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OZET

p-Talasemi Molekiiler Tamisinda Klasik Yontemlerle
Mikroarray Yonteminin Karsilastirilmasi

Talasemi, otozomal resesif olarak kalitilan hematolojik bir hastahktir.
Cesitli iilkelerde ve aym iilkenin farklhi bolgelerinde dagilim bakimindan
heterojenite gostermektedir.  talasemide, P geni iistiinde veya etrafinda meydana
gelen mutasyonlar, beta globin zincir yapiminin azalmasina ya da hic¢ sentez
edilmemesine neden olur. B zincir yapimma gore B’ ve p* olmak iizere iki tipi
bulunmaktadir. p° talasemide hic beta zinciri yapilmamaktadir. p* talasemi de ise az
miktarda beta zinciri yapimi vardir. Tiirkiye’de en siklikla rastlanan p-talasemi
mutasyonu IVS 1-110’dur.

Bu calismada p-talasemi mutasyon tamisinda kullamlan klasik yontemlerle
mikroarray yonteminin karsilastirilmasi ve mikroarray teknolojisinin p-talasemi
prenatal tamisinda kullammina yonelik bir 6n calisma yapilmasi amaclanmstir.
Tasiyic1 ve hastalarda talasemi mutasyon tiplerinin saptanmasinda ARMS ve DNA
mikroarray yontemleri kullamlmistir. Ornekler toplam 52 kisiden saglanmustir. Tiim
ornekler hem ARMS hem de mikroarray yontemleri icin ayr1 ayri1 cahisilmis ve
mutasyon taramasi sonucunda her iki yontemle de aym sonuclar elde edilmistir.
Calisma sonucunda; 23 allelin IVS I-110, 13 allelin IVS I-1, 9 allelin IVS 1-6, 9
allelin IVS II-1, 8 allelin Cd39 ve 6 allelin IVS II-745 mutasyonunu icerdigi
gozlenmistir. Ayrica 13 olgunun homozigot, 3 olgunun da cift heterozigot ozellik
gosterdigi belirlenmistir. Hicbir olguda Cdé6é ve -87 mutasyonlar1 tespit
edilememistir.

Sonug¢ olarak DNA mikroarray yonteminin kullanilmasi ile klasik yontemlere
oranla daha hizhh sonug elde edilmis ve tek seferde cok sayida o6rnegi calisma imkam
saglanmistir. Bu durum prenatal tam icin de kolayhk saglayacaktir.

Anahtar Sozciikler: ARMS, mikroarray, molekiiler tani, talasemi

X



ABSTRACT

Comparing of Microarray Techniques with Classical Techniques for
Molecular Diagnosis of p-Thalassemia

Thalassemia is an hereditary hematological disorder inherited autosomal
recessively. The distribution of thalassemia shows heterogenity not only in various
countries but also different regions of the same country. In pB-thalassemia,
mutations located in or around of beta gene cause a decrease in the production of
beta globin chain or lack of synthesis. There are two types of p-thalassemia, p° and
B*, according to the production of beta globin chain. In |30 thalassemia, no beta
chain is produced. In " thalassemia, a small amount of beta chain production is
present. In Turkey the most common f thalassemia mutation is IVS I-110.

With this study, we aimed to compare microarray techniques with classical
techniques and to establish a method for the use of microarray technologies in
prenatal diagnosis of p thalassemia. ARMS and DNA microarray methods are used
for the detection of P thalassemia mutations in carriers and patients. Our samples
were obtained from total 52 individuals. All samples were separately studied with
both ARMS and microarray methods and the same results were also obtained in both
methods after the mutation detection. At the end of this study, it is observed that
allelle numbers of IVS I-110, IVS I-1, IVS I-6, IVS II-1, Cd39 and IVS I1-745
mutations were 23, 13, 9, 9, 8 and 6, respectively. Moreover, it is determined that 13
and 3 of cases were homozygote and double heterozygote, respectively. Cdé and -87
mutations couldn’t be determined in any cases.

In conclusion, more rapid results were obtained by using DNA microarray
according to conventional methods and prenatal diagnosis is not only simplified by
this method but also an opportunity is given for studying much more samples in a
single experiment.

Key words: ARMS, microarray, molecular diagnosis, thalassemia



1. GIRIS VE AMAC

Talasemiler, diinyada en sik goriilen genetik bozukluklardir'*. Hemoglobin
tetramerini olusturan globin zincirlerinin bir ya da daha fazlasinin sentezindeki azalma
veya tamamen yokluguna bagl olarak ortaya c¢ikarlar. Talasemi otozomal resesif gecis
gosteren bir genetik hastaliktir’. Talasemi ilk kez 1925 yilinda Detroitli pediatrist Dr.
Thomas Cooley ve Pearl Lee tarafindan siddetli anemisi, dalak biiyiikligii ve
karakteristik kemik degisiklikleri olan bir ¢ocuk hastada tanimlanmustir’. Onceleri
sadece Akdeniz iilkelerinde yaygin oldugu sanildigindan adi, Yunanca “Thalas”
(Akdeniz) soOzciiginden gelmektedir. Giiniimiizde ise Kuzey Afrika, Ortadogu,
Hindistan, Cin, Gilineydogu Asya gibi malaryanin sik oldugu iilkelerde, Avrupa ve
Amerika’da yiiksek oranlarda gbzlenmektedir5’6.

Diinya Saghik Orgiitii’niin yaymlarma gore diinyada talasemi ve anormal
hemoglobin tastyict sikhigi %5,1’dir ve yaklasik 266 milyon tastyict vardir’. Diinya
niifusunun %4,5’1 talasemi ta$1y10181d1r8. Talasemi cesitli iilkelerde ve aymi iilkenin
farkli bolgelerinde dagilim bakimindan heterojenite gostermektedir. Akdeniz
bolgesinde, batiya dogru gidildikce talasemi insidans: diismeye baslar. Ispanya’nin Bask
bolgesinde %3,5, Yugoslavya’da ise %4,7°dir. Bulgaristan’da hastalik her bolgede
goriiliirse de glineyde daha siktir ve tasiyici sikligt %30’a ulagsmaktadir. Kuzeydogu
Bulgaristan’da ise talasemi tasiyiciligl %0,5-2,1 arasinda degismektedir. Azerbaycan’da
%6,3-7,8, Ozbekler’de %0,2-15, Dagistan’da  %3,2-16,8 arasinda degismektedir.
Kibris’ta talasemi tasiyiciign %15 civarindadir. Kuzey ve Orta Italya’da B talasemi
siklig1 %0,5-2 arasinda degisirken giiney Sardinya’da oran %27-30’a kadar ¢ikmaktadir.
Ayni durum Yunanistan’da da s6z konusudur’,

Tiirkiye’de talasemi ile ilgili caligmalar 1957 yilinda Muzaffer Aksoy ile
baslamistir. Cavdar ve Arcasoy tarafindan talasemi sikligim1 gosteren ilk caligmalar
yapilmis ve Tirkiye insidans1 %?2,1 olarak bildirilmistir. Baz1 bolgelerde ise insidansin
%0,6-12 arasinda oldugu gosterilmistir’. p talasemi mutasyonlarinin molekiiler diizeyde
incelenmesi sonucunda Tiirkiye’de 30’dan fazla mutasyon tipi tespit edilmistir.
Tiirkiye’nin bolgeleri mutasyon tipleri acisindan bolgesel farkliliklar gostermektedir.

Son yillarda molekiiler genetik alanindaki gelismeler bir¢ok kalitsal hastaligin gen

diizeyinde anlasilmasini saglamig, bunun sonucunda da bu hastaliklarin tanisi DNA



diizeyinde yapilir hale gelmistir. En 6nemli ve hizli gelisme hemoglobinopatilerin
molekiiler mekanizmalarinin ve mutasyonlarinin anlagilmasinda olmustur. Kazanilan bilgi
birikimi ile yeni DNA analiz ve tan1 yontemleri gelistirilmis; bunlar sadece ¢ocuk ve
eriskine degil fetal DNA’ya da uygulanabilecek hale gelmistir. DNA analiz ve tanisinda
gittikge daha basit, kolay, tekrarlanabilen, tek asamali, radyoaktivite gerektirmeyen,
ekonomik ve tani1 laboratuvari ortaminda da uygulanabilen yoOntemler tercih
edilmektedir. Timii PCR’a dayali olan bu yOntemler, talasemi ve anormal
hemoglobinlerin tasiyict ve dogum oncesi erken tanisinda hizli, ekonomik ve kolay
uygulanabilir olmalar1 dolayist ile bir ¢igir agmis ve 6zellikle bu hastaliklarin yaygin
olarak goriildiigi toplumlarda 6nem kazanmiglardir. Bu yontemler arasinda; bilinen
mutasyonlarin tespitinde kullanilan ARMS, RFLP ve bilinmeyen mutasyonlarin
tespitinde kullanilan DNA dizi analizi yontemi sayllabilirlo.

Ayrica son yillarda kullanilmaya baslanan “mikroarray” (mikrogip) teknolojisi;
hematolojik malignitelerin 6n bilgi olmadan siniflandirilmasinda, yeni alt gruplarin
belirlenmesinde, hastaligin tamisinin dogru olarak yapilmasinda, tedaviye cevabin ve
hastaligin ilerlemesinin Onceden belirlenmesinde ve en Onemlisi tedavi i¢in yeni
hedeflerin bulunmasinda biiyiik 6nem tagimaktadir. Mikroarray’ler, bircok biyolojik
sistemde oldugu gibi, hematolojide de yiiksek c¢iktili gen ifade incelemeleri i¢in rutin
ara¢ olmaya yoOnelik bir teknolojidir. Bu yontemle, ayn1 anda pek cok genin ifadesi ile
ilgili bilgi almak miimkiindiir. Kullanim alanlar1; gen ifade profillerinin arastirilmasi,
mutasyon taramast ve analizi, genotipleme, genlerin ve klonlarin haritalanmasi,
mikrodelesyon ve kromozomal aberasyonlarin tespiti olarak siralanabilir.
Mikroarray’lerin en 6nemli avantajlari, ayn1 anda bir¢cok gen ile ilgili bilgi alinmasi,
hizli sonu¢ elde edilmesi, az sayida deney yapilmasi, giivenilir olmasi ve sistem
kurulduktan sonra ucuz olmasidir. Bu yontem sayesinde [-talaseminin molekiiler
tanisinda daha kesin sonuglar elde edilmesi hedeflenmektedir'.

Bu calismada da B-talasemi molekiiler tanisinda kullanilan klasik yontemlerle
mikroarray yonteminin karsilastirilmasi ve mikroarray teknolojisinin -talasemi prenatal

tanisinda kullanimina yo6nelik bir 6n caligma yapilmasi amaclanmistir.



2.GENEL BIiLGi

Kalitsal hemoglobin hastaliklar1, insanlarda en yaygin olarak goriilen tek gen
bozukluklaridir'?. Bunlar arasinda oldukca genis bir genetik yelpazeyi kapsayan
talasemiler, hemoglobin tetramerini olusturan globin zincirlerinin bir ya da daha fazlasinin
sentezindeki azalma veya tamamen yokluguna bagl olarak ortaya c¢ikarlar. Talasemiler
sentezi bozulmus olan globin zincirine gore a, B, y, 0, dP, €ydp talasemi olarak
adlandirilirlar. En sik goriilen tipleri a ve B—talasemidirlo. B talasemi otozomal resesif
gecis gosteren genetik hastaliklar arasinda diinyada en sik goriilenidir. Akdeniz, Orta
Asya, Afrika’nin bazi1 boliimleri, Hindistan ve Asya basta olmak iizere diinyanin her
yerinde yaygin olarak goriilen hastalifa, karakteristik talasemi kusaginda bulunan
tilkemizde de her bolgede rastlanabilmektedir. Tiirkiye prevalanst %2,1 olup yorelere gore

degisiklik gt’)stermektedirS’13 16,

2.1.Hemoglobinin Yapisi ve Ozellikleri

Hemoglobin, akcigerlerden ¢evre dokulara oksijen tasimasia ek olarak CO;’nin
disar1 atilmak iizere dokulardan akcigerlere tasinmasini da saglayan bir proteindir”. En
yiikksek oranda akcigerden doku kapillerlerine oksijen taginmasi fonksiyonu gordiigii
eritrositlerde bulunur'®,

Hemoglobin, iki cift 6zdes olmayan polipeptid zinciri ve dort molekiil hem’den

olusan tetramer yapida bir protein olup peptid zincirleri arasindaki etkilesimler ile bir arada

tutulur™ (Sekil 1).

Sekil 1. Hemoglobinin yapis1®



Molekiiler agirligi 64500 dalton olan hemoglobin kabaca kiiresel yapida olup
yaklasik 5,5 nm capindadir®. Prostetik grup olarak halkali bir tetrapirol olan hem icerir'’.
Globiiler hemoglobin molekiiliiniin kompleks yapisindaki hem molekiilii tim insan
hemoglobin tiplerinde ayni olup hidrofobik bir ortam olusturan hem cepleri icerisinde
yerlesmistir'”. Hem’in konjuge cift baglardan olusan yogun ag yapisi, goriiniir 1sik
spektrumunun alt ucundaki 1sinlar1 yutarak molekiile koyu kirmizi renk verir'”.

Tetrapiroller diizlemsel bir halka icinde dort a-metenil kopriisii ile birbirine
baglanmig dort pirol molekiiliinden olusmaktadir. Bu diizlemsel halkanin merkezinde bir
ferruz demir atomu (Fe**) yer alir'’. Demir, porfirin halkasmnin dért azotuyla baglanarak
hem molekiiliiniin ortasinda tutulur. Hemin Fe**’i her biri diizlemsel porfirin halkasinin
ayn tarafinda olan iki bag daha yapar (Sekil 2). Bu pozisyonlardan biri globin
molekiiliiniin bir histidin kalintisinin yan zinciri ile olurken, digeri oksijen baglamaya
uygun olarak bulunur'®. Oksijenin kanda tasinmasi O, nin hemoglobinle geri doniisiimlii

kombinasyonlar yapmasiyla saglamr'.

Hs‘T" HC|) ==CHo
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Sekil 2. Hem’in yapisi®



Insanlarda o ve B olmak iizere iki gen kiimesi, gelisim sirasinda hemoglobinlerin
sentezini yonetir. Bunlardan o gen lokusu; embriyonik { geni ve iki tane yetiskin o
geninden olusur iken, B gen lokusu €, Gy, Ay, 6 ve [ genlerinden olusmaktadir™. Yetiskin
hemoglobininin yaklasik %96’sin1 olusturan HbA, iki a ve iki B (0pf,) olmak iizere 4
globin zincirinden olusur. Mindr eriskin hemoglobini olan HbA,, iki a ve iki 6 (0 07 )
zincirinden, fetal hemoglobin olan HbF ise iki a ve iki y (o, y2) zincirinden olusur24'28.
Normal eriskin hemoglobinlerindeki o zinciri 141 aminoasit; B, y, & zincirleri ise 146

aminoasit icermektedir. Embriyonik gelisim sirasinda tanimlanan hemoglobinler ise Hb

Gower I (; &), Hb Gower 11 (o, €,) ve Hb Portland ((;272)’(111‘19’ 27.29 (Cizelge 1).

