirnllan 22 g¢esit B-globulin mutasyonundan herhangi birini
gostermeyen Orneklerin sayis1 35 olarak bulundu. ’’Bilinmeyen Mutasyonlar’ adi altinda
kategorize edilen bu ornekler; B-talasemi agisindan herhangi bir mutasyon tagimayip normal
olabilecekleri gibi, B-globin strip assay kitinin arastirdigi 20 p-talasemi mutasyonu diginda
bilinen 200 kadar B-talasemi mutasyonundan herhangi birini veya su ana kadar tesbit
edilememis yeni bir mutasyonu da tasiyor olabilirler. Bunu, DNA dizi analizi belirleyecektir
ve Ornekler daha ileriki bir siire¢te DNA dizi analizi yapilmak iizere saklanmustir.
Tablo (13) ve (14)’te goriildiigii gibi bilinmeyen mutasyonlarin yanisira 2 6rnekte HbS (Orak
hiicre mutasyonu) saptandi. HbS’de HbA2 degerlerinin ylikselmeyecegi diisiiniildiiglinde;
HbA2 degerleri yiiksek saptanan bu Ornekler, HbS ile birlikte bilinmeyen bir B-talasemi
mutasyonu da tasiyor olabilirler ve bu agidan bakildiginda tesbit ettigimiz bilinmeyen
mutasyonlarin sayisi1 goreceli olarak 35 (%26.3) yerine; 37 (%27.8) kabul edilebilir. Bunu da
yine DNA dizi analizi belirleyecektir.

Bulgularimiza gore; IVS-I-110(G—A), %?27.1°’lik bir siklikta tesbit edilmis olup;
bilinmeyen mutasyonlar bir yana birakilirsa Diyarbakir bolgesinde en sik rastlanan mutasyon
cesidi olarak bu calismada ilk sirayr aliyor. Ardindan, ikinci ve lUgiincii siklikta goriilen
mutasyonlar sirastyla IVS-II-1(G—A) (%10.5) ve Codon 44 (%9.7) tipi mutasyonlar olarak
tesbit edildiler ve Diyarbakir bolgesindeki talasemi mutasyon tipleri icerisinde ikisi birlikte
%20.2’ lik bir pay ile yaklasik olarak mutasyon tiplerinin beste bir’lik bir kismini teskil
ettiler. IVS-I-6(T—C), Codon 8(-AA) ve Codon 22(7bp del) mutasyonlar1 ise her biri
%35.2°1ik bir pay ile Diyarbakir bolgesindeki mutasyon cesitlerinin toplam %15.6’lik bir
kesimini olusturduklar: goriildii. Codon 5(-CT) mutasyonu %3.7’lik bir pay kaparken; -30
(T>A) mutasyonu 133 hastanin sadece 2’sinde goriildii ve tespit edilen toplam mutasyon
tiplerinin % 1.5 kadarlik bir kesimini olusturdu. Tesbit edilebilen diger mutasyonlar ise her
biri sadece birer ornekte ve %0.7°lik siklikta tesbit edilmis olan IVS-I-1(G—A), IVS-I-
2(T—A), Codon 8/9(+G), Codon39(C—T), ve IVS-II-745(C—G) mutasyonlaridirlar.

Tablo (13)’ten de goriilebilecegi gibi arastirilan 20 ¢esit B-talasemi mutasyonundan
13 ¢esidi Diyarbakir bolgesinde tesbit edilebilmistir. Bilinmeyen mutasyonlar ise 35 kiside
(%26.3) tespit edilmis ve HbS tespit edilen 2 kiside HbS’ye ek olarak muhtemel p-talasemi
mutasyonu da bulunabilecegi diisiiniildiiglinde bu oran 37 kisiye (%27.8) ¢ikabilecektir.
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Tablo 14. Tespit ettigimiz mutasyonlarin
Tipleri, Mekanizmalar1 ve Fenotip ile iliskileri.