Cizelge 1. Hemoglobin Tipleri®

Isim Donem Formiil Eriskin Degeri
Hb Gower 1 Embriyonik Hb X)) -

Hb Gower 11 Embriyonik Hb 0 & -

Hb Portland Embriyonik Hb G2 -

Hb F Fetal Hb o V2 %1’den az

Hb A Erigkin Hb a2 ~ %96

Hb A, Erigkin Hb o O %?2,5-3,5

Embriyonik hemoglobinler yumurta kesesinde eritrositler icerisinde bulunurlar ve
gebeligin  20. haftasina kadar kalirlar. Eritropoezin karacigerde baslamasiyla fetal

. . 1
eritrositler olugur’"”

(Sekil 3). Eritrosit i¢indeki hemoglobinin kompozisyonu, gebeligin
devrelerine bagh olarak degiskenlik gosterir. Hemoglobin kompozisyonundaki bu
degisiklik o ve B gen kiimelerindeki bir dizi aktivasyon ve inaktivasyona bagl olarak
olusur. Globin gen transkripsiyonundaki mekanizma heniiz tam olarak ac¢iklanamamustir.
Gebeligin erken evrelerinde Hb Portland ({yy2), Hb Gower I ({¢;) ve Hb Gower II (azer)
baskin olarak tespit edilen embriyonik hemoglobinlerdir. Ancak cok az miktarda HbF ve
HbA da vardir. Gebeligin 10-11. haftalarinda eritropoezin karaciger ve dalakta baglamasi

ile embriyonik hemoglobinler azalarak kaybolur ve HbF (ayy2) yapimu baslar. HbF, gama




zincirinin 136. pozisyonunda Alanin iceren Ay veya Glisin iceren Gy olmak iizere iki farkli

gama zincirine sahiptir. Gy/Ay oran1 dogumda 3/1 iken bes aylikken 2/3’e iner””* .
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Sekil 3. Globin zincir sentezinin evreleri’'

Hemoglobinin o ve B zincirlerinin genetik kontrolii iki ayr1 gen kiimesi tarafindan
yapilir. Bunlardan o gen kiimesi 16. kromozomun kisa kolu, B gen kiimesi ise 11.
kromozomun kisa kolu iizerinde yer alir. Alfa gen kiimesinde teta, al, a2, psodo al, psodo
zeta ve zeta geni vardir. Beta gen kiimesinde ise 5° bolgesinden itibaren bir adet
embriyonik epsilon, Gy, Ay genleri, psodobeta, delta ve beta genleri bulunmaktadar'*****
(Sekil 4).

Her bir globin geninde 3 ekson ve 2 intron bulunmaktadir. Globin zincirini sifreleyen
dizilerin oldugu gen bolgelerine ekson, proteine doniismeyen dizileri iceren bolgelere ise

30,33

intron denilmektedir™"”". Translasyona ugramamasina ragmen 5° ve 3’ bolgelerindeki

diziler oldukca Onemli olup gen ekspresyonunda rol oynarlar. Promotor bolge ise

transkripsiyonun basladig1 bélgenin Sniinde 100 baz ciftlik bir alam kaplar®” 2.



Alfa gen ailesi Intron Tntron
| |

w COAAT mes TATA s E-l E-ll E-ll ==s Enhancer =
3 1-31 32-99 100-141 3
Eromozom 16
f T BRI e Ao i TRES ] Fa
L i oy o ooy
{ 30 kb |
Beta gen ailesi Intron Intron
i |
w CCAAT == TATA s E-l E-ll E-lll == Enhancer =

3 1-30 31-104 105-146 }

Eromozom 11

€ Gy Ay Ufy & B
} 60 kb |

Sekil 4. insan hemoglobinlerinin genetik yaplsl3 4

2.2. p —-Talasemi

B talasemi, B zincir yapiminin azalmasi veya yoklugu ile karakterize olan kalitsal
hematolojik bir hastaliktir. B globin sentezinin azalmasi B* talasemi, yoklugu ise PB°
talasemi olarak adlandirilir®®, Giiniimiizde B-talasemiye yol acan molekiiler bozukluklar
oldukca iyi bir sekilde incelenmis ve hastaligin en Onemli nedeninin, B-talasemide
goriilen biiyiik delesyonlar degil, gen i¢indeki nokta mutasyonlar1 oldugu anlagilmistir.
Bu mutasyonlarin ilk 40’1 B-globin geninin klonlanmasini takiben, DNA dizi analizi ile
tanimlandiktan sonra 1987 yilinda rutin kullamima giren PCR yontemi ve direkt DNA
dizi analizi ile belirlenmistir. Son 20 yilda ise [-talasemiye yol agtigr bilinen

mutasyonlarin say1st biiyiik bir hizla artmis ve 200’ii gecmistir'’.

2.2.1. p-Talasemik Mutasyon Tipleri
Talasemi, [ globin genindeki mutasyonlar sonucu olusan bir hastaliktir. Bunlarin

biiyiik bir kismimi nokta mutasyonlart olustururken daha az oranda delesyonlar



olusturmaktadir. Nokta mutasyonlar1t RNA transkripsiyonunun baglamasini, RNA
islemlenmesini ve RNA stabilitesini 6nleyerek normal RNA globin sentezini onler. Buna
karsin frameshift veya zincir mutasyonlar1 translasyonu bloke eder™. Mutasyonlar
genellikle cografik ve etnik bir dagilim gbstermektedirlo. Farkli etnik kokenlere 6zgii -
talasemi mutasyon tiplerinin dagilmi Cizelge 2’de gésterilmistir ™.

Hastalik genellikle transfiizyona bagimli agir hemolitik anemi (Cooley’s anemisi)
seklinde homozigotlarda ortaya ¢cikmaktadir. B globin geninde [} talasemiye neden olan en
az 90 mutasyonun tespit edilmesine ragmen, hastalifin yaygin olarak goriildiigii her bir
etnik grupta bu mutasyonlarin bir grubu bulunmaktadir®’.

B zincir yapimima gore p° ve Bt olmak iizere iki tipi vardir. p° talasemide hi¢ beta
zinciri yapilmamaktadir. Homozigot hastalarda HbA, ve HbF vardir. B talasemi de ise
anormal de olsa az miktarda beta zinciri yapim vardir. Homozigot hastalarda normalin

altinda HbA yapimi vardir™.

Cizelge 2. Farkh etnik kokenlere 6zgii B talasemik mutasyon tipleri*®

Mutasyon Fenotip | Etnik koken
Transkripsiyonel Mutasyonlar

-101 (C—T) B Tiirkler, Bulgarlar,Italyanlar

-92 (C-T) B* Akdenizliler

-90 (C—T) B Portekizliler

-88 (C—T) B Zenci popiilasyon

-88 (C—A) B* Kiirtler

-87 (C—G) B Akdenizliler

-87 (C—A) B Amerikali zenciler

-87 (C—T) B Almanlar, italyanlar

-86 (C—A) B Italyanlar

-86 (C—G) B Liibnanlilar, Thai

-32 (C—A) B* Tayvanhlar

-31 (A—C) B Italyanlar




-31 (A—G) B* Japonlar

-30 (T—A) B Tiirkler, Bulgarlar, Makedonlar
-30 (T—C) B Cinliler

-29 (A—G) B Amerikali zenciler, Cinliler

-28 (A—C) B Kiirtler

28 (A>G) B Cinliler

+10, -T B Yunanhlar

+22, (G—A) B Tiirkler, Bulgarlar, Italyanlar
433, (C—G) B Kibrisli Yunanlilar

+43’den +40’a -AAAC B Cinliler

RNA Islemlenmesi ile Tlgili Mutasyonlar / Splice Kavsagindaki Mutasyonlar

IVS1(-3), (C—-T)
(Kodon29; Gly—Gly)

+

Liibnanlilar

IVS1(-2), (A—G)
(Kodon30; Arg—Gly)

)

Ispanyol Museviler

IVSI(-1), (G—A)
(Kodon30; Arg—Lys)

)

Bulgarlar

IVSI(-1), (G—C)
(Kodon30; Arg—Thr)

(9

B
B
B
B

Amerikali zenciler, Tunuslular,
BAE, Hintliler

IVSI-1, (G—A)

[}

Akdenizliler, Asya Hintlileri

IVS I-1, (G—T)

=}

Asya Hintlileri

IVSII-1, (G—A)

[}

Akdenizliler,
Amerikali zenciler,Tunuslular

IVSII-1, (G—=CO)

[}

[ranlilar

IVSI-2, (T—A)

=)

Cezayirliler

VS 12, (T—C)

(=]

Amerikali zenciler

IVS I-2, (T-G) Tunuslular
IVS 11-2,3, +11bp, -2bp © [ranlilar
IVS L -17 nts (3” end) ° Kuveytliler
IVS I-130, (G—A) © Misirhilar

IVS I-130, (G—C)

=}

Tiirkler, Japonlar

Kodon 30, G—C
[IVS I-130 (+1)]

=}

Ortadogulular

IVS 1I-849, (A—C)

'@@'@'@@'@'@O'@'@'@ = R =

Amerikali zenciler




IVS 1I-849, (A—G) B° Amerikal1 zenciler
IVS 11-850, -G B° Italyanlar

IVS 1I-850, (G—A) B° Ingilizler, iskoglar
IVS 11-850, (G—C) B° Yugoslavlar

IVS 11-850, (G—T) B° Japonlar

RNA Islemlenmesi ile ilgili Mutasyonlar: Konsensus Dizilerdeki Mutasyonlar

IVS I-5, (G—A) B Cezayirliler, Akdenizliler

IVS I-5, (G—C) B* Asya Hintlileri, Cinliler, Malezyalilar
IVS I-5, (G—T) B Akdenizliler, Amerikali zenciler

IVS 11-4,5, -AG B°? Portekizliler

IVS 1I-5, (G—C) B Cinliler

IVS I-6, (T—C) B Akdenizliler

IVS I-128, (T—G) B Suudi Arabistanlilar

IVS II-837, (T—G) ? Asya Hintlileri

IVS 11-843, (T—G) B Cezayirliler

IVS 11-844, (C—G) B* Italyanlar

IVS 11-848, (C—A) B Amerikal1 zenciler, Misirlilar, Iranlilar
IVS 11-848, (C—G) B Japonlar

RNA islemlenmesi ile flgili Mutasyonlar: IVS-I ya da IVS-II’deki Degisiklikler

IVSI-110, (G—A) B Akdenizliler
IVSI-116, (T—-G) B° Akdenizliler
IVS 11-654, (C—T) 5" Cinliler

IVS 11705, (T—G) B Akdenizliler
IVS 1I-745, (C—G) B Akdenizliler

RNA Islemlenmesi ile Tlgili Mutasyonlar: Kodlanan Bolgedeki Mutasyonlar

Kodonl0 (C—A) B Asya Hintlileri

(Ala—Ala)

Kodon19 (A—G) B Malezyalilar

(Hb Malay; Asn—Ser)

Kodon24 (T—A) B Amerikal zenciler, Japonlar
(Gly—Gly)

Kodon26 (G—A) B Giineydogu Asyalilar

(HbE; Glu—Lys)
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Kodon27 (G—T) B* Akdenizliler
(Hb Knossos; Ala—Ser)
RNA Translasyon Mutasyonlari: Anlamsiz Mutasyonlar
Kodonl15, TGG—TAG B° Asya Hintlileri, Tiirkler
Kodonl15, TGG—TGA B° Portekizliler
Kodon17, (A—T) B° Cinliler
Kodon22, (G—T) B° Reunion Adalilar
Kodon26, (G—T) B° Tayvanlilar
Kodon35, (C—A) B° Tayvanllar
Kodon37, (G—A) B° Suudi Araplar, Ispanyollar
Kodon39, (C—T) B° Akdenizliler
Kodon43, (G—T) B° Cinliler
Kodon61, (A—T) B° Zenciler
Kodon90, (G—T) B° Japonlar
Kodonl112, (T—A) B° Slovaklar

RNA Translasyon Mutasyonlari: Cerceve Kaymasi (Frameshift) Mutasyonlar

Kodonl, -G B° Akdenizliler
Kodon2,3,4, -9bp; +31bp B° Cezayirliler
Kodon5, -CT B° Akdenizliler
Kodon6, -A B° Akdenizliler, Amerikal1 zenciler
KodonS, -AA B° Akdenizliler
Kodon8/9, +G B° Asya Hintlileri
Kodon9/10, +T B° Yunanhlar
Kodonl1, -T B° Meksikalilar
Kodon14/15, +G B° Cinliler
Kodonl5, -T B° Malezyalilar
Kodon16, -C B° Asya Hintlileri
Kodon22/23/24 B° Tiirkler
-AAGTTGG

Kodon24, -G; +CAC B° Misirhilar
Kodon25/26, +T B° Tunuslular
Kodon26, +T B° Japonlar

11




Kodon27/28, +C

=)

Cinliler

p
Kodon28, -C B° Muisirhilar
Kodon28/29, -G B° Japonlar, Misirhilar
Kodon31, -C B° Cinliler
Kodon35, -C B° Malezyalilar
Kodon36/37, -G B° [ranhlar, Kiirtler
Kodon37/38/39 B° Tiirkler
-GACCCAG
Kodon38/39, -C B° Cekler
Kodon38/39, -CC B° Belcikalilar
Kodon40, -G B° Japonlar
Kodon40/41, +T B° Cinliler
Kodon41, -C B° Tayvanlilar
Kodon41/42, -TTCT B° Cinliler
Kodon42/43, +G B° Japonlar
Kodon42/43, +T B° Japonlar
Kodon44, -C B° Kiirtler
Kodon45, -T B° Birlesik Arap Emirlikleri
Kodon47, +A B° Surinamlilar
Kodon47/48, +ATCT B° Pencaplilar
Kodon51, -C B° Macarlar
Kodon53/54, +G B° Japonlar
Kodon54, -T B° Cezayirliler, Isvecliler
Kodon54/55, +A B° Hintliler
Kodon56-60, +14bp B° -
Kodon57/58, +C B° Pencaplilar
Kodon59, -A B° [talyanlar
Kodon64, -G B° Isvicreliler
Kodon67, -TG B° Filipinliler
Kodon71/72, +A B° Cinliler
Kodon71/72, +T B° Cinliler
Kodon72/73 B° Britanyalilar
-AGTGA; +T

12




(9

Kodon74/75, -C B° Tiirkler
Kodon76, -C B° Italyanlar
Kodon&2/83, -G B° Azerbaycanlilar, Cekler, Hirvatlar
Kodon84/85, +C B° Japonlar
Kodon84/85/86, +T B° Japonlar
Kodon88, +T B° Asya Hintlileri
Kodon89/90, -GT B° Koreliler
Kodon95, +A B° Tayvanlilar
p

Kodon106/107, +G

Amerikali1 zenciler

Dominant Gecen Beta-Talasemi ve Stabil Olmayan Beta Zincir Varyantlar

Kodon24/25, -GTT B° Japonlar

Kodon28, CTG—CGG B° (Hb Chesterfield)

Kodon31/32, +CGG B° Ispanyollar

Kodon32,CTG—CAG(Leu—Gln) | p° (Hb Medicine Lake)

Kodon98,GTG—ATG(Val—Met)

Kodon33/34, -GTG B° (Hb Korea) Koreliler

Kodon60,GTG—GAG(Val—Glu) | p° (Hb Cagliari) 1ta1yanlar

Kodon94, +TG B° (Hb Agnana) italyanlar

Kodon100,-CTT, B° Giiney Afrikalilar

+TCTGAGAACTT

Kodon108/109/110/111/112, B° Isvicreliler

-12bp

Kodon109, -G B° (Hb Manhattan) Askenazi Yahudileri

Kodonl110, -TC B° (Hb Showa-Y akushiji) Japonlar

Kodonl114, -CT; +G B° (Hb Geneva) isvigreli Fransizlar

Kodonl14, T—C B° (HBDurham-N.C.; Hb Brescia) italyanlar

Kodonl15, C—A B° [Hb Hradec Kralove (Hb HK)] Cekler

Kodon120/121, +A B° Filipinliler

Kodonl121, G—>T B° Polonyahlar,isvigreliler,] aponlar,
Ingilizler, Cekler

Kodon123, -A B° (Hb Makabe) Japonlar

Kodon123/124/125, B° Tayvanhlar

-ACCCCACC

Kodon124, -A B° Ruslar
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Kodon124/125/126, +CCA B° Ruslar
Kodon125, -A B° Japonlar
Kodon126, -T B° (Hb Vercelli) Italyanlar
Kodon126, GTG—GGG B° (HbNeapolis) Italyanlar, Almanlar,