MUTASYON TIiPI MEKANIZMA FENOTIP
IVS-1-110 (G—A) Intronlarda Degisikliklere Neden Olur. B
IVS-1I-1 (G—A) RNA Processing ile Iliskili B°
Splice Junction Mutasyonu
Codon 44 (-C) Frameshift Mutasyonu B°
IVS-I-6 (T—C) RNA Processing lle liskili B
Konsensus Dizi Degisikliklerine Neden
Olan Mutasyon
Codon 8 (-AA) Frameshift Mutasyonu B°
Codon 22 ( 7bp del ) Frameshift Mutasyonu B°
(-AAGTTGQG)
Codon 5 (-CT) Frameshift Mutasyonu B°
-30 (T—A) Transkripsiyonel Mutasyon B
IVS-1-1 (G—A) RNA Processing le iliskili B°
SpliceJunction Mutasyonu
IVS-I-2 (T—A) RNA Processing lle Iliskili B°
SpliceJunction Mutasyonu
Codon 8/9 (+G) Frameshift Mutasyonu B°
Codon 39 (C—T) Anlamsiz ( Stop ) Kodon olusturan B°
(nonsense ) Mutasyon
IVS-11-745 (C—G) Intronlarda Degisikliklere Neden Olur. B

Tablo (14) verilerine gore: Diyarbakir bolgesinde tesbit ettigimiz mutasyonlardan
IVS-I-110 (G—A), IVS-1-6 (T—C), - 30 (T—A), IVS-1I-745 (C—G) mutasyonlar1 B
fenotiplerine sahiptirler. Bu mutasyonlar tagiyan bireylerin sayis1 46 kisi olup %34.6’lik
bir kesimi kapsamaktadirlar.

Diger tesbit edilen mutasyonlar; IVS-1I-1(G—A), Codon 44(-C), Codon 8(-AA), Codon
22 ( 7bp del )(-AAGTTGG), Codon 5 (-CT), IVS-I-1 (G—A), IVS-I-2 (T—A ), Codon
8/9(+G) ve Codon 39 (C—T) mutasyonlar ise p ° fenotipine sahip mutasyonlar olup
calismamizda tespit ettigimiz bu fenotipe sahip bireylerin sayisi ise 50 kisidir ve
%37.5’lik bir kesimi kapsamaktadirlar. Boylece, 133 kiside bakilan 20 B-talasemi
mutasyonundan tespit edilen 13 ¢esit mutasyondan herhangi birine sahip olan bireylerin
sayisinin toplam 96 kisi (%72.1) oldugu tespit edildi. Geriye kalan bireyler, bilinmeyen
mutasyonlara sahip olabilecekleri gibi B-talasemi tasiyicilii agisindan tamamen normal

bireyler de olabilirler. Beta talasemi mutasyonu tasidig tespit edilen 96 kisinin hepsinin
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genotipik olarak Heterozigot olduklari saptandi. Yine HbS tasiyan 2 kiside de bu

mutasyonlar Heterozigot olarak tespit edildi.
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5. TARTISMA

Saglik sartlarmin diizeldigi, beslenme bozukluklar1 ve infeksiyonlara bagli ¢ocuk
Oliimlerinin azaldig1 gelismekte olan iilkelerde, talasemili yasayan ¢ocuk sayisi artmakta ve
tedavi gereksinimleri fazlalagsmaktadir. Sonugta, talasemi her gegen giin daha acil ve biiyiik
bir saglik sorunu haline gelmektedir. Diinya Saglik Orgiitii’niin yayinlarma gore diinyada en
az 70 milyon talasemi tasiyicisi vardir ve her yil en az 42 bin talasemi major ¢ocuk diinyaya
gelmektedir. Beta talasemi major tanis1 almis hastalarin tedavisinde karsilagilan giicliikler ve
hastaligin ciddi komplikasyonlari bu genetik problemi tamamen eradike etmeye yonelik
caligmalarin 6nemini arttirmistir. (17)