Tayvanlilar
Kodon126/127/128/129/130/131, | B° Pakistanlilar
-17 bp
Kodon127, CAG—TAG B° Ingilizler
(Gln—stop kodon)
Kodon127, CAG—CCG B° (Hb Houston) Britanyalilar
(GIn—Pro)
Kodon127, CAG—CGG B° Fransizlar
(Gln—Arg)
Kodon127/128, -AGG B° (Hb Gunma) Japonlar
(GIln Ala—Pro)
Kodon128/129, -4 bp, 45 bp ve B° Irlandallar
Kodon 132/133/134/135, -11 bp
Kodon 134/135/136/137, -10 bp, B° Portekizliler
+4 bp

Bashk Bolgesi (CAP Site) Mutasyonlar:
Cap +1, A—C B Asya Hintlileri
Baslangic Kodonu Mutasyonlari
ATG—GTG B° Japonlar
ATG—ACG B° Yugoslavlar
ATG—AGG B° Cinliler, Koreliler, Kuzey Avrupalilar
ATG—ATA B° Italyanlar, Isvecliler
ATG—ATC B° Japonlar
ATG—ATT B° [ranlilar
3’ UTR Mutasyonlari
3’ UTR +6, +1,480; C—G B* Yunanlilar (+6, C—G olarak da bilinir)
3’ UTR +1,565’den +1,577’¢; B+? Tiirkler
-13 bp
3’ UTR +1,570; T—C B*? Irlandalilar
Poliadenilasyon (poly A) ile Ilgili Mutasyonlar

AATAAA—AACAAA B Amerikal1 zenciler
AATAAA—AATGAA B Akdenizliler
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AATAAA—-AATAGA B* Malezyalilar
AATAAA—-AATAAG B Kiirtler
AATAAA—AAAA B Fransizlar
(-AT veya -TA)

AATAAAA (-AATAA) B Araplar

2.2.1.1. Gen Delesyonlari

a-talasemilerin aksine B-talasemide gen delesyonlart cok sik gozlenmez. Bugiine
kadar yaklagik 17 tane gen delesyonu tanimlanmustir. B geninin 3’ ucundaki 619 bg
delesyonu Pakistan ve Hindistan’daki, Sind ve Gujarati popiilasyonunda goriilen -

. ) 46,25,29
talasemilerin %50’ sinden sorumludur ™ = 7.

2.2.1.2.Transkripsiyonel Mutasyonlar

B geninin promotor bolgesinde bircok baz degisimi tanimlanmistir. CAP
bolgesinde CCAAT ve ATA kutusunda goriilen mutasyonlar RNA polimerazin, B genine
baglanma ve transkripsiyonu baslatma yetenegini azaltir. f mRNA transkripsiyonu bu

durumdan etkilenir ve p mRNA miktari azalir™. Biitiin olgularin fenotipi, p* talasemidir®.

2.2.1.3. RNA Islemlenme Mutasyonlari

mRNA’nin ¢ekirdege girmesini engelleyen tek baz mutasyonudur. Ekson ve
intronun baglanma noktasinda 5° GT (donor) 3° AG (receptor) bolgesinde gozlenir. Bu
splice noktasindaki tek baz degisikligi splicingi bozar ve B° talasemi fenotipini
42529

olusturur

baghdur®.

. B-talaseminin farkl tipleri IVS I konsensus sekansindaki tek baz degisimine

2.2.1.3.1. Splice Kavsagindaki Mutasyonlar

Bu sekanstaki mutasyonlar splicingi farkli oranlarda etkiler ve kriptik bolge
cevresinde alternatif bir splicing olusturur. IVS I-5’deki bir mutsyonla G—C veya T
degisimi; B zincir iiretiminde orta derecede bir azalma ve siddetli P* talasemi ile
sonuglanir. Diger taraftan IVS 1-6’da T’nin C ile degisimi B yapiminda orta derecede bir
azalmaya neden olur. Bu mutasyon Akdeniz bolgesinde goriilen P talaseminin Portekiz

formu olarak adlandirilmaktadir®,
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2.2.1.3.2. Konsensus Dizi Degisikliklerine Neden Olan Mutasyonlar

Okaryotik hiicre genlerindeki intron-ekson baglanma bolgelerinde yer alan
konsensus dizilerde meydana gelen degisiklikler de B talasemiye neden olmaktadir. Bu
diziler dondr bolgelerdeki eksonlarin son ii¢ niikleotidi ile intronun ilk alti niikleotidini,
akseptor bolgede ise intronun son 10 niikleotidi ile eksonun ilk niikleotidinden olusur. Bu

mutasyonlar { talasemiye sebep olurlar’.

2.2.1.3.3. Intronlardaki Degisiklikler

B geninin icinde GT ve AG diniikleotidleri splice kavsaklar1 disinda bir¢ok yerde
bulunabilir. Ancak bunlar normal splicing isleminde dondr ve akseptor olarak
kullanilmazlar. Kriptik bolgeler olarak adlandirilan bu yerlerde olugsan bazi mutasyonlar
yeni splice bolgelerini olustururlar. En yaygin goriileni IVS I-110’daki baz degisimidir. Bu
bolge 3’ akseptor splice bolgesinde A-G yokmus gibi islem goriir. 110. pozisyondaki
G—A degisikligi * talasemi fenotipine neden olur™”.

B globin geninin ikinci intronunda da mutasyon saptanmistir. IVS 2’de pozisyon
654’de A—G degisimi anormal B globin zincir sentezine neden olur. Fenotipi ise f°

.4 4
talasemidir”.

2.2.1.3.4. Kodlanan Bolgedeki Mutasyonlar

B globin geninin ekson 1’de kodon 24-27 IVS 1 dondr bolgesinde gizli mutasyon
bolgesi vardir. Bu bolge G—T diniikleotidini icerir ve komsu degisimler bu bolgenin
aktivasyonunu saglar. Normal ekson/intron baglanti bolgesi yerine burada anormal
splicing olusur ve siddetli B* talasemi olusur®.

Kodon 19 (A—G), 26 (G—A) ve 27 (G—T) mutasyonlar1 mRNA azalmas1 ve

anormal splicing ile sonuglamir®.
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2.2.1.4. RNA Translasyon Mutasyonlari

2.2.1.4.1. Anlamsiz Mutasyonlar

Tek bir niikleotidin yer degistirmesi sonucu normalde bir aminoasidi kodlayan
kodon, translasyonun durdurulmasi sinyalini veren durdurucu kodon (stop kodon: UAA,
UAG veya UGA) haline gelir. Mutasyonun oldugu kodondan itibaren globin zincir iiretimi
normalden 6nce durur. En yaygin goriileni Kodon 39 C—T (CAG—TAG) mutasyonudur.
Akdeniz Bolgesi’'nde yiiksek siklikta goriilen bu mutasyon sonucu ° talasemi fenotipi

ortaya cikar>’ .

2.2.1.4.2. Cerceve Kaymasi (Frameshift) Mutasyonlari

Bir veya birden fazla niikleotidin delesyonu veya insersiyonu sonucu One veya
arkaya dogru (5°’—3’ veya 3’—5’ yoniinde) olusan niikleotid kaymasi ile mutasyon
bolgesinden sonraki kodonlarin sifreleri degiserek farkli aminoasitlerin sifreleri ortaya

¢ikar. Bu mRNA B° talasemi fenotipine neden olur™.

2.2.1.5. Dominant Gecen p-Talasemi ve Stabil Olmayan f§ Globin Varyantlar

Son 20 yilda agir f talasemiden ayrilamayan sporadik vakalar tanimlanmistir. Bu
tip vakalarda eritrosit prekiirsorlerinde inkliizyon cisimcikleri ¢okca gozlenmektedir.
Dizi analizleri molekiiler diizeyde heterojenite gostermektedir. Fakat ¢ogu B globin
geninde ekson 3’de mutasyon icermektedir. Cerceve kaymasi veya prematiir zincir
sonlanmas1 gozlenir. Bu diizensizlik uzamig stabil B globin gen {iriinlerini olusturur. En
sik goriilen mutasyon ise kodon 121°de GAA—TAA degisikligidir™ *°.

Bazi B globin zincir varyantlar1 olduk¢a unstabildir ve tetramer yapma egilimi
gosterirler. Olusan unstabil hemoglobinler eritrosit prekiirsorlerinde ve kanda birikirler.
Dominant gecen [ talasemiden hemolitik anemiye kadar degisik klinik gosterirler. Buna

ornek olarak hemoglobin Indianapolis verilebilir* *.

2.2.1.6. Bashk Bolgesi (CAP Site) Mutasyonlari
B* talasemi fenotipi ile sonuglanan +1 A—C yer degisimi sonucu transkripsiyon
azalir, bagliklanma yavaslar ve mRNA kararliligi bozulur. Homozigot olarak bulunmasi

halinde bile kiside heterozigot gibi bulgu veren bir fenotiptir”.
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2.2.1.7. Baslangic Kodonu Mutasyonlari
Baslangi¢c kodonu olan ATG’deki niikleotid degisiklikleri sonucu transkripsiyon

baslatilamaz ve bunun sonucunda B° talasemi fenotipi olusur’.

2.2.1.8. 3’ UTR Mutasyonlari
3’ UTR bolgesinde +1565°den +1577 niikleotidine kadar olan kismin delesyonu

sonucu B* talasemi fenotipi ortaya glkar2.

2.2.1.9. Poliadenilasyon Sinyal Mutasyonlari
B® globin mRNA’nin 3’ untranslated bolgesinde AAUAAA dizisi B gen
transkripsiyonunun kirilma ve poliadenilasyonu icin uygundur. Ornegin B globin

geninin bu bolgesinde TC degisimi orta siddette p* talasemi ile sonuglanmaktadir®,

2.2.2. Tiirkiye’de B -Talasemi

B-talasemi tastyiciligi orani Tiirkiye genelinde %2,1 olmakla birlikte, bu say1
Tiirkiye’nin baz1 yorelerinde %10’a kadar ¢cikmaktadir. Akraba evliliklerinin siklig1 ve
dogum hizinin yiiksekligi, Tiirkiye’de beklenilenin de iizerinde [-talasemili ¢ocuk
dogmasinin nedenidir. Hastalik, hafif klinikli B-talasemi intermedia ile transfiizyona
bagimli B-talasemi major arasinda seyreden ¢ok genis bir yelpazede goriilmekle birlikte,
Tiirkiye’de B-talasemi major olgular1 agir basmaktadir. Halen Tiirk toplumunda 30’dan
fazla mutasyon tanimlanmistir. Bu genis molekiiler cesitlilik, hastalia 6nlem alma
stratejilerini ve programlarimi 6nemli Olgiide giiclestirmektedir. IVS-I-110 Tiirkiye’de
en siklikla rastlanan B-talasemi mutasyonudur. IVS-I-110’un Tiirkiye genelinde %40
olan sikligi, Orta Anadolu’da %50’yi agmakta, buna karsilik Dogu ve Giiney Dogu
Anadolu’da %25’lere diismektedir. Tiirkiye’nin cografi bolgeleri, mutasyon siklig1 ve
cesitliligi acisindan kiyaslandiginda, iilke niifusunun %350’sini barindiran Bati Anadolu
ve Akdeniz bolgelerinin, Tiirkiye genelindeki dagilimla uyumlu oldugu ve Kuzey,
Giiney ve Dogu Anadolu bolgelerinin daha az heterojen oldugu ve kendilerine 6zgii
mutasyonlar (-30, -87, FSC8/9, IVS 1I-745 gibi) icerdigi goriilmektedir'®. Bolgemizde
de en sik rastlanan mutasyon IVS I-110 (%48,1) olup bunu Cd39 (%9,8), IVS I-1
(%6,4), Cd 8 (%5,5), -30 (%5,1), Fsc5 (%5,1), IVS 11-745 (%4,2), IVS 1-6 (%4,2), IVS
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-1 (%2,1), Fsc74/75 (%2,1), Fsc 89 (%0,8) ve IVS I-5 (%0,4) mutasyonlar
izlemektedir*'.

B-talasemi Tiirkiye’de onemli bir saglik sorunu olusturmaktadir. Bu hastaligin
heniiz kesin tedavisi yoktur, dolayist ile molekiiler tam1 ve dogum Oncesi erken tani
riskli aileler icin biiyilk onem tasimaktadir. B-talaseminin molekiiler diizeyde cok
heterojen olmasi, bundan bes sene once hastalik tanisi ve onlenmesinde Tiirkiye igin
cok onemli bir engel olarak nitelendirilirdi. Bugiin otomatizasyona yonelik, tek asamali

ve kit yapisinda yontemlerin devreye girmesi ile bu zorluk biiyiik oranda astimustir'.

2.3. B-Talasemi Tanmisinda Kullanilan Molekiiler Yontemler

2.3.1. Klasik Molekiiler Yontemler

B-talasemi sendromlar1 genetik olarak heterojendir. Bu hastaliklarin siddeti,
oncelikli olarak gen iizerindeki hasarlarin tipine gore belirlenmektedir*”. Bu nedenle
hassas ve giivenilir tamisal yontemlerin kullanilmasi, [-talaseminin takibi ve
onlenmesinde kritik bir role sahiptir. Bunlar arasinda ARMS ve RFLP yontemleri tani

icin temel teknikler olarak kullamlmaktadir®’.

2.3.1.1. ARMS (Amplification Refractory Mutation System)

ARMS, allel-spesifik primerler kullanan PCR’a dayal1 bir yéntemdir“. Nokta
mutasyonlarimin ve kiiciik delesyon veya insersiyonlarin dogrudan belirlenmesini saglar.
Tipik bir ARMS yontemi iki tamamlayict tepkimeden olusur. Birinci tepkime, normal
DNA dizisine 6zgiil ARMS primeri igerir ve belirli bir yerdeki mutant DNA’y1 amplifiye
edemez. Benzer olarak ikinci tepkime, mutanta 6zgiil primer icerir ve normal DNA’y1
amplifiye edemez. Bir bireyin genotipi amplifikasyon iiriinlerinin analiziyle
tanimlanabilmektedir. Normal bir birey yalnizca normal tepkimede PCR iiriinii
olustururken heterozigot her iki tepkimede, homozigot mutant birey ise yalnizca mutant
tepkimede PCR iiriinii olusturur®.

Klasik PCR’dan farkli olarak mutasyona 6zgii amplifikasyon yapilarak mutant 3
globin allelleri saptanir. Mutant  globin alleline 6zgii primer sadece mutasyonun
oldugu bolgeyi tanirken, mutasyonun olmadig1 bolgeye yapismayacak ve amplifikasyon

sonugsuz kalacaktir. Boylece bir tane mutant allele 6zgii, bir tane bunun zit bolgesini
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karsilayan, iki tane de genin herhangi bir bolgesini cogaltarak kosullarin dogrulugunu
kontrol etmeye yarayacak toplam dort primerin tek bir tiipte kullanilmasiyla B geninin
bilinen mutasyonlari saptanabilir8’45‘48.

ARMS yontemi PCR’a dayali diger yontemlerden farkli olarak bircok avantaja
sahiptir. Yontem hizli ve giivenilir olup radyoaktif madde icermez. Internal kontrollii iki
tepkimenin kullanimi yalanci pozitif sonuglarin elde edilmesini 6nlemektedir. Yontem

genelde herhangi bir mutasyon icin gelistirilebilmesinin yaninda, mevcut olan cesitli

genetik polimorfizmlerin saptanmasinda da kullanilabilir**.