Bir B-talasemi alleline sahip olan erigkin ( B-talasemi minor) bireyler morfolojik olarak
anormal eritrositlere sahip olmalarma ragmen klinik olarak sagliklidirlar. ki tane hasarl
kromozoma sahip olan homozigot veya ¢ifte heterozigot talasemik bireylerde ise hemolitik
bir anemi s6z konusudur. Aneminin siddeti ise tasinan mutasyonun tipinin yani sira; gama
zincir sentezinin kompansasyon derecesi gibi faktdrlere baghdir. Ornegin, B-talasemi geni
tagtyan kromozomda “y promoterinin -158. pozisyonunda C—T mutasyonunun bulunmast ile
HbF iiretiminin artmasi klinik siddeti azaltan bir faktordiir. Alfa globin genindeki delesyonlar
alfa globin sentezini azaltacagindan yine beta talasemi homozigotlarinda alfa globin
birikimini ve sonugta beta talasemi klinigini hafifletebilir bir etkendir. Artmis alfa globin
irtiniinii varlig1 ise beta talasemi tastyicisi olan bir bireyde klinik olarak asemptomatik
durumu talasemi intermedia’ya g¢evirebilir .Zira, beta talasemide eritrosit dnciillerinde serbest
alfa zincirlerinin tetramer olusturamayarak inkliizyon cisimleri olarak birikmesi, eritrosit
onciil hiicrelerinde yikima neden olan temel etkendir. Gamma zincir sentezinin reaktive
olmasi ise serbest alfa globin miktarint HbF olusumuna kaydirarak serbest a-globinin zararli
etkilerini hafifletir. Bunlardan da anlasilacagi gibi B-talasemi mutasyonlar1 oldukg¢a heterojen
oldugu gibi klinik gidisi etkileyen faktorler de o denli gesitlidir. Siddetli anemi nedeni ile kan
transfiizyonlarina bagimli Talasemi Major fenotipine sahip bireyler siirekli transfiizyon
programlarina alinmakta, viicutlarinda biriken demir diizeyin azaltici ilaglar kullanmakta,
tedavinin bir pargast olarak dalak biyiikligliniin yarattigi komplikasyonlar1 azaltmak igin
cerrahi olarak dalaklar1 alinabilmekte, kemik iligi transplantasyonu veya sitotoksik ajanlarla
(Hidroksiiire, Azatidin) gamma gen ekspresyonlarinin artist ve dolayisiyla HbF diizeylerinde
artis saglama gibi diger birgok riskli ve pahali tedavi seceneklerine maruz kalmaktadirlar.

(17,25, 40, 77, 78)
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Bir halk saglig1 problemi olan talasemide, prenatal tan1 yontemlerindeki gelismeler ve
tagtyicilarin taramalarla ortaya ¢ikarilisi koruyucu tedavi agisindan cok etkili olmus ve
gelismis Avrupa Ulkeleri’ndeki talasemi sorunu biiyiik dlciide ¢dziilmiistiir. (17)

Tiirkiye, talaseminin yiiksek oranda gériildiigii Akdeniz Ulkeleri’nden biridir ve farkli
bolgelerde dagilim bakimindan heterojenite gosterir. Tiirkiye genelinde %2 olarak gosterilen
bu oran bazi bolgelerde %10’lara kadar ¢ikar. Bat1 Trakya, Ege ve Akdeniz Bolgeleri yiiksek
riskli yerlerdir. Akraba evliliklerinin sikligt ve dogum hizinin yiiksekligi, Tiirkiye’de
beklenenin iizerinde B-talasemili ¢ocuk dogmasinin nedenidir. Hastalik, hafif klinikli (-
talasemi intermedia ile, transfiizyona bagimli B-talasemi major arasinda seyreden ¢ok genis
bir yelpazede goriilmekle birlikte, Tiirkiye’de B-talasemi major olgular1 agir basmaktadir.
Tiirkiye’de 30’u askin mutasyon tanimlanmistir.Bu genis molekiiler cesitlilik, hastaliga 6nlem
alma stratejilerini ve programlarini 6nemli dl¢giide giiclestirmektedir. (17, 65, 67, 68, 79, 80)

Beta talasemi tasiyicilarinin belirlenmesi, hastaliga neden olan  mutasyonlarin
molekiiler diizeyde saptanmasi, genetik danigsmanlik ve bilinglendirme c¢alismalarinin
yapilmasi, riskli ailelere prenatal tan1 uygulanmasi toplum sagligt agisindan ¢ok biiyiik dnem
tagimaktadir. Bu sekilde hastaliktan etkilenmis bireylerin dogumlar1 onlenebilecek; riskli
ailelerin kendi tercihlerine gore tasiyict ya da normal ¢ocuk sahibi olabilmeleri saglanabilecek
ve hasta ¢ocuklarin tedavileri i¢in harcanan giderlerden de ekonomik anlamda tasarruf
saglanabilecektir. (17, 25)

Bugiine kadar diinyadaki dagilimlar1 farkli olan beta globin sentezini azaltan ya da
ortadan kaldiran birkag¢ delesyon disinda ¢ogu nokta mutasyonu olan 200°den fazla mutasyon
tanimlanmistir. Bu genis molekiiler c¢esitliligi biraz basite indirgeyen bir faktor, tiim 200
mutasyonun her toplumda goriilmemesi ve mutasyonlarin etnik gruplara 6zgiin olmasidir.
Genelde bir toplumda az sayida mutasyon o toplumdaki B-talasemi genlerinin %90-95’ini
tanimlamaktadir. (5, 17, 68, 81)

Goriilen mutasyonlarin gesitliligi kiiciik izole etnik gruplarda daha da azalmaktadir.
Ornegin; Sardunya Adasi’nda sadece iki tip P-talasemi mutasyonu hastalik genlerinin
%99 unu olusturmaktadir. (17, 25)

Akdeniz iilkeleri genelinde bakilacak olursa, yaklasik 35 mutasyon Akdeniz Bolgesine
0zgii olarak nitelendirilmis olmakla beraber, bu mutasyonlarin dagilimi iilkeler arasinda
biiylik farkliliklar gostermektedir. Tiirkiye’deki B-talasemi mutasyonlarinin gesitliligi, diger

Akdeniz iilkelerine oranla daha karmasiktir. (4, 82)
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Biz bu calismamizda, Diyarbakir bolgesinde yaptigimiz tarama ile [-talasemi
tastyicilarinda molekiiler diizeyde B-talasemi mutasyonlarinin tiplerini belirlemeyi ve bunlarin
sikliklarin1 saptamay1 amacladik. Tiirkiye’de sik goriilen B-globin gen mutasyonlarindan 22
mutasayonu c¢alisma olanagi veren B-globin StripAssay kiti ile Diyarbakir bolgesinde 13
degisik mutasyon c¢esidine rastladik (Tablo 13). Bu mutasyonlardan IVS-I-110 (G—A)
mutasyonu, bulgularimiza gore, Diyarbakir bolgesinde en sik karsilagilan mutasyon olmustur
( % 27.1). Diyarbakir bolgesinde siklik agisindan birinci sirada tespit ettigimiz bu mutasyon,
ayni zamanda Tiirkiye’nin yanm sira birgok Akdeniz iilkesinde de en sik goriilen mutasyon
tipidir. Bu mutasyonda, intron I’in 110. pozisyonunda G—A degisimi sonucu alternatif bir
splice bolgesi meydana gelir. Dogu Akdeniz ilkelerinden Liibnan’da %62.0, Kuzey ve
Giliney Kibrista sirasiyla %74.1 ve %79.8, Liibnan’da %62, eski Yugoslavya’da %45.4,
Arnavutluk’ta %43.2, Yunanistan’da %42.6 ve Tirkiye’de (Tablo 8) %39,3 sikliginda
goriiliir. Diyarbakir’in da icerisinde yer aldig1 Tiirkiye’nin Giineydogu Anadolu Bolgesinde
ise bu mutasyonun siklig1 daha 6nce %?26.4 olarak bildirilmistir (41). Bizim ¢alismamizda bu
verilerle uyumlu olacak bir sonugla IVS-I-110 ( G—A) siklig1 Diyarbakir bolgesinde %27.1
oraninda ve yine en sik goriillen mutasyon tipi olarak tespit edildi. Fenotipik olarak p"
ozellikte olan IVS-I-110 mutasyonu i¢in , taramamiz esnasinda Diyarbakir bdlgesinde tespit
ettigimiz biitiin vakalar, tasiyici olup Heterozigot genotip tasimaktaydilar. (11, 25, 83)

Diyarbakir bolgesinde, bizim bu calismamizdan once, 2000 yilinda doktora tez
calismasi olarak molekiiler diizeyde B-talasemi mutasyon tiplendirmesi iizerine Dr. ince ve
ekibi tarafindan benzer bir arastirma yapilmistir (ince H: Diyarbakir Bélgesinde p-Talasemi
Mutasyonlarimn Molekiiler Yontemlerle Incelenmesi: Doktora Tezi;Dicle Universitesi Tip
Fakiiltesi.Diyarbakir: 2000). Bu calismanin sonuglarina gére de Diyarbakir bolgesinde en sik
goriilen mutasyon ¢esidi yine bizim ilk siklikta tespit ettigimiz IVS-I-110 ( G—A) mutasyonu
olup; siklik oran1 %27.8 bulunmustur. Bu oran, bizim buldugumuz (%27.1) orana ¢ok yakin
bir degerdir. Ancak her iki oranin da gosterdigi iizere; Tirkiye’de en sik saptanan bu
mutasyon Diyarbakir’da ( %27.1- 9%27.8), Tiirkiye ortalamasi (%39.3) kadar sik degildir.
Daha 6nce beta talasemi major tanist konmus 36 6rnegin mutasyon tiplerinin belirlenmesine
yonelik olarak Ince ve ekibi tarafindan yapilan ¢alismada; Cukurova bolgesinde yaygin olarak
goriilen 8 adet mutasyonun Diyarbakir bolgesindeki sikliklari incelenmistir. Elde edilen
sonuclara gore 36 hastadan 10 hastanin (%27.8) arastirilan 8 mutasyondan higbirisini