2.3.1.2. RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism)

Insan genomu cok heterojendir. Insan genomunda hastalifa yol acan
mutasyonlara ve iyi huylu genetik varyasyonlara ek olarak fenotipi etkilemeyen
yiizlerce polimorfizm’e de rastlanir. Molekiiler diizeyde polimorfizm (¢ok cesitlilik)
kisiden kisiye niikleotid dizelerinin farkli sekillerde bulunmasi1 demektir. Polimorfik bir
gende varyant alleller bulunur. Bunlar genetik gosterge olarak kullanilabilirler.
Polimorfizme genellikle genler aras1 bolgede veya protein kodlamayan gen i¢i dizelerde
rastlanmaktadir. RFLP bir genetik varyanttir ve DNA’y1 bir restriksiyon enzimi ile
parcalara ayirarak incelenebilir. Eger genetik varyant restriksiyon endoniikleaz’in kirma
bolgesinde degisiklik yapmigsa (normal kirma bolgesi kaybolabilir veya yeni bir kirma
bolgesi ortaya cikmis olabilir), restriksiyon pargalarmmin uzunlugu normalden farkli
olacaktir'®,

Restriksiyon endoniikleazlar, ¢ift iplikli DNA molekiiliinii spesifik dizelerden
tantyip kesen enzimlerdir. DNA iizerindeki bu dizeler genellikle 4-6 baz cifti
uzunlugundadir. Birbirinden c¢ok az farklilik gosteren ii¢ farkli simifi tanimlanmistir.
Bunlar Tipl, Tipll ve TipIII'diir. TipllI restriksiyon endoniikleaz, kesme isleminde en sik
kullanilan ve en o©nemli olanidir. Bu enzimler genellikle kendilerinin bakteriyel
orijinlerini belirleyen ii¢-harfli kisaltma ile isimlendirilirler. Aym1 orijine sahip olan
enzimler arasndaki ayirimi yapmak icin Roman rakamlari eklenir. Ornegin; Hpal,

Haemophilus parainfluenza’dan saglanmaktadir®,

20



2.3.2. DNA Mikroarray Yontemi

Onceden tamimlanms tekli niikleotid degisimlerinin (SNP) giivenilir, kisa ve
verimli bir yontem ile teshisi ozellikle rutin tan1 ve genetik epidemiyoloji calismalari
acisindan biiyiikk onem tasimaktadir. Bu amagla bugiine kadar gelistirilen yontemler PCR
teknolojisinin sundugu olanaklardan yararlanmiglardir. SNP’lerin teshisinde yaygin olarak
kullanilan yontemler arasinda RFLP, allel spesifik PCR sayilabilir. Bu yontemler arasinda
RFLP her SNP i¢in uygulanamaz olusu, allel spesifik PCR’nin ise kesin giivenilirlikle
optimizasyonunun Ozellikle bazi SNP’lerin bulundugu bolgeler i¢in ciddi zorluklar
cikarmasi agisindan yaygin uygulamalarinda giicliikler yasanan tekniklerdir. Son yillarda
kesfedilen array teknolojisinin otomasyona uyarlanabilir yapist nedeniyle rutin analizlerde
kullanilma imkanm teknolojinin kesfinden bu yana ifade edilen bir husus olmustur.
Mikroarray platformu cam bazli array’lerden farkli olarak kullanicinin tasarimmna acik,
elektronik array teknolojisine sahip olan ve rutin SNP analizlerinde yiiksek giivenilirlik arz
eden bir sistemdir. Mikroarray; SNP analizlerinin yanisira STR, gen ifadelenmesi
analizlerinde ve bilinmeyen mutasyonlarin saptanmasinda da  giivenilirlikle

kullanilabilmektedir™’.

2.3.2.1. DNA Mikroarray Nedir?

Watson ve Crick’in DNA’nin molekiiler yapisin1 aydinlatmalarinin itizerinden 50
yildan fazla zaman ge¢mistir. DNA’nin molekiiler yapisinin anlagilmasinin ardindan
biyoteknolojik arastirmalar da hiz kazanmustir. Son yillarda, yeni bir teknoloji olan DNA
mikroarray teknolojisi biyologlar ve biyomedikal arastirmacilar arasinda oldukca biiyiik
ilgi cekmistir. Molekiiler biyoloji alanindaki aragtirmalarin hizin1 6nemli derecede arttiran
yeni ve giiclii bir teknolojidir. DNA mikroarray kavrami 1995 yilinda Brown tarafindan
tanimlanmis olup oldukg¢a yiiksek verimde niikleik asit analizi saglama kapasitesinden
dolay1 bircok arastirmanin konusu olmustur. DNA mikroarray analizleri su anda tek bir
uygulama ile binlerce hatta milyonlarca farkli DNA dizisini analiz etme imkam
saglamaktadir. Mikroarray’lerin hassasiyeti, diger molekiiler yontemlerle belirlenmesi ¢cok
zor olan kiigiik farklihiklarin tespit edilmesini de miimkiin kilmaktadir’' ™.

Iki niikleotid zincirinden olusan DNA’mn c¢ift iplikli sarmal yapisimin belirlenmesi

modern molekiiler biyolojide bir doniim noktas1 olmustur. DNA karakterizasyonu yapan

yontemlerin ¢ogu, DNA’nin iki koplementer tek iplikten kismen veya tamamen
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komplementer olan ¢ift sarmala sekillenme yetenegi olan hibridizasyona dayanmaktadir™.
Hibridizasyon tepkimeleri ¢ozeltideki iki komplementer molekiil arasinda veya cozeltideki
bir molekiil ve kati bir destek iizerindeki hareketsiz bir komplementer molekiil arasinda
meydana gelebilir. DNA c¢ip yontemleri de tek iplikli floresan molekiiller ve cip
yiizeyindeki tek iplikli dizeler arasindaki hibridizasyon tepkimelerinden yararlanir.
Hibridizasyon, tim DNA mikroarray endiistrisinin temel aldigi biyokimyasal bir
yéntemdir5 .

DNA mikroarray yontemi, mRNA diizeylerinin calisiimasinda en ¢ok kullanilan
teknoloji olmustur. Tek seferde, ¢ok sayida genin ekspresyon diizeyinin incelenmesine

olanak saglayan genel bir yontem olarak gelisen bir teknolojidir™®.

2.3.2.2. Mikroarray Substratlari

Geleneksel hibridizasyon yoOntemlerinde nitroseliiloz ve naylon gibi esnek
membranlardan yararlanilmistir. Bunun aksine mikroarray veya biyog¢ip yOntemlerinde
kat1 ylizeyler kullanilmaktadir. Cip formatlarinin avantaji kati yiizeyin gozeneksiz olmasi
ve bdylece belirlenen bolgede biyokimyasal materyalin kiiciik miktarlarinin depolanabilir
olmasidir. Bunun yanisira naylon ve nitroseliiloz gibi gozenekli substratlar, uygulanan
materyalin difiize olmasina neden olurlar. G6zeneksiz substrat ise biyogip iiretimi ve
kullanimi sirasinda organik ve floresan bilesiklerin hizli uzaklastirllmasini saglayarak
substrat matriks i¢gindeki ¢ozeltilerin ve 6rnegin absorbsiyonunu dnlemektedir. Gozeneksiz
yiizey, yiiksek Ornek derisimleri ve hizli hibridizasyon kinetigi saglayarak kiiciik ornek
hacimlerinin kullanilmasina olanak saglar. Ayrica kati bir substrat mikroarray

elementlerinin kalitesini arttiran degismez bir yapigsma yiizeyi de saglamaktadlrss.

2.3.2.3. Mikroarray’in Kullanim Alanlari

Mikroarray’ler biyolojik arastirmalarda bir¢ok soruya yanit bulmak icin
kullaniimaktadir™®. Biyogiplerin yani mikroarray’lerin ilk uygulama alanlart gen
ekspresyon analizleridir. Buna ek olarak hibridizasyona dayali yontemler; mutasyon
taramasi, polimorfizm analizleri, haritalama ve evrimsel c¢alismalarda da
kullanilabilmektedir. Mikroarray’ler ayrica proteinlerin niikleik asitlere, kiiciik molekiillere
ve diger proteinlere baglanmasinin izlenmesinde de kullanim alan1 bulmuslardir. Ancak bu

uygulamalar heniiz gelistirilmemistir. Hibridizasyon analizleri genomik DNA’nin hem
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kodlanan hem de kodlanmayan bolgelerindeki tek baz degisimleri, delesyonlar ve
insersiyonlarin belirlenmesini saglamaktadir. Aym1 zamanda DNA dizisinin miktarinin
Ol¢iilmesinde de kullanilabilmektedir™.

Genlerdeki mutasyonlar sonucu olusan ve genetik hastaliklar olarak adlandirilan
bircok hastalik bulunmaktadir. Degisiklige ugrayan gen mutant gen olarak adlandirilir. Bu
genlerin uygun olmayan ekspresyonu veya hic eksprese olmamasi da hastalikla
sonu¢lanmaktadir. Mikroarray calismalari, normal hiicrelere karsi hastalikli hiicrelerde
hangi genlerin farkli sekilde eksprese oldugunu belirlemek i¢in kullanilmakta ve bdylece
hastaliklarla ilgili olan genlerin belirlenmesiyle normal ve hasta hiicreler arasindaki farka
hedeflenen ilaclarin gelistirilmesi de saglanmis olmaktadir™.

Klinik olarak ayirt edilemeyen alt tipleri olan fakat genetik bakimdan heterojen
olan bir¢ok hastalik (talasemi ve orak hiicre anemisi gibi) bulunmaktadir. Bu hastaliklar
farklr alt tiplere sahip olduklar1 i¢in ¢ogunlukla farkli tedaviler gerektirmektedirler. Bu
nedenle dogru klinik tam1 ve tedavi oldukga kritik bir énem tagimaktadir. Mikroarray
uygulamalart bu hastaliklarda hangi genlerin eksprese oldugunun belirlenmesinde de

kullanilabilmektedir®.

2.3.2.4. Mikroarray’in Avantajlari

Niikleik asit molekiillerinin isaretlenmesi ve bunlarin kati yiizeye yapisan diger
niikleik asitleri analiz etmek i¢in kullanilmalar ilk defa yaklasik 25 yil 6nce uygulanmistir.
Southern blotting olarak adlandirilan bu teknik, radyoizotop veya floresan kuyruk ile
isaretlenmis bir DNA probu kullanilarak gerceklestirilir. DNA veya RNA fragmentine
uygulanan prob, kendine komplementer olan dize ile esleserek uygun yere yapigsmaktadir.

Teknolojideki ilerlemeler DNA analizleri i¢in kullamlan bu yontemlerin
minimalize edilmesini saglamis ve boylelikle binlerce DNA veya RNA dizisinin tek bir
inceleme ile analiz edilmesine olanak vermistir. Bircok arastirma grupu cesitli klinik
problemleri ¢ozmek i¢cin DNA mikroarray yontemini kullanmaktadir". Mikroarray’lerin
hassasiyeti, diger molekiiler yontemlerle belirlenmesi ¢ok zor olan kiiciik farkliliklarin
saptanmasini da saglamaktadir’”.

Mikroarray yontemlerinde kullanilan substratlar, geleneksel filtre yontemlerinde
kullanilan hacimden (5-50 mL) daha kiiciik tepkime hacimlerinin (5-200 pL)

kullanilmasin1 saglamaktadir. Kiiciik tepkime hacimleri; ¢ozelti tiiketimi ve maliyetini
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azaltirken kullanilan niikleik asit ayiraclarinin derigimini arttirmaktadir. Geleneksel
yontemlerle karsilastirildifinda mikroarray yontemlerinde derisim bundan 100.000 kat
daha fazladir™.

Mikroarray’de geleneksel filtreleme yoOntemlerinde kullanilan radyoizotoplar
yerine floresan isaretlemenin kullamilmasi; hiz, veri kalitesi ve kullanici giivenligi
acisindan biiylik bir avantaj saglamistir. Mikroarray yontemlerinde kullanilan ¢oklu renk
floresansi, tek bir calismada iki veya daha c¢ok biyolojik drnegin ayni anda analizine veya
cogaltilmasina olanak saglamaktadir. Cogaltma islemi, hem gen ekspresyonu hem de
mutasyon tespiti c¢alismalarinda sonuclarin dogrulugunu biiyiik Olciide arttirmaktadir.
Ayrica floresana dayali bu yoOntem; charge-coupled device (CCD) kameralar ile
goriintiileme gibi gelismis veri elde etme teknolojilerinden de yararlanmayr miimkiin

kilmaktadir™.

2.3.2.5. DNA Mikroarray’in Calisma Prensibi

DNA mikroarray 100 tane test alammna sahip olan elektronik bir mikrodizin
platformudur. Cip yapisinda DNA test alanlarina ek olarak bulunan kanal sistemi
orneklerin test alanlarina gonderilmesine, hibridizasyon ve yikama islemlerinin
yapilmasina olanak saglamaktadir’ (Sekil 5). Cip yiizeyindeki DNA test alanlari

streptavidin molekiilleri ile kaphdir.

Sekil 5. Mikroarray ¢ipi™
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Test alanlarina gonderilecek DNA molekiilleri 5° u¢larindan biotin ile isaretlenirler. DNA
molekiilleri sahip olduklar1 negatif elektrik yiikii sayesinde ¢ip yiizeyindeki test alanlarina
elektronik olarak gonderilirken ulastiklar1 test alanlarina sabitlenebilmeleri ig¢in 5’
uclarinda bulunan biotin molekiillerinden yararlanirlar. Biotin molekiilleri streptavidin ile
ozgiil ve giiclii bir bag kurma 6zelligine sahiptir. SNP analizlerinde 5° uglarinda biotinle
isaretlenmis PCR iiriinlerinin ¢ip ylizeyindeki test alanlarina gonderilmesi tercih
edilmektedir. Test alanlarina stabil bir sekilde baglanan PCR iiriinlerinin analizi mutant ve
yabanil tip problarla hibridizasyona tabi tutularak yaplhrso.

Tanimlanmak istenen SNP’nin yaklasik olarak cogaltilacak PCR {iriiniiniin (200-

400 bg) ortalarina gelmesi istenir. Uriiniin biotinle isaretlenmesi PCR igin kullamlan

primerlerden birinin biotinli olarak kullanilmasi ile saglamrso.

2.3.2.5.1. Mutant ve Yabaml Tip Isaretleyici

SNP analizlerinde isaretleyici olarak tanimlanmak istenen SNP’yi 5’ ucunda
tastyan bir yabamil tip, bir de mutant tip yaklasik 10-12 baz ciftlik oligoniikleotidler
tasarlanir. Analiz edilen hedef dizi ile bir alakasi olmayan ve uygulanan biitiin testler i¢in
kullanilan floresan isaretli bu isaretleyicilerin 6zgiil diziye baglanabilmesini saglayabilmek
icin mutant-yabanil tip prob dizisinin 5’ ucuna evrensel isaretleyicinin dizisi de bir kuyruk
olarak takilir. BOylece hibridizasyon sirasinda floresan isaretli evrensel isaretleyiciler 6zgiil

diziye ait problara baglanabilir hale gelmis olur™ (Sekil 6).

Evrensel Kuyruk

Evrensel
isaretleyici

3\ Stablllzor 5\ 3\ Spesifik dizi
'%\

Hedef dizi I
SNP

Sekil 6. Evrensel isaretleyici™
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2.3.2.5.2. Sabitleyici

DNA mikroarray sisteminde, SNP’lerin yabanil tip veya mutant problarin
hibridizasyonu ile teshisine kesin giivenilirlik 6zelligi kazandirmak i¢in bagimsiz DNA
molekiilleri arasindaki baz etkilesim enerjisinden (base stacking energy)
faydalanilmaktadir. Baz etkilesim enerjisi, DNA zincirleri boyunca niikleotidler arasindaki
elektronlarin iist iiste cakismast ile aciga cikar™’.