tasimadigl; diger 26 hastanin ise Cukurova bolgesinde sik goriilen 8 mutasyondan birini
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tasidig1 tesbit edilmistir. Bu tespit de yine bizim calismamizda tesbit edilen ’’bilinmeyen

mutasyonlarin’’ siklig1 (%26.3) ile benzerlik gosteren bir bulgudur.

Tablo 15. Arastirmamizda elde ettigimiz mutasyon sikliklarinin daha once
Diyarbakir’da elde edilen bulgularla ve Tiirkiye’deki genel dagilimla karsilastiriimasi

Mutasyon Tipi Bizim Daha 6nce Diyarbakir Tiirkiye’deki
Bulgularimiz bolgesinden elde Genel Dagilim
Edilen Bulgular (ref.) (%)
(%) (%)
IVS-I-110 (G—A) 27.1 27.8 39.3
IVS-I-6 (T—C) 5.2 11.1 10.1
Bilinmeyen Mutasyonlar 26.3 27.8 9.1
Codon8 (-AA) 5.2 11.1 5.5
IVS-I-1  (G—A) 0.7 2.8 5.0
IVS-11-745 (C—G) 0.7 5.5 5.0
IVS-II-1  (G—A) 10.5 8.3 4.7
Codon 39 (C—-T) 0.7 2.8 3.8
-30 (T—A) 1.5 2.8 3.1
Codon5 (-CT) 3.7 Bakilmamis 2.2
Codon 44 (-C) 9.7 Bakilmamis 1.3
Codon 22 (7bpdel) 5.2 Bakilmamis 0.1
Codon 8/9 (+G) 0.7 Bakilmamis 1.3

Tablo (15)’ten de izlenebilecegi gibi IVS-I-110 (G—A) mutasyonu gerek bizim

calismamizda; gerekse daha 6nce Diyarbakir bolgesinde yapilan ¢alismada en sik rastlanan

mutasyon olarak goriilityor. Yine, bu mutasyonun Tiirkiye’de en sik rastlanan mutasyon tipi

oldugu tabloda, yiizde(%), siklig1 ile veriliyor. Tablo (15)’de goriilen diger carpict bir sonug

da; daha 6nce Diyabakir’da yapilan ancak Cukurova bolgesindeki 8 adet mutasyonu aragtiran

mutasyon taramasinda(41) bakilamayan; ancak bizim bakabildigimiz 4 adet mutasyonun

(codon 5, Codon 44, Codon 22 ve Codon 8/9) toplam goriilme sikliklarinin %19.3 gibi

onemli bir rakam olmasidir. Bu detay bize, Tiirkiye’deki bolgeler arasindaki mutasyon

cesitliliginin 6nemini telkin ediyor ve fakat yapilacak ¢aligmalarda miimkiin oldugu kadar ¢cok
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mutasyonun taranmasinin dogal olarak mutasyon sikliklarini tespitte daha saglikli sonuglara

varabilecegimizi gosteriyor.

Tablo 16. Arastirmamizda Elde Ettigimiz Sonuclarin Tiirkiye genelinde elde edilen
sonuclarla karsilastirilmasi

Bu arastirmada

Tespit Ettigimiz | GUNEY-DOGU

Mutasyonlarin ANADOLU TURKIYE’deki

MUTASYON DIYARBAKIR Bolgesindeki Genel Sikhigr
Bolgesindeki Mutasyon Siklig1 (%)
Siklig1 (%)
(%)
IVS-I-110 (G—A) 27.1 26.4 39.3
Bilinmeyen Mutasyonlar 26.3 8.5 9.1
IVS-II-1  (G—A) 10.5 2.6 4.7
Codon 44 (-C) 9.7 2.6 1.3
IVS-I-6  (T—C) 5.2 8.5 10.1
Codon 8 (-AA) 5.2 4.3 5.5
Codon 22 ( 7bp del ) 5.2 0.9 0.1
Codon 5 (-CT) 3.7 3.4 2.2
-30 (T—A) 1.5 6.7 3.1
HbS 1.5 23.8 4.9