Diziye 0zgiil isaretleyici probun 5° ucunun hemen bitiminden baglayan 25-35
niikleotidlik sabitleyici olarak tabir edilen ikinci bir oligo hibridizasyon agsamasi gereklidir.
Hibridizasyon sirasinda sabitleyici ve diziye 6zgiil isaretleyici prob ard arda PCR iiriiniine
baglanirlar. Ard arda yerlesen sabitleyici 5° ucundaki baz ile isaretleyicinin 3’ ucundaki
baz arasinda olusan “baz etkilesim” enerjisi hibridizasyonun kuvvetini arttiran bir etken
olarak belirir. DNA mikroarray cipi hibridizasyon sonrasi 6zgiil olmayan baglanmalardan
arindirilmak iizere yikamalara ve artan sicaklifa magruz birakilir. Yabanil tip probun
mutant allele, mutant probun ise yabanil allele baglanmasi, aralarindaki fark yalmzca bir
bazdan ibaret oldugu i¢in miimkiindiir. DNA mikroarray sisteminde uygulanan 1s1 ve
yikama islemlerine ek olarak sabitleyicinin yarattig1 “baz etkilesim” enerjisi mevcuttur.
Dolayisiyla SNP analizlerinde meydana gelebilecek yanlis eslesmelerde test alanindaki
DNA’ya baglanmayan tek baz, sabitleyici ve isaretleyici oligo arasindaki etkilesimi
degistirecek, bu da yikama ve 1s1 uygulamalart sirasinda s6z konusu yanlis eslesmis
problarin uzaklastirilmasimi iyice kolaylastiracaktir. Baz etkilesim enerjisinin en diisiik

oldugu ve bu nedenle en ¢ok tercih edilen baz kombinasyonu TA’dir™° (Sekil 7).

53" AA AC  AG AT

Enerji 537 105 678 -657
53" TA TC TG TT
Enerji 382 981 657 537
5.3 CA cC L T
Enerji 657 B26 969 _687
5.3 3A 3 g3 o7
Enerji 981 145 826 -105

Sekil 7. Baz etkilesim enerjileri®
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gerecler ve Kimyasal Maddeler

3.1.1. Gerecler

UV Spektrofotometre
Santrifij

Manyetik Karistiric
Buz Makinesi

Hassas Terazi

Etiiv

Vorteks
Mikrosantrifiij
Analog pH metre

Otomatik Pipet
Elektroforez Gii¢ Kaynagi
Elektroforez Tanki
Thermal Cycler

Thermal Cycler
Piirifikasyon pompasi
Iletkenlik olger

Calkalayic1
Mikroarray

(Shimadzu UV-120-02)

(Eppendorf 5403)

(Heidoph MR 2002)

(Scotsman AF-10)

(Mettler AJ 100)

(Niive N 400)

(Niive NM 110)

(Beckman Microfuge E)

(Beckman Century SS-1)

(Gilson P-2,P-10,P-20,P-100,
P-200,P-1000)

(Bio-Rad Power PAC 300,Pharmacia
Electroforesis Power Supply EPS 500/400)
(Bio-Rad Mini Protean II Cell, Bio-Rad
Sub-CellGT)

(Perkin Elmer GeneAmp PCR System
9600)

(Eppendorf Gradient PCR System)
(Millipore)

(Horiba Twin Compact Meter)

(Irma Shaker)

(Nanogen Nanochip Molecular Biology

Workstation)
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3.1.2. Kimyasal Maddeler
* Amonyum Kloriir

* Amonyum Bikarbonat

e NaCl
 EDTA-Na,
« SDS

* Proteinaz K

*  Doymus fenol ¢ozeltisi
e Kloroform

* Etanol

e Primerler

e dNTP’ler

* Taq DNA polimeraz

hd deO
e [-Histidin
¢ NaOH

e Diisiik tuz cozeltisi

* Yiiksek tuz ¢ozeltisi

3.2. Ornek Toplama

Cukurova Universitesi Biyokimya Anabilim Dali'na p-talasemi ©n tamsi ile
bagvuran kisilerin kan ornekleri kullanmilmistir. Molekiiler analizlerde kullanilacak olan
toplam 52 ornegin DNA’lart Na-EDTA’l tiiplere alinan tam kan lokositlerinden izole
edilmistir. Izole edilen DNA &rnekleri kullanilacaklart zamana kadar -20°C’de muhafaza

edilmistir.

3.3. Yontemler
3.3.1. Tam Kandan DNA izolasyonu
Prensip: EDTA’l1 tiiplere alinan kanin plazmasi uzaklastirilarak sekilli elemanlar

yikanip eritrositler hemoliz edilerek saf 16kosit elde edilmistir. Proteinaz K ve STE ile
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muamele edilen I6kositlerin hiicre zar1 parcalanarak proteinler hidroliz edilerek homojen

karisim fenol ile ekstre edilip sulu fazla bulunan DNA alkol ile ¢oktiiriilmiistir'” .

3.3.1.1. Lokositten DNA Izolasyonu
Ayrraclar
1. Parcalayici (Lizis) Tampon

Amonyum Kloriir 131,0 mM

Amonyum Bikarbonat 0,9 mM
2.4 M NaCl
3.0,5 M EDTA-Na, (pH 7,5)

4. Tampon A

9%10’luk Sodyum Dodesil Siilfat (SDS)

Proteinaz K (10 mg/ml)

5. Doymus Fenol Cozeltisi (6nceden hazirlanir)

250 g kristalize fenol 50 ml saf suda ¢oziiliip esit hacimde 0,5 M Tris-HCI
tamponu (pH 8,0) ilave edilerek manyetik karistiricida 15 dk kanstirllmistir. Cozelti iki
faza ayrildiginda iist faz aspire edilerek iizerine esit hacimde 0,1 M Tris-HCl tamponu
eklenip ayni islem tekrarlanmistir. Bu isleme fenol fazinin pH’s1 8,0 olana kadar devam
edilmis ve son derisimi %0, 1 olacak sekilde 8-hidroksikinolin ilave edilmistir.

6. Kloroform
7. %70’lik etanol
8. Saf soguk etanol

Yontem

e 500 uL EDTA’I1 tam kan 1,5 mL’lik ependorf tiipiine konmustur.

» Uzerine 1 mL parcalayict tampon eklenerek 3 dk buzda bekletilip 13.000
devirde 2 dk santrifiij edilerek siipernatan atilmigtir. Bu islem 3 kez
tekrarlandiktan sonra pellet {iizerine 500 pl Tampon A eklenip hafifce
karistirilarak 37 °C’de bir gece veya 55 °C’de 2 saat bekletilmistir.

e Siire sonunda tiipe 250 pL fenol, 250 pL kloroform eklenerek karistirilmis ve 1
dk 13.000 devirde satrifiij edilerek alttaki fenol-kloroform karisimi atilmistir. Bu

islem 3 kez tekrarlanmustir.
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* Aym islem 3 kez sadece kloroform ile tekrarlanmistir.

* Siipernatan baska bir ependorf tiipiine aktarilarak iizerine 1 mL saf etil alkol
eklenerek tiip yavasca alt iist edilip DNA’min ipliksi goriiniim almasi
saglanmustir. Tiip 13.000 devirde 2 dk santrifiij edilmistir.

e Siipernatan atilir, dipte DNA pellet halinde goriiliir hale geldikten sonra DNA
tizerine 1 mL %70’lik etil alkol eklenip karistirilmis ve 13.000 devirde 2 dk
satrifiij edilmistir.

* Siipernatan atilip, tiip ters ¢evrilerek alkol kurutulmustur.

* Pelletin biiyiikliigiine gore saf su eklenir ve DNA’nin ¢oziilmesi icin 1 saat 37
°C’de bekletilmistir.

e (Coziinen DNA’nin derisimi hesaplanarak amplifikasyona hazir hale getirilmistir.

DNA derisimi (pg/ml) = OD5g x sulandirma faktorii (50) x 50

3.3.2. ARMS Yontemi ile Mutasyonlarin Belirlenmesi

Izole edilen DNA 6rneklerinin ilgili bolgeleri PCR ile amplifiye edildikten sonra

ARMS yontemi ile mutasyon tanimlanmasi gerceklestirilmistir***’.

Ayiraclar

Stok Cozeltiler
KCl 2M
TrisHCI, pH 8,3 1M
MgCl,.6H,0 M
+4 °C’de saklanir.

10X Cetus Tamponu
2 M KCl 1,25 mL.
1 M Tris.HCl 0,5 mL
1 M MgCl, 75 uL
Jelatin S mg
Steril distile su 3,2mL

Jelatinin erimesi i¢in 37 °C’de bekletilir.

Spermidin

IM
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PCR Karisim (4 mL)

10X Cetus Tamponu 500 uL

Steril distile su 2700 pL

1,25 mM dNTP karisimi 800 pL

Spermidin 1 M 4 uL
dNTP Karisimi

dNTP’lerin (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) her birinden (100 mM’lik stoktan)
60 puL almip iizerine 4740 pL steril distile su eklenerek 1,25 mM’lik cozelti
hazirlanmustir.
Primerler

Primerler 5 pmol/ pL olacak sekilde sulandirilmustir.

10X TBE Tamponu pH 8,3

Tris.HCl 2M
Sodyum Asetat 3H,O 1M
EDTA-Na, 10 mM

Saf suile 1 litreye tamamlanip pH’1 glasiyel asetik asit ile ayarlanmistir.

3.3.2.1. Amplifikasyon Kosullari
Amplifikasyon 24,1 pL’lik reaksiyon hacminde gergeklestirilmistir. Reaksiyon
karisim1; PCR karisimi, mutasyonu iceren bolgeye 6zgii ARMS primeri, ortak primer (1

veya 2), sabit primer, genomik DNA ve Taq polimeraz icermektedir**.

Amplifikasyon Protokolii

PCR Karigimi 20 ulL
Ortak primer 1 veya 2 1 uL
5’ sabit primer 1 uL
3’ sabit primer 1 uL
gDNA (0,5-1 pg/mL) 1 uL

Taq polimeraz (5 U/uL) 0,1 uL
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» ARMS yonteminde kullanilan ortak ve sabit primerler

44,47

Ortak primer 1 5" ACCTCA CCCTGT GGA GCCAC3

Ortak primer 2 5" CCCCTT CCT ATG ACATGA ACTTAA 3
5’ sabit primer 5° CAATGT ATC ATG CCT CTT TGC ACC 3’
3’ sabit primer 5’ GAG TCA AGG CTG AGA GAT GCA GGA 3’

» B-talasemi mutasyonlarina 6zgii kullanilan ARMS primerleri Cizelge3’de

gosterilmistir.

Cizelge 3. ARMS primerleri **

IVSI-110 (G—A) mutant

5" ACC AGC AGC CTA AGG GTG GGA AAATACACT 3’

IVSI-110 (G—A) normal

5" ACC AGC AGC CTA AGG GTG GGA AAATACACC 3

IVSI-1 (G—A) mutant

5" TTA AAC CTG TCT TGT AAC CTT GAT ACG AAT 3’

IVSI-1 (G—A) normal

5" TTA AAC CTG TCT TGT AAC CTT GAT ACG AAC 3’

Cd 39 (C-T) mutant

5" CAG ATC CCC AAA GGA CTC AAAGAACCTGTAZ

Cd 39 (C-T) normal

5" TTA GGC TGC TGG TGG TCT ACC CTT GGT CCC 3’

IVS I-6 (T—C) mutant

5" TCT CCT TAA ACC TGT CTT GTA ACC TTC ATG 3’

IVS I-6 (T—C) normal

5" TCT CCT TAA ACC TGT CTT GTA ACC TTC ATA 3’

IVS II-1 (G—A) mutant

5" AAG AAA ACA TCA AGG GTC CCA TAG ACT GAT 3’

IVSII-1 (G—A) normal

5" AAG AAA ACA TCA AGG GTC CCA TAG ACT GAC 3’

Cd6 (-A) mutant

5" CCC ACA GGG CAG TAA CGG CAG ACTTCT GCC 3’

Cd6 (-A) normal

5" CCC ACA GGG CAG TAA CGG CAG ACT TCT GCT 3’

IVS 1I-745 (C—G) mutant

5" TCA TAT TGC TAA TAG CAG CTA CAATCG AGG 3’

IVS 1I-745 (C—G) normal

5" TCA TAT TGC TAA TAG CAG CTA CAATCG AGC 3’

- 87 (C—G) mutant

5" CACTTA GAC CTC ACC CTG TGG AGC CAC CCG 3

- 87 (C—-G) normal

5" CACTTA GAC CTC ACC CTG TGG AGC CACCCC 3
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PCR Programi
PCR programi 25 dongii; 94°C’de 1 dk (denatiirasyon), 65°C’de 1 dk (yapigma)
ve 72°C’de 1 dk (uzama) olacak sekilde gerceklestirilmistir. Son olarak 72°C’de 3 dk 1

dongii seklinde tamamlanmistir™.

Agaroz Jel Elektroforezi

Ayrraclar

% 2’lik Nuesive-Agaroz Jel
NuSieve lg
Agaroz lg

100 mL 0,5xTBE tamponu i¢cinde mikrodalga firinda eritilerek hazirlanmistir.

Yiikleme Tamponu

Brom fenol mavisi ~ %0,05
Gliserol %10
Ficoll %15

5 x Tris Borat EDTA (TBE) Tamponu pH 8,0

Tris baz 540¢g
Borik Asit 275¢g
EDTA (0,5 M pH 8,0) 20 mL

1 L saf suda coziilerek hazirlanmistir.

Etidyum Bromiir Cozeltisi

EtBr 5 pg/mL olacak sekilde saf suda ¢oziilerek hazirlanmistir.

PCR sonunda amplifiye olan iirlinden 20 pLL alinarak 2 pl. yiikleme boyasi ile
kanistirildiktan sonra %?2’lik agaroz jele uygulanip 150 voltta 30 dk yiiriitiilmiistiir.
Elektroforez sonrasi jel etidyum bromiir ile 3 dk boyanip boyanin fazlasi saf su ile
yikanarak temizlenmistir. DNA pargalar1 UV ile goriiniir hale getirilerek fotografi

cekilmistir.
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Homozigot olgular mutant calismada cift bant, normal ¢alismada ise tek bant
verirler. Heterozigot olgular hem mutant hem de normal ¢alismada c¢ift bant verirler.

Normal olgular ise mutant ¢alismada tek bant, normal calismada c¢ift bant verirler.

3.3.3. DNA Mikroarray Yontemi ile Mutasyonlarin Belirlenmesi

Izole edilen DNA 6rneklerinin ARMS yontemi ile mutasyonlar tespit edildikten
sonra DNA mikroarray yontemine gecilerek aym drnekler i¢in tekrar mutasyon taramasi
yapilmistir. DNA mikroarray yontemi; amplifikasyon, saflagtirma, yiikleme, okutma ve

analiz olmak iizere 5 basamakta gerceklestirilmistir™ .

3.3.3.1. Amplifikasyon

Amplifikasyon Kosullari: Genomik DNA’nin amplifikasyonu icin NanoChip
Molecular Biology Workstation Beta Talasemi Amplifikasyon kiti kullanilmistir. Kit,
amplifikasyon i¢in “oligo-mix” reaksiyon karisimlarimi igcermektedir. Tam kan
l6kositlerinden elde edilen genomik DNA, ilgilenilen bolgeyi iceren dort amplikon elde
edilebilmesi amaci ile iki ¢ift amplifikasyonda kullanilmistir”®.  Elde edilecek
amplikonlarda bulunan mutasyonlar Cizelge 4’de, kit icerisinde bulunan “oligo-mix 1”

ve “oligo-mix 2” ¢ozeltilerinin icerigi ise Cizelge 5°de gosterildigi gibidir™.