IVS-I-1 (G—A) 0.7 0.9 5.0
IVS-I-2 (T-A) 0.7 Bakilmamis Bakilmamuis
Codon 8/9 (+G) 0.7 - 1.3
Codon 39 (C—-T) 0.7 0.9 3.8
IVS-1I-745 (C—-QG) 0.7 6.0 5.0

Tablo (16)’da bu arastirmada elde ettigimiz sonuglar, Diyarbakir ilinin de igerisinde
bulundugu Gilineydogu Anadolu Bolgesi’ndeki mutasyon sikliklar ve Tiirkiye’deki mutasyon
sikliklart ile karsilagtirnlmistir. Bizim c¢alismamizda, tanimlanmig 22 adet B-globin gen

mutasyonu  arastirilmigken Tablo (16)’da sonuglarimizi karsilagtirdigimiz Bagak ve
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arkadaglarinin verilerini 31 adet B-globin mutasyonunu arastirarak derledikleri anlasiliyor.
Basak ve arkadaglarinin bu arastirmasina gore (11): Tirkiye’de IVS-I-110 mutasyonunu
siklik sirasina gore IVS-I-6, FSC-8, IVS-I-1, IVS-I1-745, IVS-II-1, Codon39, -30 (T—A),
FSC- 5 mutasyonlar takip etmektedir. ( Tablo 8 ve Tablo 16)

Tablo (15) ve Tablo (16)’daki veriler incelendiginde ise Tiirkiye’de goriilen en sik
mutasyonun [VS-1-110 olmas1 disinda bilinmeyen mutasyonlarin sikliklarinin fazla miktarda
olduklart goriilmektedir. Huisman’in 14 farkli mutasyon tipi kullanarak yaptigi calismada,
Tiirkiye’deki mutasyonu saptanamayan Orneklerin oraninin yiiksek oldugu ( %8.3)
bildirilmistir. Yine Basak ve arkadaslarinin 17 farkli mutasyonla yaptiklart tarama
calismasinda oOrneklerden %14.2°sinin, 31 farkli mutasyonla yaptilar1 calismada ise
orneklerden % 9.1°inin mutasyonlarini belirleyememiglerdir. Bu verilerle birlikte bizim 20
mutasyon ile yaptigimiz bu calismada belirleyemedigimiz %26.3’liikk oran ( HbS tesbit
ettigimiz 2 vakada da mutasyon olabilecegini diigiiniirsek bu oran1 %27.8 olarak da diisiinmek
miimkiin) Tirkiye’de B-talasemi mutasyonlarinin heterojen bir dagilim gosterdigini teyid
ediyor. Dahasi, Tiirkiye’de sik goriilen 20 B-talasemi mutasyonunu igeren 3-globin strip assay
metodunu kullandigimiz g6z dniine alindiginda, tespit edilemeyen mutasyon sayisinin kabarik
olmas1 Diyarbakir’da ¢ok daha heterojen bir mutasyon dagilimi ile karsilasabilecegimizi
diisiindiiriiyor.

Bu heterojen dagilim nedeniyle, tarama calismalarinda daha saglikli sonuclara
ulagsmak icin; Oncelikle taramanin yapilacagi bolgelerde sik goriilen tanimlanmis
mutasyonlarin arastiritlmasi gerekir. Bu maliyet hesaplar1 baglaminda avantajli bir durum
yaratacaktir. Ancak bununla yetinmeyip, 6zellikle, bir bélgede mutasyon ¢esitliliginin fazla
oldugu diisiiniiliiyorsa; mutasyon tipleri belirlenemeyen ancak talasemi tasiyicisi olmasi
muhtemel 6rneklerde, mutasyonu agiga ¢ikarmak icin bir adim daha ileriye gidilmelidir. Bu
ornekler, tarama caligmasinda kullanilmamis ancak daha Once tanimlanmig mutasyonlari
tasiyor olabilirler, veya hi¢ tanimlanmamis yeni mutasyonlara da sahip olabilirler
Mutasyonu belirlenemeyen bu tip Orneklere DNA dizi analizi ydntemini uygulayarak;

muhtemel bir mutasyonu agiga ¢ikarmak miimkiindiir.
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OZET