Cizelge 4. Amplikonlarda yer alan mutasyonlar™

Amplikon Mutasyonlar
1 IVS I-110, Cd39
2 IVSI-1, IVS I-6, IVS II-1
3 IVS 11-745
4 -87, Cd6
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Cizelge 5. Oligo-mix 1 ve Oligo-mix 2 ¢ozeltilerinin igerigi™

Cozelti Miktar Icindeki maddeler

Oligo-mix 1 2 x 1350 pL 500 nM oligoniikleotidler,
KCl, Tris-HCl, Triton X-
100, MgCl,, dNTPs, Biotin

Oligo-mix 2 2 x 1350 pL 500 nM oligoniikleotidler,
KCl, Tris-HCl, Triton X-
100, MgCl,, dNTPs, Biotin

PCR Programi: Amplifikasyon 1 dongii 95°C’de 15 dk; 35 dongii 95°C’de 1
dk, 57°C’de 1 dk, 72°C’de 1 dk ve son olarak 1 dongii 72°C’de 10 dk olacak sekilde
gerg;eklestirilmistir5 .

Amplifikasyondan once oligo-mix 1 ve oligo-mix 2 i¢in iki ayr1 tiip hazirlanmis
ve her bir tiipte 5 U/ulL Taq polimeraz stok ¢ozeltisi Cizelge 6’da gosterildigi gibi
1,5U/reaksiyon olacak sekilde sulandirilarak ilave edilmistir. Her bir 6rnek i¢in; 45 pL
oligo-mix 1+Taq ve 45 pL oligo-mix 2+Taq karistmi ilave edilmistir. Hazirlanan
karisimlar tizerine 5 pL. DNA eklenerek ornekler amplifiye edilmistir™”.

PCR sonunda amplifiye olan iirtinden 20 pL alinarak 2 pL. yiikleme tamponu ile
karistirildiktan sonra %?2’lik agaroz jele uygulanmis ve 150 voltta 30 dk yiiriitiilmiistiir.
Elektroforez sonrasi jel etidyum bromiir ile 3 dk boyanmis ve boyanin fazlasi saf su ile
yikanarak temizlenmistir. DNA pargalar1 UV ile goriiniir hale getirilerek fotografi

cekilip amplifikasyon kontrolii yapilmustir.
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Cizelge 6. Taq polimeraz stok ¢ozelti diliisyonlarr™

Ornek Sayis1 | Enzim Miktar1 | Oligo-mix 1 Miktar1 | Oligo-mix 2 Miktar
5 1,5 uL 225 uL. 225 uL
10 3,0 uL 450 pL 450 pL
15 4,5 uL. 675 ul 675 uL
20 6,0 pL. 900 uL 900 uL
25 7,5 uL. 1125 ul 1125 ulL
30 9,0 uL. 1350 uLL 1350 uL
35 10,5 pL 1575 pL 1575 uL
40 12,0 uLL 1800 pL 1800 pL
45 13,5 ul 2025 uL. 2025 uL.
50 15,0 L 2250 uL. 2250 uL.

3.3.3.2. Saflastirma

Saflagtirma islemi asagidaki sekilde gerceklestirilmistir;

- Her bir 0rnegin oligo 1 ve oligo 2 i¢in ayr ayr1 amplifiye edilen iirlinlerinden
esit miktarda (45 pL + 45 pLL = 90 pL) alinmugtir.

- Uzerine 100 uL dH,O eklenip

- Bu sekilde hazirlanan karigimlar her ornek igin bir kuyucuk kullanilacak
sekilde saflastirma tabagina aktarilarak saflastirma pompasi iizerine yerlestirilip 15 in¢
Hg (500 mbar) olacak sekilde 1015 dk basin¢ uygulanmistir.

- Siire sonunda kuyucuklara tekrar 100 pL. dH,O eklenip

- Tiim kuyucuklardaki miktarlar bitince saflastirma tabagi pompadan alinarak
her bir kuyucuga 200 pL 50 mM L-Histidin eklenip 5 dk calkalama islemi
gerceklestirilmistir. Bu sekilde saflastirilan iiriinler DNA mikroarray yonteminde
kullanilmak {izere hazir hale getirilmistirsg.

* Saflagtirma islemine baglamadan once kullanilacak olan dH,O’nun iletkenligi

Olciilmiistiir. dH,O’nun iletkenligi 15 uS/cm’yi gegcmemelidir.
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3.3.3.3. Yiikleme

Saflagtirma isleminin ardindan elde edilen {iriinlerden 100 pL alinarak
mikroarray tabagina (96 kuyucuklu) yiikleme islemi gergeklestirilmistir. Tiim iiriinler
bu sekilde yiikleme tabagina her kuyucukta bir Ornek olacak sekilde (toplam 52
kuyucuk) uygulanmistir. En son kuyucuga ise analiz sirasinda arka plan1 olusturacak
olan 50 mM L-Histidin’den 200 pL yiiklenmistir. Histidinden sonraki kuyucuga ise 200
pL. NaOH (denatiiran olarak) uygulanmustir.

* Kullanilan 100 mM’lik histidinin iletkenligi 200 pS/cm’den kiiciik olmasina
dikkat edilmistir..

3.3.3.4. Okutma

Mikroarray tabagina yiiklenen orneklerin her biri ¢ip iizerinde belirlenen ayri
ayr1 kuyucuklara cihaz tarafindan otomatik olarak yiiklenmistir. Okutma islemine
gecilmeden once ¢ip iizerindeki DNA’larin denatiire olmasim1 saglamak amaci ile ¢ip
yiizeyi 0,3 M NaOH ile yikanmustir. Orneklerin denatiirasyonu tamamlandiktan sonra
her mutasyona 0zgii toplam 8 isaretleyici (IVS I-110, Cd39, IVS I-1, IVS II-1, IVS I-
6, IVS II-745, Cd6, -87) cip ylizeyine teker teker gonderilmis ve okutma islemi

gerceklestirilmistir.

3.3.3.5. Analiz

Veri analizinde, Orneklerden alinan sinyaller degerlendirilirken Oncelikle bir
ornekten aliman kirmizi ve/veya yesil sinyallerin asgari 50 diizeyinde olup olmadigi
kontrol edilmistir (Sinyallerden en az biri bu diizeyi asamamissa s6z konusu 6rnek
degerlendirmeye almmamistir). Sonuglarin degerlendirilmesinde iki tiirlii sinyal
bulunmaktadir. Bunlar geri plan kirmizi/yesil sinyaller ve ozgiill kirmizi/yesil
sinyallerdir™.

Geri plan sinyalleri; cipe yiiklenen histidin iizerinden alinan 6zgiil olmayan yesil
ve kirmizi sinyallerdir. Geri plan sinyalleri ile 6rneklerden alinan 6zgiil sinyallerden biri
arasinda, 0zgiil sinyallerin saglikli sinirda degerlendirilebilmesi icin, 5’e 1 veya daha
fazla oranda bir fark bulunmasi gerekmektedir. Bunlardan biri Orneklerden alinan
sinyalin arka plan sinyale oram (6rnek/histidin), digeri ise kirmizi sinyalin yesil sinyale

oranidir (kirmizi/yesil). Geri plan kirmizi veya yesil sinyallerinden en az birine gore
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Ozgiil sinyalleri 5’e 1 veya iizeri oram tutturamayan ornekler degerlendirilmemistir. Bu
oran istatistiksel olarak hesaplanmis standart sapma degerinin 3 kat1 kullanilarak ve
kesin dogruluk arz eden sonuclar elde etmek iizere belirlenmistir. Dogru belirlemelerin
yapilabilmesi i¢in heterozigot kontrollerde, hem kirmizi hem de yesil kanallarin 5:1
kriterini gecmis olmast gerekmektedir. Homozigot drneklerde ise kirmizi veya yesil
kanalin bu orani yakalamasi esastir’’.

Ozgiil sinyaller; orneklerden alinan ozgiil yesil ve kirmuzi sinyallerdir. Bu
sinyallerin birbirine olan orani ile 6rnegin genotipi belirlenir. Buna gore; 1:1 — 1:2
arasindaki oranlarda ornek heterozigot, 1:5 ve lizerindeki oranlarda yiiksek olan sinyal
kirmiz1 ise mutant, yesil ise yabanil tip, 1:2’den fazla veya 1:5’den az oldugunda ise
genotipleme yapllamazso. Bu degerlendirmenin sematik anlatimi  Sekil 8’de

gosterilmistir.
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Sekil.8. Mikroarray analiz degerlendirmesinin sematik gosterimi™

39



4. BULGULAR

Calisma grubu, C.U Tip Fakiiltesi Biyokimya Anabilim Dali’na talasemi 6n
tanist ile gelmis olan kisilerden olusmaktadir. Toplam 52 bireyden alman kan
orneklerinin genomik DNA’larinin izole edilmesinin ardindan ARMS yontemi ile -
talasemi mutasyon tipleri saptanmigtir. Mutasyon sonuglari incelendiginde; 23 allelin
IVS I-110, 13 allelin IVS I-1, 9 allelin IVS I-6, 9 allelin IVS II-1, 8 allelin Cd39 ve 6
allelin IVS II-745 mutasyonlarini icerdigi gozlenmistir. Ayrica 13 olgunun homozigot,
3 olgunun da cift heterozigot ozellik gosterdigi tespit edilmistir. Bu olgularin mutasyon

tipleri Cizelge 7°de gosterildigi gibidir.

Cizelge 7. Olgularin ARMS yontemi sonucunda elde edilen -talasemi mutasyon tipleri

No Isim Mutasyon Tipi

1 A.D. IVSI-110/IVS I-110
2 Z.A. Cd39/Cd39

3 B.M. IVSI-1/N

4 D.K. IVSI-6/N

5 S.K. IVSII-1/N

6 O.K. IVSII-745 /N

7 F.A. IVSI-110/N

8 T.C. IVSI-110/N

9 B.M.U. IVSI-1/N

10 LK. IVST-6/N

11 B.C IVSII-1/N

12 T.A. IVSII-1/N

13 Z.B. Cd39/N

14 M.K. IVSI-110/N

15 N.K. IVSI-110/N

16 AK. IVSI-110/IVS I-110
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17 H.K. IVSI-1/IVSI-1
18 F.O. IVSI-6 /IVS 1-6
19 E.C.C. IVS 1-6 / IVS 1-6
20 M.N.E. IVSI-110/N

21 Y.S. IVSI-110/1VS I-1
22 B.B. IVSI-110/1VS I-110
23 G.S. IVSI-110/1VS 1I-1
24 ZK. IVSI-110/1VS I-110
25 AG. IVSII-1/N

26 CK. IVSI-1/N

27 H.K. IVSII-1/N

28 G.K. Cd39/N

29 M.B. IVS II-1 /IVS 1I-1
30 O.A. IVSTI-1/N

31 M.E. Cd39/N

32 CK. IVSI-110/N

33 F.G. IVSI-1/N

34 N.A. IVS I1-745 / TVS 11-745
35 M.T. IVSI-110/1VS I-110
36 F.T. IVSI-1/N

37 H.A. IVS1-6 /N

38 C.G. IVS1-6 /N

39 T.E. Cd39/N

40 A.G. IVSI-1/N

41 N.S. IVSI-110/IVS I-6
42 F.S. IVSI-110/N

43 Z.A. IVSI-110/N

44 S.E. IVSI-110/N

45 S.B. Cd39/ Cd39

46 H.B. IVSI-1/N

47 AS. IVSI-110/N
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48 D.B. IVSI-1/N

49 S.Y. IVS II-745 /N

50 AS. IVSI-1/N

51 M.E.K. IVSI-1/N

52 S.Y. IVS II-745 / 1VS 11-745

IVS I-110 ve IVS I-1 mutasyon taramalar1 i¢cin ARMS yontemi ile yapilan
amplifikasyonun %?2’lik agaroz jeldeki gortiniimii Sekil 9 ve 10°da gosterilmistir. IVS I-
1 mutasyonu i¢in yapilan amplifikasyon kontroliiniin IVS I-110 mutasyonuna gore daha

zay1f oldugu gozlenmistir.

Sekil 9. IVS I-110 mutasyon taramasi i¢in ARMS yontemi ile yapilan amplifikasyonun %2’lik agaroz
jeldeki goriiniimii. 1- Heterozigot 6rnek, 2- Heterozigot drnek, 3- Homozigot mutant 6rnek, 4- Negatif

kontrol, 5- Pozitif kontrol; M: mutant, N: normal
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Sekil 10. IVS I-1 mutasyon taramasi icin ARMS yontemi ile yapilan amplifikasyonun %2’lik agaroz
jeldeki gortiniimi. 1- Homozigot mutant 6rnek, 2- Negatif kontrol, 3- Pozitif kontrol; M: mutant, N:

Normal

Calismanin ikinci asamasinda izole edilen DNA ornekleri mikroarray analizi i¢in
mikroarray primerleri ile tekrar amplifiye edilmistir. Amplifikasyonu takiben
saflagtirilan 6rnekler mikroarray yonteminde kullanilmak iizere hazir hale getirilmis ve
mikroarray ile mutasyon taramasi yapilmistir.

Mikroarray analizi icin Nanogen B-Talasemi kiti kullanilmistir. Kit icerisinde
toplam 8 farklt mutasyona 6zgii (IVS I-110, Cd39, IVS I-1, IVS 1I-1, IVS I-6, IVS II-
745, Cd6, -87) prob ve sabitleyici bulunmaktadir. Her bir mutasyon i¢in ayri ayri
okutma yapilarak mutasyonlar tespit edilmistir (Her mutasyon i¢in mutlaka bir kontrol
ornegi belirlenmistir).

Amplifikasyon sonucu elde edilen biyotin isaretli amplikonlar ¢ip lizerinde tek
bir ped iizerine adreslenmistir. Amplikonlarin isaretleyiciler yardimi ile hibridize
edilmesinin ardindan c¢ip yiizeyi ikili lazer sisteminin kullanimi ile taranmistir. Her bir
mutasyon, normal allele komplementer olan bir probla beraber mutasyonlu diziye
komplementer olan bir probun kullanimu ile tespit edilmistir. Her bir prob farkli bir
floresan ile isaretlendigi i¢in iki farkli dalga boyundaki floresan yogunlugu olciilerek
her bir 6rnegin genotipinin belirlenmesi miimkiin olmustur.

Olgularin DNA mikroarray analiz sonuglari incelendiginde; 23 allelin IVS I-110,
13 allelin IVS I-1, 9 allelin IVS I-6, 9 allelin IVS 1I-1, 8 allelin Cd39 ve 6 allelin IVS II-
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745 mutasyonlarini tagidigr belirlenmistir. Ayrica 13 olgunun homozigot, 3 olgunun da
cift heterozigot ozellik gosterdigi tespit edilmistir. Elde edilen sonuclar Cizelge 8’de
gosterildigi gibidir. Mikroarray ile yapilan mutasyon taramasi sonucunda hig¢bir olguda
Cd6 ve -87 mutasyonlar: tespit edilmemistir. Oligo-mix 1 ve oligo-mix 2 ile yapilan
amplifikasyon kontroliiniin %?2’lik agaroz jel goriinimii Sekil 11 ve Sekil 12’de

gosterilmistir.

Cizelge 8. Olgularin mikroarray ¢alismasi sonucu elde edilen -talasemi mutasyon tipleri

No Isim Mutasyon Tipi

1 AD. IVSI-110/IVS I-110
2 Z.A. Cd39 / Cd39

3 B.M. IVSI-1/N

4 D.K. IVS1-6 /N

5 S.K. IVSII-1/N

6 O.K. IVS 11-745 /N

7 F.A. IVSI-110/N

8 T.C. IVSI-110/N

9 B.M.U. IVSI-1/N

10 LK. IVSI-6/N

11 B.C. IVSII-1/N

12 T.A. IVSII-1/N

13 Z.B. Cd39/N

14 M.K. IVSI-110/N
15 N.K. IVSI-110/N
16 AK. IVSI-110/IVS I-110
17 H.K. IVS1-1/1VS I-1
18 F.O. IVS1-6 /IVS 1-6
19 E.C.C. IVS 1-6 / IVS 1-6
20 M.N.E. IVSI-110/N
21 Y.S. IVSI-110/1VS I-1
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22 B.B. IVSI-110/1IVS I-110
23 G.S. IVSI-110/TVS II-1
24 Z K. IVSI-110/1VS I-110
25 A.G. IVSII-1/N

26 CK. IVSI-1/N

27 H.K. IVSII-1/N

28 G.K. Cd39/N

29 M.B. IVSII-1 /1VS 1I-1
30 O.A. IVSII-1/N

31 M.E. Cd39/N

32 C.K. IVSI-110/N

33 F.G. IVSI-1/N

34 N.A. IVS 1I-745 / TVS 11-745
35 M.T. IVSI-110/1IVS I-110
36 F.T. IVSI-1/N

37 H.A. IVSI-6 /N

38 CG. IVSI-6/N

39 T.E. Cd39/N

40 A.G. IVSI-1/N

41 N.S. IVSI-110/1VS I-6
42 F.S. IVSI-110/N

43 Z.A. IVSI-110/N

44 S.E. IVSI-110/N

45 S.B. Cd39/Cd39

46 H.B. IVSI-1/N

47 A.S. IVSI-110/N

48 D.B. IVSI-1/N

49 S.Y. IVS1I-745 /N

50 A.S. IVSI-1/N

51 M.E.K. IVSI-1/N

52 S.Y. IVS 1I-745 / 1IVS 11-745
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Sekil 11. Oligo-mix 1 ile yapilan amplifikasyon kontroliiniin %2’lik agaroz jel goriiniimii. 1- Belirtec;
2,3,4,5,6,7,8,9,10,11- amplifiye olan ornekler
Belirte¢ olarak Hinf I kullanilmistir

470 bg ——»
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Sekil 12. Oligo-mix 2 ile yapilan amplifikasyon kontroliiniin %2’lik agaroz jel goriiniimii. 1- Belirtec;
2,3,4,5,6,7,8,9,10- amplifiye olan 6rnekler
Belirteg olarak Hinf I kullanilmustir
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Piirifikasyonu takiben yapilan DNA mikroarray analiz grafikleri Sekil 13 ve
14°de gosterilmistir.
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Sekil 13. IVS I-110 icin yapilan mikroarray analiz grafigi. 1 ve 16: Homozigot mutant 6rnekler; 2, 3, 4,
5,6,9,10, 11, 12, 13, 17, 18, 19: Homozigot normal 6rnekler; 8, 14, 15, 20: Heterozigot 6rnekler

(7 numarali 6rnek kontrol olarak kullanilmistir)
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Sekil 14. IVS I-1 i¢in yapilan mikroarray analiz grafigi. 17: Homozigot mutant 6rnek; 1, 2, 4, 5, 6, 7, 8,
10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 18, 19, 20: Homozigot normal 6rnekler; 9: Heterozigot érnek

(3 numarali 6rnek kontrol olarak kullanilmistir)
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Calismamizda, DNA mikroarray yonteminin B-talasemi prenatal tanisinda rutin
uygulamaya gecirilebilmesi amaci ile yontem karsilagtirilmasi yapilmistir. B-talasemi
molekiiler tanisinda kullanilan klasik yontemler ve DNA mikroarray yontemi ile yapilan
analizler sonucunda belirlenen 8 mutasyona ait allel sayilar1 Cizelge 9’da gosterilmistir.
Teorikte yontemler arasinda fark olmadigi gozlemlenmesine ragmen pratikte DNA
mikroarray yonteminin klasik yoOntemlere oranla c¢ok biiyilk avantajlar sagladigi
belirlenmistir.

Laboratuvarlarda kullanilacak olan yontemlerin se¢imi duyulan ihtiyaca gore
yapilmaktadir. En iyi yontem kendisinden beklenen ihtiyag¢larin tiimiinii karsilayandir.
Yontem secimini etkileyen faktorler; yontemin toplam maliyeti (yatirim maliyeti, sarf
malzemesi ve reaktif maliyetleri), uygulamadaki pratik Ozellikler (numune tiirii ve
hacmi, yontemin prensibi v.b), yontemin analitik performans o6zellikleri (dogrulugu,
spesifikligi) ve yOntemin tibbi yarart (teshisteki hassasiyeti); gz Oniine alindiginda
DNA mikroarray yonteminin prenatal tamida saglayacagi yarar ortaya c¢ikmaktadir.
DNA mikroarray yontemi hem iilkemize ve hastalara diisen maliyetin azaltilmasi hem
de hizl1 ve daha giivenilir sonug verilebilmesi acisindan gerek duyulan ihtiyaci tiimiiyle

karsilamaktadir®.

Cizelge 9. Mutasyonlara ait allel sayilar

Mutasyonlar Klasik Yontemler DNA Mikroarray
(Allel sayis1) (Allel sayis1)
IVSI-110 23 23
IVSI-1 13 13
IVS I-6 9 9
IVS 1I-1 9 9
Cd 39 8 8
IVS 11-745 6 6
Cdo6 - -
-87 - -
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5. TARTISMA

Talasemi, diinya popiilasyonunun olduk¢a genis bir kismini etkileyen temel
monojenik hastaliklardan biridir®". B globin gen ekspresyonunu azaltan ya da tamamen
ortadan kaldiran mutasyonlar sonucu olusmaktadir®. Ulkemiz, cesitli etnik gruplari
birarada icermesinden dolay1 [ talasemi prevalansi ve [ talasemi mutasyonlarinin
dagilimi farkli bolgelere gore cesitlilik gostermektedir®. Diinyada yaygin olarak
goriilen bu kalitsal kan hastaligina Tiirkiye'de en sik rastlanilan yorenin Cukurova
bolgesi oldugu cesitli yayinlarda belirtilmistir®™®.

B talasemi majorde genetik hasar, cogunlukla B globin geninin her iki allelinde
de meydana gelen nokta mutasyonlarindan kaynaklanmaktadir. [ talasemili bebekler
genellikle saglikli dogmakta ve 3-6 aya kadar saglikli kalmaktadirlar®". Sonraki
donemlerde bu bireylerde diizenli kan transfiizyonu gerektiren agir bir anemi gelismekte
ve daha ileri donemlerde de demir selasyon tedavisi uygulanmasi gerekmektedir.
Etkilenmis  kisiler  genellikle yasamlarinin  {ig¢iincii  evresinde  hayatlarini
kaybetmektedirler. Talasemi, tedavi maliyeti oldukc¢a yiiksek bir hastalik olup bir
talasemi hastasinin yillik maliyetinin 10.000 $ civarinda oldugu tahmin edilmektedir’’.
Ayrica hastaliga ait semptomlar ve tedavi siireci de aileler ve onlarin sosyal yasamlari
iizerinde zihinsel, fiziksel ve ekonomik acidan olumsuz bir etki yaratmaktadir’'.

Talasemi hakkindaki yetersiz bilgi ve egitimsizlik bu hastaligin diinya capinda
yayilmasina neden olmustur. Bu nedenle su anda bircok iilkede ciftlere gebelik
oncesinde ya da baslangicinda saglik kontroliinden ge¢cmeleri Onerilmektedir.
Talaseminin analizi ve izlenmesinde etkili ve ekonomik tekniklerin gelistirilmesi amaci
ile yapilan girisimler 6zellikle hastaligin yaygin oldugu iilkelerde nem tasimaktadir’>.
Hastaligin yayilmasinin kontrolii popiilasyon izlenmesi ve tasiyicilara genetik
danigmanlik verilmesi ile saglanmakla birlikte, en etkili yol prenatal tani araciligl ile
talasemili cocuk dogumunun 6nlenmesidir®’.

B-talasemi Tiirkiye’de de onemli bir saglik sorunu olusturmaktadir. Akraba
evliliklerinin siklig1 ve dogum hizinin yiiksekligi, iilkemizde beklenilenin de iizerinde [3-
talasemili ¢ocuk dogmasina neden olmaktadir. Bu nedenle molekiiler tan1 ve dogum

oncesi erken tan1 (prenatal tam) riskli aileler icin biiyiik onem tagimaktadir®.
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Talaseminin Tiirkiye’deki en yaygin tek gen hasarit oldugunun anlasilmasindan
bu yana hastalifin molekiiler temelinin anlagilmasi amaci ile bircok c¢alisma
yap11m1$t1r11’73. Giliniimiizde talasemilerin takibi ve tanisinda PCR temeline dayali olan

bir¢ok klasik molekiiler yontem kullanilmaktadir®*

. Bu yontemleri iki simifa ayirmak
miimkiindiir;  bilinen  mutasyonlarin  analizinde  kullamilan  yontemler ve
bilinen/bilinmeyen mutasyonlarin analizinde kullanilan yontemler. Birinci sinifta
ARMS, RFLP, yiiksek dansiteli oligoniikleotid prob analizi (mikroarray), dot-blot
analizi ve reverse dot-blot analizi yontemleri sayilabilir. Diger sinif ise DGGE, dHPLC,
TGCE gibi yontemlerle yapilan heteroduplex analizi, manuel ve otomatik dizi analizi
yontemlerini icerir®>®®. Bu yontemler, gendeki mutasyonlar hakkinda detayli bilgi
edinmemizi saglayan DNA teknolojisini kullanan avantajli tekniklerdir’>. B-talasemi
molekiiler tanisinda; IVS 1-110, IVS I-1, IVS II-1, IVS I-6, IVS 11-745, Cd 39, Cd 8,
Fsc 8/9, -30 gibi mutasyonlara bakilmaktadir®"*#"°.

Tiirkiye'de Yilmaz ve arkadaglar1 tarafindan yapilan bir calismada 35 talasemili
olgu incelenmis ve ARMS yoOntemi ile yapilan mutasyon analizleri sonucunda IVS I-
110 mutasyonu en yiiksek oranda (%32,85) gozlenmistir. Bunu izleyen mutasyonlar ise
IVS -6 (%7,14), IVS 1-1 (%7,14) ve IVS 11-745 (%4,28) olarak rapor edilmistir’".

Yiiregir ve arkadaglar1 tarafindan yapilan calismada Cukurova’nin ii¢ ilinde
(Hatay, Adana, Icel) toplam 7444 Kisi taranmis ve beta talasemi siklig1 sirasiyla %5,7,
%1,8 ve %3,3 olarak bulunmustur. Yine ayni calisma ile mutasyon sikliklari; IVS I-110
(%54,6), IVS 1-1 (%9,4), Cd39 (%8,7), IVS 1-6 (%4,7), FrCd8 (%3,5), IVS 1I-1 (%2,7),
-30 (%2,4), IVS 1I-745 (%1.,9), Cd76 (%0,8), FrCd36/37 (%0.4) olarak bulunmustur.
Orneklerin %10,9 nun ise mutasyonlari belirlenememistir®’.

Tadmouri ve arkadaslart Tiirkiye'nin bolgelerindeki mutasyon dagiliminin
belirlenmesi amaci ile yaptiklar1 calismalarinda yine Tiirkiye'de en yaygin olarak
goriilen mutasyonun IVS I-110 oldugunu ve bunu IVS I-6, Cd 8, IVS I-1, IVS II-745,
IVS II-1, Cd 39, -30 ve Fsc 5 mutasyonlarinin izledigini belirlemislerdir. Yine aym
calismada IVS I-110 mutasyonunun bdlgelere gore dagiliminin; Marmara bolgesinde
%34,1, Ege ve Akdeniz bolgesinde %42,4, Anadolu'nun merkezinde %52,3, giineybati
Anadolu'da %?26,4, Karadeniz bolgesinde %31,0 ve bati Anadolu'da %27,1 oldugunu

tespit etmislerdir'".
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Setianingsih ve arkadaslar1 Endonezya'da yaptiklar1 bir ¢alisma ile ARMS ve
ACRS tekniklerini kullanarak daha onceden Endonezya popiilasyonunda belirlenmis
olan 7 mutasyonu (IVS I-5, IVS I-1, IVS II-654, Cd 41-42, Cd 15, Cd 8-9 ve Cd 26)
taramiglardir. En yliksek oranda goriilen mutasyonun Cd 26 (%29) olup bunu IVS I-5
(%19) ve Cd 35 (%8) mutasyonlarinin izledigini, diger mutasyonlarin frekansinin ise
%]1-4 arasinda degistigini rapor etmislerdir’.

Baysal ve arkadaslar Birlesik Arap Emirlikleri'nde yaptiklar1 ¢calismada PCR’a
dayali DNA tam tekniklerini kullanarak 626 kromozom incelemisler ve mutasyon
frekanslarint IVS 1-5 (%47,6), HbS (%21,9), -25 bp del (%6,2), Cd 8/9 (%4,3), IVS II-1
(%2.9), Cd 8 (%1,9) olarak tespit etmislerdir’.

Tiirkiye'de prenatal tam1 amaci ile yapilan bir calismada 140 kromozom
incelenmis ve mutasyon frekanslart IVS 1-110 (%37,15), IVS 1-6 ve IVS 1-1 (%7,15),
Cd 39 (%6,43), Fsc 8 ve IVS II-1 (%5,71) ve IVS 11-745 (%3,57), Fsc 5 (%2,86) olarak
belirlenmis ve diger mutasyonlarin frekanslarinin %2'den daha diisiik oldugu rapor
edilmistir™.

Ciiriik ve arkadaglar tarafindan Cukurova bolgesi’nde yapilan calismada ARMS
ve DNA dizi analizi yontemleri kullanilarak mutasyon taramasi yapilmis ve mutasyon
frekanslari; IVS 1-110 (%57,3), IVS I-1 (%8,3), Cd 39 (%6, 4), IVS 1-6 (%5,7), Cd 8
(%5.7), -30 (%4,7), IVS 1I-1 (%3.4), IVS 1I-745 (%2,8) ve CD 5 (%]1,1) olarak
bulunmustur””.

B-talasemili olgularla yaptigimiz ¢calismamizda hem klasik yontemlerle (ARMS)
hem de DNA mikroarray yontemi ile mutasyon taramasi yapilmis ve her iki yontemle
de mutasyon frekanslar1 IVS I-110 (%22,11), IVS I-1 (%12,50), IVS I-6 (%8,65), IVS
II-1 (%8,65), Cd 39 (%7,69) ve IVS 1I-745 (%5,76) olarak tespit edilmistir. Cd 6 ve -87
mutasyonlarina ise hicbir olguda rastlanmamustir. Tiirkiye'de yapilan diger ¢alismalarda
oldugu gibi bizim calismamizda en yiiksek oranda gozlenen mutasyonun IVS I-110
oldugu belirlenmigtir. Diger mutasyonlarin ise bolgeye gore farkliliklar gosterdigi
goriilmektedir. ARMS yontemi kullanilarak yaptigimiz mutasyon tarama caligmamiz
(DNA izolasyon agamasi hari¢) yaklasik 5 giinde tamamlanmistir.