DiYARBAKIR BOLGESINDE BETA-TALASEMI MUTASYON TIiPLERININ
MOLEKULER DUZEYDE INCELENMESI

Beta talasemi, beta-globin {iiretiminin yetersiz olmasi ile karakterize kalitsal bir
hastaliktir. Bu genetik bozukluk, ayn1 zamanda, Diinya’da en sik goriilen genetik bozukluktur.
Tirkiye, talasemi kusagi iizerinde yer alir. Talasemi’nin giliniimiizde kesin tedavisi
bilinmediginden, prenatal teshis, hastaligin Onlenmesinde temel hedeftir. Diyarbakir
bolgesinde beta-talasemi mutasyon tiplerinin sikligini tespit etmenin prenatal teshis agisindan
yarart agiktir. Bu amagla, Diyarbakir bolgesinde yapilan talasemi tasiyiciligi taramasi
esnasinda toplanan 10038 oOrnekte mutasyon sikligi arastirildi. Toplanan Orneklerin rutin
hematolojik analizleri ve HPLC ile HbA, diizeyleri tespit edildikten sonra; Talasemi
tasiyicisi olabilecekleri tespit edilen 133 6rnek, PCR ve Reverse Hibridizasyon yontemleri ile
mutasyon analizine tabi tutuldular. Elde edilen sonuglara gore tespit edilen beta-globin
mutasyon tiirleri ve sikliklari: IVS-1-110 (G—A) %27.1, IVS-1I-1 (G—A) %10.5, Codon 44
(-C) %9.7, IVS-1-6 (T—C) %5.2, Codon 8 (-AA) %5.2, Codon 22 (7bp del) %5.2, Codon 5 (-
CT) %3.7, -30 (T—A) %1.5, IVS-I-1 (G—A) %0.7, IVS-I-2 (T—A) %0.7, Codon 8/9 (+G)
%0.7, Codon 39 (C—T) %0.7, IVS-1I-745 (C—G) %0.7 ve HbS %1.5 ( HbS tasiyicilarinin
ayn1 zamanda bilinmeyen bir talasemi mutasyonu da tasiyabilecekleri diisiiniildii). Bu
calismada 22 beta-globin mutasyonu arastirilmis olup; bilinmeyen mutasyon sikligi %26.3
bulunmustur. En sik mutasyon olarak tespit edilen IVS-I-110 (G—A) mutasyonu; ayni

zamanda Tiirkiye’de en sik goriilen mutasyon tipidir.

Anahtar Kelimeler: beta-Talasemi, PCR, Mutasyon
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ABSTRACT

MOLECULAR ANALYZES OF BETA-THALASSEMIA MUTATIONS AT
DIYARBAKIR PROVINCE

Beta thalassemia is characterized by defective beta-globin production. This genetic
abnormality is one of the most common genetic abnormality worldwide and also, Turkey is in
the thalassemic belt. There is no cure for beta-thalassemia at present. Therefore, prevention of
this diseas by prenatal diagnosis has been a major objective. For that purpose the frequency of
the mutaion types of beta-thalassemia has needed to be identified in Diyarbakir province. In
this study, beta-thalassemia carriers, have been detected by screening survey in order to reveal
the mutation types of these carriers. Blood samples of 10038 individuals were collected
during screening survey. Hematological parameters analyzed by routine analysis and HbA,
levels were detected by HPLC. Among 10038 samples, 133 samples were evaluated as beta-
thalassemia carriers. After performing PCR and Reverse Hybridization methods on these
carriers; the frequency of the mutations were detected as follows: IVS-1-110 (G—A) 27.1%,
IVS-1I-1 (G—A) 10.5%, Codon 44 (-C) 9.7%, IVS-I-6 (T—C) 5.2%, Codon 8 (-AA) 5.2%,
Codon 22 (7bp del) 5.2%, Codon 5 (-CT) 3.7%, -30 (T—A) 1.5%, IVS-I-1 (G—A) 0.7%,
IVS-I-2 (T—A) 0.7%, Codon 8/9 (+G) 0.7%, Codon 39 (C—T) 0.7%,IVS-1I-745 (C—G)
0.7% and HbS 1.5% (HbS carriers were mentioned as to be probable carriers of unknown
mutations of beta-thalassemia as well). The frequency of unknown mutations were found
26.3%. The most common mutation in Diyarbakir was found IVS-1-110 (G—A) which is

also the most common mutation in Turkey.

Keywords: beta-Thalassemia, PCR, Mutation
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