B-talasemi, DNA diizeyinde arastirilan ilk genetik hastaliklar arasinda olmasina
ragmen [-globin genindeki mutasyonlarin belirlenmesi halen kullanigsiz 6rnek

maniiplasyonu gerektiren zaman alic1 yontemlere dayanmaktadir. Bu durum kismen
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hastaligin farkl etnik gruplar arasinda cesitlilik gostermesine baglanabilir. Bu da tanisal
stratejilerin gelismesine engel olmaktadir’®. Bilindigi gibi B-talasemide erken teshis ve
tan1 biiyilk Onem tasimaktadir. Bu nedenle popiilasyon taramalarinda tasiyicilarin
belirlenmesi ve riskli ¢iftlere dogum 6ncesi erken tani uygulanmasinda hizli, ekonomik
ve kolay uygulanabilen yontemler On plana ¢ikmaktadir. Giiniimiizde p-talasemi
tanisinda kullanilan klasik yontemlerle kesin ve giivenilir sonuglar elde edilmektedir.
Ancak dogum Oncesi erken tam1 sz konusu olan durumlarda Tiirk toplumu gibi bircok
mutasyon olasilig1 olan toplumlarda bu yontemleri zaman baskisi altinda uygulamak
kolay degildir'®. Bu nedenle tedaviye cevabin ve hastaligin ilerlemesinin dnceden
belirlenmesi ve en Onemlisi tedavi i¢in yeni hedeflerin bulunmasinda mikroarray'ler
bityiik 6nem tasimaktadir''.

Molekiiler tani, DNA ve RNA analizleri i¢in oldukca ileri teknolojilerin
gelismesi ile devrime ugramistir. En 6nemli degisimlerden biri de; mikroelektroniklerin
mikrocipe dayali niikleik asit teknolojileri ile biitiinlesmesidir. Bu mikrosistemlerin
spesifik 0Ozelligi; bir molekiiler tam1 prosediiriiniin  miimkiin olan her asamasim
minyatiire ve otomatize etmesidir’’. Son yillarda bir¢ok farkli mikroarray teknolojisi
gelismistir. Bunlar; gen ekspresyonu, genotipleme ve diger uygulamalarda kullanilmaya
baslanmistir. Mikroelektronik yontemler (mikroarray) pasif hibridizasyon tekniklerine
ait bircok problemin iistesinden gelebilen yiiksek-performansli hibridizasyon
saglamaktadir. Bu aktif mikroelektronik cihazlar mikroarray yiizeyindeki yiiklii
DNA/RNA molekiillerinin hizli ve kontrol edilebilen tasginimini saglayan elektrik
alanlariin iiretilmesi yetenegine sahiptir. Ayrica test bolgesinde prob/hedef DNA’nin
toplanmasinmi saglayarak DNA hibridizasyon oranini arttirma oOzelligine de sahiptirler.
Test bolgesindeki elektrik alaninin tersine donmesi elektronik bir direng etkisi
yaratmaktadir. Bu da hibridizasyonun spesifitesini biiylik oOl¢iide arttirarak nokta
mutasyonlar1 ve SNP’lerin ayirim yetenegini arttirmaktadir’.

Tek bir calisma ile yiizlerce ya da binlerce SNP’in es zamanh
genotiplendirilmesi son yillarda gelismis bir teknolojidirgg. Bu gelismis platform
(NanoChip Molecular Biology Workstation) bir giinde 400 6rnek (4 ¢ip) tarama imkanti
saglayan tamamen otomatize bir cihazdir’®. NanoChip Molecular Biology Workstation,
kendine ait bir mikrocip kartusu kullanmaktadir. Bu kartus elektronik olarak

100

adreslenebilen 100 bolge icermektedir . Bu bolgelerde belirlenmis test alanlari
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tizerindeki biyotinli molekiillerin aktif depolanmasina ve toplanmasina olanak
saglamaktadir. Daha sonra her bir ped iizerindeki DNA, normal veya mutant dizilere
komplementer olan spesifik oligoniikleotid problar ile (Cy3 ve Cy5 boyalan ile
isaretlenmis) hibridize edilir. Cip yiizeyi goriintiilenir, floresan sinyaller taranir, izlenir
ve oldukca gelismis sayisal goriintileme yontemleri ile degerlendirilir''. Bu
teknolojinin en onemli yarari; yontemin tasarimina olanak saglayan yiiksek esneklik
6zelligidir100. Sistemin esnekligi ayni ¢ip tizerinde farkl igerikte, uzunlukta ve kimyasal
kompozisyondaki cesitli problarin ayn1 anda kullanimina olanak saglama51d1r102.

Jel elektroforezi, RFLP, pasif prob hibridizasyonu ve DNA dizi analizi gibi
yontemler mutasyon belirlenmesinde standart yontemler olarak kabul edilmelerine
ragmen zaman alict ve zahmetli yéntemlerdirml. Giincel yontemlerle karsilastirildiginda
NanoChip sisteminin kullaniminin zaman tasarrufu ve basitligi acisindan avantaj
sagladig1 yapilan calismalarla ispatlanmistir. Hem ¢6zelti maliyeti hem de etkili ¢alisma
zaman agisindan karsilastirildiginda klasik yontemlerin elektronik ¢ip yonteminden iki
kat daha pahali oldugu gosterilmistir. Bunun ana sebebi de daha fazla calisma zamani
gerektirmesi ile aglklanmaktadlrloz.

Nanochip sistemi oldukca cazip olmasina ragmen cihazin su anki maliyeti bir¢ok
laboratuvar icin pahali olmaktadir. Ancak sistem kurulduktan sonra sadece rutin
molekiiler tanm1 caligmalar1 i¢in degil yeni testlerin hizli ve kolay bir sekilde
gelistirilebilmesi i¢in de oldukga kullanighidir'®.

Yapilan caligmalarda oldugu gibi bizim calismamizda da analiz maliyetinin
azaltilmasi1 i¢in bir evrensel oligoniikleotid isaretleyici sistemi dizayn edilmis ve
uygulanmistir. Bu sistemde normal ve mutant isaretleyiciler floresan boyalarla
isaretlenmek yerine isaretlenmis evrensel isaretleyici dizeye koplementer olan bir dize
ile uzatilmistir. Boylece sadece bir c¢ift floresan oligoniikleotidin kullanilmasi ile
ilgilenilen her bir mutasyona oOzgii, 6zgiill Cy3 veya Cy5 isaretli oligoniikleotid
kullantmu ihtiyacindan sakinilarak her bir olast SNP’in varliginin acikca belirlenmesi
saglanmugstir'®.

Foglieni ve arkadaslart Nanogen Workstation mikroarray cihazi ile yaptiklari
calismalarinda sik rastlanan 9 B-talasemi mutasyonunu (Cd39C—T, IVS 1-110G—A,
IVS 1-1G—A, 1IVS 1-6T—C, IVS 2-745C—G, CdbdelA, -87C—G, IVS 2-1G—A ve

Cd8delAA) taramislardir. Calismayi, Onceden diger yontemlerle (allel-spesifik
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hibridizasyon (dot blot ve reverse dot blot), ARMS, RFLP, DGGE ve dizi analizi)
genotipi belirlenmis olan 250 DNA 06rnegi iizerinde denemis ve daha sonra multiplex
PCR yaparak c¢ipin test yiizeyi iizerinde aym calisma ile 9 mutasyonun tiimiinii analiz
etmislerdir. Sinyal alinamayan Orneklerin nedenini amplifikasyonun yetersiz veya az
olmasi ya da piirifikasyon sirasinda 6rneklerin kaybedilmesi ile agciklamislardir. Toplam
700 ornek ile yaptiklar1 c¢alismada; bu acik ve esnek yontemin her bir cografik
bolgedeki mutasyonlarin bolgesel yayginligina gore tasarlanabilecegi goriisiine
varmiglardir. Ayrica diinyanin diger bolgelerindeki [-talasemiye neden olan diger
mutasyonlari da icerecek sekilde diizenlenebilecegini de belirtmislerdir™.

Bizim ¢alismamizda da orneklerin %8,65’inden sinyal alinamamigstir. Bu durum
saflagtirma isleminin diizgiin yapilamamis olabilecegine baglanmis ve Ornekler tekrar
saflagtirllarak mikroarray ile analiz edilmislerdir. Analiz sonucunda tiim Orneklerden
dogru sonuglar elde edilebilmistir.

Cin’de Bang-Ce ve arkadaglar1 tarafindan yapilan calismada, talasemi mutasyon
tipleri Onceden belirlenmis olan 1880 kisinin mikroarray yontemi ile tekrar
mutasyonlart taranmis ve yapilan molekiiler analizler sonucunda yine ayni mutastonlar
tespit edilmistir. Sonuclar, mikroarray yOnteminin gen {iizerindeki tek-baz
degisimlerinin ayiriminda miikemmel bir yontem oldugunu acgikca gostermistir. Ayrica
insan genomik DNA’sindaki homozigot ve heterozigot mutasyonlarin belirlenmesi ve
ayrilmasinda da oldukca basarilt bir yontem oldugu tespit edilmistir. Bang-Ce ve
arkadaglar1 bu sonuglara dayanarak mikroarray yoOnteminin popiilasyon izleme
calismalart icin uygun bir teknik oldugu kamsina varmuslardir'®.

Santacroce ve arkadaslari klinik olarak ilgili genler (faktoér VII, B-globin ve RET
protoonkogen) iizerinde yaptiklar1 calismada SNP’lerin belirlenmesi amaci ile Nanogen
Molecular Workstation mikroelektronik DNA ¢ip cihazim kullanmiglardir. Yaklasik
950 ornek (faktor VII geni i¢in 331 ornek, B-globin geni i¢in 604 6rnek ve RET
protoonkogen icin 15 Ornek) ile yapilan ¢alismada ilk olarak tiim 6rnekleri dizi analizi,
allel-spesifik PCR, RFLP gibi cesitli yontemler kullanilarak genotiplendirmislerdir.
Ardindan mikroelektronik ¢ip yontemi ile de analiz ettikleri drneklerin tiimiinde diger
genotipleme yoOntemleri ile belirlenen sonuglar1 elde etmislerdir. Santacroce ve
arkadaslarinin bu ¢alismasinda B-globin geninde yapilan analizde IVS I-1G—A, IVS I-

6T—C ve IVS II-1G—A mutasyonlar incelenmistirmz. Calisma sonucunda bu
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yontemin IVS I-1 ve IVS I-6 icin heterozigot olan 6rnekleri acik bir sekilde ayirt ettigi
tespit edilmistir. Ayrica IVS II-1 olan 6rnekleri de normal genotipli 6rneklerden ayirt
edebildigini gostermislerdir. Tiim Orneklerden elde edilen sonuclart geleneksel
yontemlerle elde edilen genotiplerle %100 uyumlu bulmuslardir. Yapilan calismada
orneklerin  %8-12’den sinyal alamamislardir. Bu durumu Orneklerin  diizgiin
hazirlanmamis olabilecegine ya da PCR {iriinlerinin  miktarinin yetersizligine
baglamislardir. Bu 6rnekleri tekrar saflastirarak tekrar mikroarray ile analiz ettiklerinde
bazi Orneklerden tekrar edilen analiz sonucunda dogru sonuglar tespit edilirken
bazilarindan yine sinyal alinamamistir. Santacroce ve arkadaslari yaptiklari bu
calismada tiim analitik asamalarin (PCR {iriinlerinin yiiklenmesi, prob hibridizasyonu,
yikama ve hibrid belirlenmesi) 4-6 saatte tamamlandigini (~2 saatlik amplifikasyon
siiresi disinda) belirtmislerdir. En zaman alici asamanin ise biyotinlenmis PCR
iiriinlerinin ped iizerine adreslenmesi (~3,5 saat) oldugunu belirtmislerdir'**.

Toplam 52 6rnekle yaptigimiz calismamizda klasik ARMS yontemi kullanilarak
yapilan mutasyon tarama calismasi yaklasik 5 giinde (DNA izolasyon asamasi haric)
tamamlanirken DNA mikroarray ile yapilan tarama c¢alismasi tiim asamalar
(amplifikasyon, saflastirma, yiikkleme, okutma ve analiz) dahil olmak iizere 7-8 saatte
tamamlanmustir.

Sonu¢ olarak; Cukurova bolgesinde yaygin olarak goriillen [-talaseminin
molekiiler tanisinda DNA mikroarray yonteminin kullanilmasmin klasik yontemlere
oranla hem zaman tasarrufu saglamasi hem de topluma ve hastaya olan maliyeti
azaltmasi, %100 giivenilirlikle caligmas1 ve tekrarlanabilirliginin yiiksek olusu
acisindan biiyilk bir avantaj saglayacagi goriisiine varilmistir. Ayrica daha ileri
calismalarla prob tasarimi ve iiretiminin de yapilarak bu konuda patent alinmasi da

hedeflenmektedir.
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6. SONUCLAR

1. Calisma toplam 52 olgu ile gerceklestirilmistir. Molekiiler analizler
cercevesinde; klasik arastirmalarda kullanilan ARMS yontemi ve molekiiler tanida yeni
bir teknoloji olan DNA mikroarray yontemi kullanilarak olgularin B-talasemi mutasyon

tipleri belirlenmistir.

2. B-talasemi’nin molekiiler tanisinda rutin olarak kullanilan ARMS yo6ntemi ile
yapilan analizler sonucunda 23 allelin IVS 1-110, 13 allelin IVS I-1, 9 allelin IVS I-6, 9
allelin IVS II-1, 8 allelin Cd39 ve 6 allelin IVS II-745 mutasyonunu icerdigi saptanirken
Cd6 ve -87 mutasyonlarina hicbir olguda rastlanmamistir. DNA mikroarray ile yapilan
analizler sonucunda da olgularda ayn1 mutasyonlar tespit edilmis olup 23 allelin IVS I-
110, 13 allelin IVS I-1, 9 allelin IVS I-6, 9 allelin IVS II-1, 8 allelin Cd39, 6 allelin IVS
[I-745 mutasyonunu tasidigi bulunmustur. Ayni sekilde Cd6 ve -87 mutasyonlar1 hi¢cbir
olguda gozlenmemistir. Bu calisma kapsaminda her iki yontemle de ayni sonuglar elde
edilmis olmasina ragmen [-talasemi molekiiler tanisinda kullanilan klasik ARMS
yontemine oranla DNA mikroarray yoOnteminde sonuclar daha kisa siirede elde

edilmistir. Ayrica tek seferde tiim 6rnekleri calisabilme imkani da saglanmistir.

3. p-talasemi mutasyonlarinin molekiiler diizeyde incelenmesi, hastaligin
onlenmesinde ve prenatal tanisinda biiyliik 6nem tasimaktadir. Bu nedenle hassas ve
giivenilir tanisal yontemlerin kullanilmasi gerekmektedir. Her ne kadar giiniimiizde
kullanilmakta olan klasik molekiiler yontemler bu ihtiyaca cevap vermekte ise de son
yillarda gelistirilen DNA mikroarray teknolojisi tanida biiyiik bir deger kazanmaya
baslamistir. Yontem hem cok sayida 6rnegi ayni anda ¢alisma imkani saglamasi hem de
%100 giivenilirlikle sonu¢ vermesi bakimindan daha avantajlidir. Ayrica DNA
mikroarray yonteminin kullanilmasi ile hastalara ve topluma olan maliyet de azaltilmig
olmaktadir. Bu durum [-talasemi prenatal tanisinda oldukg¢a biiyiik bir onem teskil
etmektedir. Bu nedenle Cukurova bolgesinde yaygin olarak goriilen bu hastaligin
molekiiler tanisinda DNA mikroarray yonteminin kullanilmasiin biiyiikk bir avantaj

saglayacag goriisiine varilmstir.
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8. OZGECMIS

1981 yilinda Eregli’de diinyaya gelen Elgcin OZKARALI; ilk, orta ve lise
ogrenimini Eregli’de tamamladiktan sonra, 1999 yilinda C.U Fen Edebiyat Fakiiltesi
Biyoloji Boliimii’nii kazanmis ve buradan 2003 yilinda mezun olmustur. Ayn1 yil C.U
Saglik Bilimleri Enstitiisii Biyokimya Anabilim Dali’'nda Yiiksek Lisans egitimine
baslamistir. Halen Biyokimya Anabilim Dali’nda yiiksek lisans egitimine devam

etmektedir.
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